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RESUME

Les adénomes hypophysaires sont des tumeurs bénignes qui peuvent devenir
localement agressives et/ou récidives dans un délai variable aprés la chirurgie. Nous avons
approfondi notre étude sur les aspects anatomopathologiques et les marqueurs
d’agressivités des adénomes hypophysaires (AH), a travers d’une étude rétrospective et
prospective respectivement du 2014 au 2015 et de I’année 2016. Cette étude a été menée
sur 18 prélevements hypophysaires, colligés au laboratoire d’anatomo-pathologie du
Centre hospitalo-universitaire Mustapha Bacha (Alger),traités par technique histologique
et immunohistochimique.

Notre ¢tude montre que 1’age moyen des patients est de 41,2 ans avec une prédominance
masculine de 67%. D’apres la taille des adénomes hypophysaires, nous avons enregistrés
une prédominance des macroadénomes dans 83% des cas par rapport aux microadénomes
qui ne représentent que 17%.

L’histochimie nous a permis d’observer les adénomes hypophysaires avec une variation
cellulaires de type acidophile, basophile ou chromophobes.

L’immunohistochimie a révélé, d’une part, la présence de différents marqueurs
hormonaux en relation avec le type de sécrétion et d’établir ainsi le profil hormonal de
chaque adénome hypophysaire.

Et d’autre part d’évaluer les bio marqueurs de prolifération le Ki-67 et la P53, ces
derniers permettent de partager les adénomes hypophysaire selon la classification de
I’Organisation mondiale de la santé en typiques (Ki-67<3% et P53 négatif) représenté par
2 cas de notre série et 16 cas atypiques (Ki-67 > 3% et p53 souvent positive). A partir de
nos résultats nous avons remarqués que les deux marqueurs sont assez fiable pour évaluer
I’agressivité des adénomes hypophysaires et il ya d’autres marqueurs qui permettent de

prédire I’agressivité des adénomes hypophysaires.

Mots clés : adénome hypophysaire, anatomopathologie, immunohistochimie, ki-67,

P53



ABSTRACT

The current study aims at studying the anatomopathological aspects and the scorers of aggressivity of
the pituitary adenomas through a retrospective and a prospective study, respectively from 2014 to
2015, and from 2016. This study was carried out on eighteen (18) pituitary adenomas samples gathered
from the laboratory of anatomic-pathology of the University Hospital Centre Mustapha Bacha

(Algiers), treated by a histological and immunohistochimical technique.

The study shows that the average age of the patients is between forty one (41,2) years old with a
masculine predominance of 67%. According to pituitary adenomas size, we registered a macro
adenomas predominance of 83% among the cases in comparison to the micro adenomas which

represent only 17%.

The histochimy allowed us observe the pituitary adenomas with a cellular variety of acidophil,

basophil, or chromophobe types.

On the one hand, the immunohistochimie revealed the presence of different markings related to the

type of emission, and thus, establish the hormonal profile of each pituitary adenoma.

On the other hand, it allowed us evaluate the multiplication of the bio scorers of the Ki-67, and the
P53. The latters permit the division of the adenomas hypophysaires according to the Health
International Organization classification, typical (Ki-67<3% and P53 negative) represented by two
(02) cases from our serie, and sixteen (16) atypical cases (Ki-67 > 3% and p53 often positive). Based
on the results, we observed that the two scorers are reliable enough, and not independent to evaluate
the aggressivity of the pituitary adenomas, this indicates the existence of other scorers that allow the

prediction of the aggressivity of the pituitary adenomas.

Key Words: Pituitary adenomas, anatomopathology, immunohistochimie, Ki-67, P 53.
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INTRODUCTION

Les adénomes hypophysaires (AH) sont des tumeurs considérées majoritairement
comme bénignes, qui se développent au dépend des cellules endocrines de 1’adénohypophyse.
(Habachi, 2012). Ils sont les plus fréquents par rapport a I’hypophyse et constituent 10 a 20

% des tumeurs intracraniennes (Riviere, 2015).

Ces tumeurs peuvent &tre classées en micro ou macroadénome et étre de présentation
sporadique ou familiale. Bien que leurs caractérisations clinique, radiologique, biologique et
anatomopathologique soient actuellement établies, néanmoins et malgré leur aspect
histologique bénin leur évolution est variable et incertain pouvant étre émaillé¢ de récidive
multiple et/ou de 1’apparition d’une résistance aux traitements médicamenteux nécessitant

ainsi une thérapie plus agressive.

Depuis une dizaine d’années des études tente d’identifier les bio marqueurs fiables qui
permettent de déterminer le degré d’agressivité des adénomes et de prédire leurs potentiel de

récidive et de résistance afin d’améliorer les chances de guérison.

La reconnaissance de la pathogénie des tumeurs hypophysaires restent obscurs méme si
I’on a mis en évidence un grand nombre d’anomalie génétiques allant des mutations dans les
voies de la signalisation intracellulaire, en passant par I’expression de différents facteurs de
croissance pour aboutir aux déséquilibres des régulateurs du cycle cellulaires. L’inactivation
du gene suppresseur de tumeur (P53, PTTG et Rb) et la surexpression des oncogene (Gsp)

sont aussi impliqués dans la pathogenese des adénomes hypophysaires (Echchikhi, 2012).

De ce fait, différents marqueurs de prolifération sont systématiquement analysés dans 1’étude
histologique des tumeurs hypophysaires : notamment le Ki-67 qui est considéré comme un
marqueur de prolifération tumorale (Trouillas ez al., 2000 ; Wierinckx et al., 2007). Etla

mutation de la protéine p53 (antiproliférative).

Ces deux bio-marqueurs sont reconnu par la classification de ’OMS comme critére
d’agressivit¢ départageant ainsi les adénomes hypophysaires en adénomes hypophysaires
typique et atypiques bien qu’il existe dans la littérature de nombreuses études qui ont

montré quelques controverses.



Notre travail consiste a :

v

Etudier les aspects anatomopathologiques (taille, profil hormonal) et
immunohistochimiques (ki67, P53) des adénomes hypophysaires a travers une étude

rétrospective et prospective d’une durée de deux ans de 2014 jusqu’a 2016.

Evaluer le taux de I’index de prolifération ki67 et la positivité de la P53 au niveau des
adénomes hypophysaires.

Classer les adénomes hypophysaires en typiques et atypiques.

Corréler le Ki67 a certains paramétres cliniques (la taille et la fonction) et avec
I’éxpression de la P53.

Corréler I’expression de la protéine p53 au ki-67 afin de vérifier son interaction

constante ou non en cas d’un taux ¢élevé de ki-67.
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L’HYPOPHYSE

I-1. Anatomie et Embryologie

L'hypophyse est reliée a 'hypothalamus par la tige pituitaire (Riviére, 2015). Elle est située a
la base du crane dans une cavité osseuse (la selle turcique) a ’intérieur du corps sphénoide, sous le
troisiéme ventricule (Drareni et al., 2011). Elle est recouverte par le diaphragme sellaire, situé
juste au-dessous du chiasma optique (Léger et al., 2010). Chez I’adulte, elle est de petite taille et
pese environ 0,5 g, Iégérement allongée et mesurant en moyenne 10 X 13 x 6 mm
D’aspect externe, elle est en forme ovoide, et présente deux lobes différents par leur embryologie,
leur anatomie et leur organisation microscopique (Nguyen et bourouina, 2008).

L’adénohypophyse dérive de la poche de Rathke, structure ectodermique de la cavité buccale, Elle
occupe trois quarts (%) de la loge hypophysaire, qui est subdivisée en trois lobes : un lobe antérieur
(pars distalis), un lobe intermédiaire (pars intermedia), et un lobe tubérale ou infundibulotubéral
(pars tuberalis).

La neurohypophyse est d’origine neuro-ectodermique et dérive du diencéphale. Elle est subdivisée
¢galement en trois régions qui sont de haut en bas : I’éminence médiane, la tige infundibulaire, le

lobe postérieur ou pars nervosa ou posthypophyse (Beauvy, 2015).

e
Median eminence i ; \!
Third ventricle

Optic chiasm HYPOTHALAMUS

Infundibulum

Diaphragma
sellae

Pars

tuberalis Posterior

..‘ o pituitary
Pars distalis (pars nervosa)

_ _ e Sphenoid bone
intermedia . ., e B =8 (sella turcica)

Figure(01 : Anatomie de I’hypophyse (Anonyme 2004)
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I-2.Vascularisation

La vascularisation de I’hypophyse s’effectue via deux artéres :
- La neurohypophyse est irriguée par ’artére hypophysaire inférieure.
- L’adénohypophyse, elle est vascularisée par 1’artére hypophysaire supérieure au niveau de
I’éminence médiane et la partie proximale de la tige pituitaire grace au systéme porte hypothalamo-
hypophysaire, constitu¢ de petites artérioles et capillaires.
C’est par ce systtme de communication que les neurones hypothalamiques libérent leur contenu

dans 1’adénohypophyse (Léger et al., 2004).

Réseau capillaire
primaire

Artére
hypophysaire

Veines portales longues h hysaires
supérieure INes po 8 ypophy

Artére trabéculaire )
Veines portales courtes hypophysaires

Trabécule (tissu fibreux)
Veine hypophysaire

efférente (vers le sinus
caverneux)

Veine hypophysaire efférente
(vers le sinus caverneux)

Réseau Neuro-hypophyse
capillaire {lobe postérieur
secondaire de 'hypophyse)
Réseau capillaire du
lobe nerveux de
Adéno-hypophyse la neuro-hypophyse
(lobe antérieur
de I'hypophyse)
4
™ 5 - 3
2 N Veine hypophysa:re efféren
TR (vers le sinus caverneux)
© Nowvarus

Veines hypophysaires efférentes Artére hypophysaire inférieure

(vers le sinus caverneux)

Figure 02 : Vascularisation de I’hypophyse (Riviére, 2015).
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I-3. Organisation Histologique
I-3.1. Adénohypophyse :

Le lobe antérieur est la partie la plus développée de I'hypophyse (70 % de 1'hypophyse). 1l est
entouré d'une fine capsule conjonctive qui envoie de fines travées a l'intérieur du parenchyme.

Celui-ci est formé d'épais cordons cellulaires anastomosés (Echchikhi, 2012).

Cellule rouge

Cellule basophile

Cellule rouget
Cellule chromophobe &

Cellule orange*

Figure 03 :Coupe histologique au niveau du lobe antérieur de I’hypophyse aprés coloration

avec le tétrachrome de Herlant ( Habchi, 2011).

L’identification des types cellulaires de I’antéhypophyse a évalué¢ de nouvelles techniques.

-La coloration usuelle telle qu’a 'hématoxyline-éosine permet de distinguer trois types de cellules
selon les caractéristiques physico-chimiques.

-En effet, 'immunohistochimie permet d’identifier un type cellulaire déterminé grace a I’utilisation
d’un anticorps dirigé contre I’hormone d’intérét. Cette méthode a permis de préciser la densité et la
localisation de chaque variété de cellules endocrines et de démontrer la capacité de 1'élaboration de

deux hormones par une méme cellule endocrine (présenté dans le tableau I).
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Tableau I: Principales hormones antéhypophysaires (Moussard et al., 2005).

Cellules antéhypophysaires | Cellules antéhypophysaires Hormones
identifier par HE
Identifies par IHC Antéhypophysaires sécrétés
Acidophiles Lactotropes. Prolactine
Somatotropes. GH
Corticotropes ACTH
Thyréotropes. TSH
Basophiles Folliculotropes. FSH
Lutéotropes. LH

I-3.2. Post-hypophyse :

Le lobe postérieur est un tissu nerveux richement vascularisé, soutenu par des pituicytes ou

cheminent les axones provenant des noyaux hypothalamiques du systéme magnocellulaire (NSO et

NPV) (Trouillas et al., 2007).
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Figure 04 : coupe du lobe postérieur de I’hypophyse aprés coloration avec le

tétrachrome de Herlant (Habchi, 2011).

La posthypophyse permet le stockage de l'hormone anti-diurétique (ADH) et de l'ocytocine,

secrétée par ’hypothalamus (Habchi, 2011).
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I-4. Physiologie de I’hypophyse

Le complexe hypothalamo-hypophysaire représente le chef d'orchestre du systéme
endocrinien sur le plan physiologique (Moussard et al., 2005).
L'hypophyse est régulée par des neurohormones émises par I'hypothalamus, et produit des
hormones qui stimulent les autres glandes endocrines de 1’organisme : thyroide, surrénales, glandes
mammaires, ovaires et testicules (Habchi, 2011; Riviére, 2015).
Internal and external stimuli
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Figure 05 : La physiologie de I’hypophyse (Léger et al., 2010)

Blood levels exert regulatory influences upon the anterior pituitary gland and the hypothalamus
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I-4.1. Physiologie de I’axe somatotrope

L'hormone de croissance (GH), également appelée somatotrophine ou 1'hormone de croissance
humaine. C’est un peptide sécrété par les cellules somatotropes de I’hypophyse. Son récepteur
membranaire appartient a la famille des récepteurs des cytokines.

La régulation du taux de GH est controlée par les actions inhibitrices de la somatostatine (SRIF)
et activatrice de la growth-hormone-releasing hormone (GHRH).

1-Apres la fixation des ligans sur leurs récepteurs respectifs (SST et GHRH-R), plusieurs voies
signalétiques différentes vont étre sollicitées pour réguler I’exocytose de la GH.

2-Activation ou inhibition de l’adénylate-cyclase (AC), de canaux Ca++ et k+, de protéines
phosphatases, de I’échangeur Na+/H+ de I’exocytose des granules de sécrétions par la calcineurine.
-Activation de D’expression de la GH par la GHRH: (3) La phosphorylation du facteur de
transcription CREB par la protéine kinase A (PKA) active la formation des ARNm du facteur de
transcription Pit-1. (4) Pit-1 stimule alors la transcription de la GH. (5) Pit-1 peut aussi induire la
formation des récepteurs GHRH-R.

-Inhibition de I’expression de la GH par le SRIF : (3) La liaison de SRIF a ses récepteurs conduit a
I’internalisation du complexe ligand-récepteur.(4) Le mécanisme d’inhibition de I’expression de la
GH n’est pas connu: (4a) Un facteur de transcription (X) encore inconnu pourrait bloquer la
synthése de la GH.(4b) L’interaction du SRIF avec 1’auto-antigéne Ku pourrait aussi abolir la
transcription de la GH.(5) Inhibition possible de la synthése des récepteurs GHRH par la

somatostatine.(6) stimulation de la transcription des récepteurs SST( Sarret, 2000).
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Figure 06 : Hypothése de régulation de la sécrétion et de I’expression de I’hormone de

croissance au niveau des cellules somatotropes hypophysaires (Sarret, 2000).

I-4.2. Physiologie de I’axe Lactotrope

La prolactine (PRL) c’est une protéine synthétisée et libérée par les cellules Lactotropes suite
a une stimulation hypothalamique par la TRH. Cette derni¢re empreinte tout comme la GHRH la
voie de I’AMPc .la production de PRL est cependant inhibée par le PIF et la dopamine, qui

semblent agir de la méme maniere que la somatostatine (Saidane, 2014).
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Figure 07 : Transmission du signal par le PRLR et mécanisme d'action autocrine/paracrine.
(Goffin et al., 2000)

Le PRLR homodimérisé par la PRL transmet le signal hormonal dans la cellule par plusieurs
voies.
-Dans la voie JAK/Stat : les Stats sont phosphorylés par JAK2.les Stats activés forment des dimeres
qui migrent dans le noyau ou ils activent des génes cibles.
-Dans les voies des MAP kinase, de la PI-3 kinase ou protéine kinase C (PKC).
Enfin, des connexions entre la voies JAK/Stat et les récepteurs stéroidiens dans certains tissus
exprimant la PRL et son récepteur.
-I’activation de ces voies peut se faire selon un mécanisme endocrine (sécrétion hypophysaire) ou

autocrine/paracrine (synthese locale) (Bole-Feysot et al, 1998 ; Goffin et al., 2000).

I-4.3. Physiologie de I’axe Corticotrope
L'ACTH (hormone corticotrope hypophysaire ou adrénocorticotrophine) est une hormone
peptidique sécrétée par les cellules corticotropes de 'antéhypophyse. Leur sécrétion est stimulée

par la CRH hypothalamique (Gauechot, 2007).
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Figure 08 : ’action de ’ACTH sur les cellules cortico surrénaliennes (Gallo-Payet, 2013)

L’ ACTH induit une production d’AMPc via la protéine Gs et I’activation séquentielle de plusieurs
adénylate cyclase, celles insensibles au Ca2+ (AC5/6), sensibles au Ca2+ (AC1/3) et celles activées
par les sous-unités Bg des protéines G. L’AMPc généré active la protéine kinase A qui phosphoryle
les canaux calciques de type L et permet un influx de Ca2+. Parallélement, la production de GMPc
entraine une inhibition de I’activité de la phosphodiestérase PDE2. Ces actions combinées
expliquent 1’accumulation importante d’AMPc. D’autres voies sont mobilisées, comme les voies

des phospholipases A2 et C (Gallo-Payet, 2013).

II. LES ADENOMES HYPOPHYSAIRES

Les tumeurs hypophysaires sont des tumeurs majoritairement bénignes, intracraniennes
développées aux dépens de 1’antéhypophyse (Merouane, 2015) leur initiation se produit grace a
I’activation d’un oncogene ou a I’inactivation d’un géne suppresseur de tumeur. Ils sont pour la
plupart a croissance lente s’étalant sur plusieurs années, cependant des formes atypiques a
croissance rapide peuvent étre observées (Wemeau et al., 2014).

Ces tumeurs sont classées comme invasives dans 45 a 55% des cas du fait de I’infiltration du sinus
sphénoidal, des sinus caverneux, de la dure-mere, de 1’os et/ou des tissus avoisinants (Meji et al.,
2000 ; Beauvy, 2015).

-les adénomes hypophysaires sont les tumeurs les plus fréquentes apres les méningiomes et
constituent 10 a 20 % des tumeurs intracraniennes (Ezzat et al., 2004).

9
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I1.1. Epidémiologie

Les adénomes représentent 10% des tumeurs intracraniennes, mais seulement 0,02 a 0,05% sont
symptomatiques. La prévalence est de 1/1064 personnes, mais les autopsies révelent qu’ils seraient
en fait beaucoup plus fréquents : 14% de la population. Leur découverte se fait habituellement entre
35 et 65 ans. Avant I’age de 20 ans, les adénomes sont rares (85% de prolactinomes et 10% de

corticotropes) (Riviéres, 2015).

I1.2. Classification des adénomes
I1.2.1. Classification fonctionnelle (biologique)
Les adénomes se distinguent en fonction de leurs caractéres secrétants: fonctionnel et non
fonctionnel
I1.2.2. Adénomes sécrétant
On distingue les adénomes sécrétant et dans ce cas ce sont les symptomes liés a la sécrétion
excessive d’une hormone hypophysaire qui révelent souvent la présence de I’adénome
(Habchi, 2011)
- Adénome a prolactine
- Adénome somatotrope
- Adénome corticotrope
- Adénome gonadotrope
- Adénome thyréotrope
- Adénome mixte
I1.2.3. Adénomes non sécrétants
Sont des adénomes dont 1I’expression clinique dépend principalement du volume tumoral. Ils sont
constitués de cellules chromophobes (Habchi, 2011)
I1.2.4. Classification de ’OMS
Selon la WHO (World Health Organization), ces tumeurs sont classées en 3 types :
-Les adénomes typiques.
- les adénomes atypiques (exprimant fortement la p53, et un KI-67 >3%) (Delellis et al., 2004 ;
Eimer, 2013).
- Les carcinomes (avec des métastases cérébro-spinales ou systémiques) (Eimer, 2013).
Cette classification n'a pas de valeur pronostique, car ne s'accompagnant pas de corrélations

anatomo-cliniques (Jouanneau et al., 2015).

10
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I1.2.5. Classification radiologique
Le degré d’extension peut étre évalué a I’aide des criteres modifiés d’Hardy, présentés dans le

tableau. Les 4 grades d’adénome hypophysaire selon la taille et I’extension.

Tableau II : les 4 grades d’adénome hypophysaire selon la taille et I’extension (Riviére, 2015).

Grade Criteres
1 Microadénome
2 Macroadénome avec ou sans extension

supra-sellaire

3 Invasion locale avec destruction osseuse et

invasion du sinus sphénoide ou caverneux

4 Extension au systéme nerveux ou extra-

cranienne

I1-3. Signes cliniques
Les signes cliniques d’un syndrome de masse hypophysaire peuvent étre regroupés en syndrome
tumoral, syndromes endocriniens, avec parfois un syndrome d’apoplexie hypophysaire.

I1-3.1. Syndrome tumoral
Ce syndrome est li¢ a I’envahissement ou a la compression des structures avoisinantes par un
macroadénome (plus rarement, un Microadénome).
I1 associe de fagon variable des céphalées, des troubles visuels, un syndrome d’hypertension

intracranienne et un risque de méningite en cas de bréche durale (Rhinoliquorrhée) (Riviére, 2015).

I1-3.2. Syndromes endocriniens
On distingue les symptomes d’hypersécrétion hormonale, en fonction du type d’adénome, et
les symptomes d’insuffisance hormonale, par développement de la Iésion aux dépens des autres

contingents cellulaires et par hyperprolactinémie de déconnection. (Riviére, 2015).

11
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I1-3.3. Syndrome d’apoplexie hypophysaire

Il survient chez 10% des macroadénomes, généralement chez ’homme ou bien chez la femme
en post-partum avec état de choc ou hypovolémie (syndrome de Sheehan).
La tumeur présente une nécrose hémorragique ou ischémique soudaine, a I’origine de symptdmes

(Riviére, 2015).

I1.4. Pathogenése des adénomes hypophysaires

Bien que I’on reconnaisse qu’il existe des avancées dans la reconnaissance de la pathogénie des
tumeurs hypophysaires, de nombreux points restent obscures méme si 1’on a mis en évidence un
grand nombre d’anomalies génétiques allant des mutations dans les voies de la signalisation
intracellulaire, en passant par I’expression de différents facteurs de croissance pour aboutir au
déséquilibres des régulateurs du cycle cellulaires. L’inactivation du géne suppresseur de tumeur et

la surexpression des oncogene sont aussi impliqués dans la pathogenese des AH (Echchikhi, 2012).

Peate o ale s sie s & o G N

i

CoK
inhibitors

= |
ps3

\

Chromosomal
instability
DNA damage

Figure 09 : La signalisation intracellulaire associée a la prolifération et la transformation des

cellules de I'hypophyse. (Melmed, 2009).
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I1-4.1. Pituitary-tumor transforming gene (PTTG)

L’expression de PTTG (Pituitary Tumor Transforming Gene) est augmentée dans les
adénomes non fonctionnels, les adénomes somatotropes et les prolactinomes. Dans les deux
derniers types tumoraux, le niveau d’expression de PTTG semble corrélé au caractere agressif de
ces tumeurs. La surexpression du géne PTTG semble étre une des causes d’aneuploidie tumorale.
En effet, la protéine codée par ce gene a des homologies avec la sécurine, qui régule la séparation

des chromatides sceurs dans la mitose. (Acunzo et al., 2009)
I1-4.2. Oncogéne GSP

Un seul oncogene a été trouvé avec une fréquence significative dans les adénomes
hypophysaires humains et uniquement dans les adénomes somatotropes : I’oncogéne GSP présent
dans 40% d’entre eux. Le proto-oncogene code pour la sous unité of; des protéines G
hétérotrimériques, couplée aux récepteur du GHRH et activant la voie de I’AMP cyclique (AMPc).
L’oncogéne GSP, est secondaire a une mutation activatrice de la sous-unité s des protéines G, est
la seule anomalie génétique présente de fagon importante dans les AH sporadiques (Annexe I)

(Jérome, 2001).

II -4.3. La cycline E

La cycline E intervient dans la progression du cycle cellulaire elle est surexprimée dans les
adénomes corticotropes, (Ian et al., 2000; Brooke et Beverly, 2008).

Ce tableau présente quelque genes impliqués dans la tumorogenese des AH.

13
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Tableau III : les génes impliqués dans les adénomes hypophysaires.

Gene protéine Fonction Réle dans la pathogenése des adénomes hypophysaires
Une perte de fonction associée a une hyper méthylation du
Cvelin gene (Simpson et al., 1999). Elle permet I’inactivation de
CDKN2A | Pl6 yeln- L ‘ .
dependent pRb ce qui favorise un avantage a la progression tumorale
Kinase (Ian et al., 2008).
inhibitoire
CDKNIB P27 CDK inhibitoire | Une diminution de I’expression de p27 a été trouvée dans
certains adénomes en particulier de phénotype corticotropes
(Ben-Shlomo et Fleseriu, 2015).
CCNDI |Cycline D Oncogéne Surexprimé dans les adénomes hypophysaires agressifs

fonctionnels et dans les non fonctionnels (Brooke et

Beverly., 2008).

11-4.4. Protéine Rb

La protéine Rb a un mécanisme de suppression tumorale. Quand elle est active, elle bloque le

cycle cellulaire en phase G1 via la séquestration du facteur de transcription E2F.

La protéine Rb est phosphorylé (inactivé) par le complexe cycline/Cdk ce qui permet le relachement

du complexe E2F/DP et par la suite la transition a la phase S du cycle cellulaire.

La pRb est exprimé dans la plupart des adénomes hypophysaires non fonctionnels, et environ 25%

des adénomes a GH montrent I'hyper méthylation de la région promotrice des genes Rb, avec la

perte d'expression associée (Simpson et al,. 2000).

11-4.5. P53

14
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P53 est une protéine suppresseur de tumeur codé par le TP53 géne. 11 joue un role important
dans la prolifération cellulaire, I'apoptose et la stabilité¢ du génome. L’expression de p53 a été liée
au comportement agressif dans les adénomes hypophysaires. (Thapar et al., 1996) a démontré que
les adénomes hypophysaires typiques et atypiques et les carcinomes révélé 1’expression de p53 0 %,

15,2 % et 100 % des cas, respectivement.

" Oncogene DNA damage Chemotherapy

@ = ==

Response G1arrest G2arrest  Apoptosis DNA repar

p53 degradation

Figure 11: Régulation de la fonction suppressive de tumeurs de p53 ( Herbet,2008).

Dans les cellules normales, la transcription de mdm2, dépendante de p53, permet la
dégradation de p53 par la voie ubiquitine-protéasome. En conditions de stress, lors de 1’activation
d’un oncogene par exemple, pI4ARF est activé et s€questre mdm?2. Lorsque I’ADN est altéré, ou en
cas de chimiothérapie, des kinases telles que ATM et ATR sont activées. Elles phosphorylent, via
DNA-PK (DNA-dépendant Protein Kinase) et CK2 (Casein Kinase 2) respectivement, la région N-
Terminale de p53 afin d’empécher la liaison de mdm2, mais également la région C Terminale afin
d’augmenter la spécificité de reconnaissance a I’ADN. Ces événements induisent la stabilisation et
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I’activité de p53, et, par conséquent, la transcription des genes cibles impliqués dans 1’arrét du cycle
cellulaire, I’apoptose ou la réparation de I’ADN, en fonction du type cellulaire et/ou du stress

(Bullock et Fersht, 2001).
I1-4.6. ki-67

Le ki-67 est une protéine nucléaire présente durant toutes les phases actives du cycle cellulaire
(G1, S, G2, M).Elle joue un role important dans I’organisation de la chromatine dans la mise en
place du fuseau mitotique (scholzen et al., 2000 ; Booth et al., 2014).

En raison de sa localisation, lorsqu’une cellule entre en division, le marquage du ki-67 apparait au
niveau nucléaire. Un indice de prolifération est ensuite évalué en fonction de I’intensité du
marquage ; s’il est égale ou supérieur a 3% il peut indiquer une éventuelle forme agressive (Delellis
et al., 2004).

L’Ac anti p53 est souvent utilisé en corrélation avec le ki67. Lorsque ce dernier est €gale ou
supérieur a 3% et un marquage nucléaire intense a la p53 met en évidence le caractére agressif de la

tumeur (DeLellis et al. 2004).
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CHAPITRE Il : MATERIEL ET METHODES



Dans le but de réaliser une étude sur 1’adénome hypophysaire, nous avons réalisé un
travail au niveau du service d’anatomie Pathologique du CHU Mustapha Bacha, Alger centre,
sur une période de 06 mois.

Ce travail consiste en une étude rétrospective s’étendant sur 2 ans (2014 et 2015), et une étude

prospective s’étendant sur 6 mois.

I1. Matériel

I1-1. Matériel non biologique
L’ensemble du matériel utilisé a été consigné en (Annexell.01-02)
I1-2. Matériel biologique

La population de notre étude est constituée de 35 prélévements hypophysaires, provenant de
différents services du CHU Mustapha, CPMC et Sidi Ghilésse. Les prélevements consistent
en une exérese partielle, totale ou biopsie au niveau de 1’hypophyse.

L’étude histologique et immunohistochimique a été portée sur 18 adénomes, ces adénomes
nous ont permis d’identifier le type hormonal et d’étudier les indices de prolifération des
adénomes hypophysaires.

Les 17cas étaient éliminé a cause de I’épuisement des blocs et le manque d’anticorps
(Ac).

IT1-Méthodes:

I11-1. Technique Histochimique et Immunohistochimique

II1-1.1. L’histochimie (Hemalin Eosine)

Elle se fait en plusieurs étapes :

III-1.1. 1. Fixation : a pour but la conservation des structures et le durcissement des piéces.

Elle doit se faire immédiatement apres le prélévement, par immersion du matériel dans un
grand volume de liquide fixateur. Le fixateur utilisé est le formol dilu¢ a 10% (Annexe 11.03).

La durée de la fixation varie selon le volume des prélévements (de 4h a 8h pour les piéces de

I’hypophyse).

I11-1.1.2. Circulation: son pour but est de remplacer I’eau présente dans les tissus par une

matrice suffisamment stable pour maintenir les structures cellulaires. (Annexell.04)

I11-1.1.3. La déshydratation:
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Les prélévements hypophysaires sont placés dans trois bains successifs d’éthanol de degrés
croissants : 70°, 95° et 100° pendant 30 minutes chacun. Cette graduation dans les

concentrations assure une déshydratation douce préservant les cellules de la distortion.
I1I-1.1.4. L’éclaircissement:

Ils sont introduits dans trois bains de xyléne successifs pendant 2h chacun pour remplacer

I’éthanol présent dans les tissus par le xyléne.
ITI-1.1.5. L’imprégnation :

Les prélevements sont placés successivement dans trois bains de paraffine en fusion (entre
60° et 70°C), les deux premiers durent 2h chacun et le dernier dure le reste de la nuit pour

prendre une consistance solide.
III-1.1.6. Inclusion (enrobage):

Permet la réalisation de coupes fines et réguliéres. Les fragments sont placés au centre de
petits moules métalliques contenant de la paraffine fondue par chauffage et devenue
liquide, qui infiltre alors toute la piece. Apres refroidissement, on se trouve en présence

d’un bloc de paraffine, dur, a I’intérieur duquel la piéce prélevée est incluse. (Annexe I1.5)
I1-1.1.7. Microtomie:

Les coupes du bloc de paraffine sont faites avec un microtome permettant d’éliminer 1’exces
de paraffine par dégrossissement et de réaliser une série de coupes d’environ 3 pum

d’épaisseur sous forme de ruban (Annexe I1.6).
I11-1.1.8. Etalement:

Les rubans obtenus sont d’abord placés dans un bain d’étalement a 37°C, puis une lame

étiquetée est plongée perpendiculairement au fragment pour faciliter son adhésion.
I1I-1.1.9. Préparation a la coloration:

» Déparaffinage : Etuve pendant 24h, puis dans un bain de xyléne pendant 20 minutes.

» Réhydratation par des solutions alcooliques de plus en plus diluées. Quand elle est

achevée, les coupes sont colorées.

I11-1.1.10. Coloration Hématoxyline Eosine (HE):
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Les lames sont d’abord plongées dans un bac a Hématoxyline de Harris (2 & 3 minutes),
rincées dans un bain d’eau d robinet, ensuite plongées une a deux fois dans I’eau acidifiée
(5ml d’acide chlorhydrique concentré dans 1L d’eau distillée), puis rincées a I’eau du robinet
pendant 2 minutes. Elles sont ensuite plongées dans un bac d’eau ammoniaquée (2 ml
d’ammoniaque dans 1L d’eau distillée), puis rincées a 1’eau du robinet. Enfin les lames sont

séchées a la plaque chauffante.
I11-1.1.11.Montage:

Le montage est I’opération qui consiste a fixer, a I’aide d’une substance approprié¢e (Eukitt)
résine synthétique, une lamelle couvre objet sur la lame contenant I’échantillon hypophysaire.
Cette opération confére une protection contre les bris mécaniques et les dégradations
chimiques de la coloration.

I11-1.1.12. Lecture:
Elle est effectuée au microscope optique, aux grossissements (X10, X40, X100).
-Résultats de la coloration :
* Noyau (bleu fonce¢).

» Cytoplasme et tissu conjonctif (nuances de roses).
III-1.2. Immunohistochimie

Elle permet la révélation de protéines spécifiques et leur localisation cellulaire dans une coupe
de tissu préalablement fixée et incluse en paraffine. Nous utilisons une technique
d’immunohistochimie indirecte permettant une amplification de I’intensité du signal obtenu

apres le marquage d’une réaction antigene-anticorps.
II1-1.2. 1. Principe :

La méthode consiste a mettre en évidence un antigéne grace a la fixation d’un anticorps
primaire, puis celle d’un anticorps secondaire couplé a un polymere inerte qui porte des
enzymes. Ce complexe est ensuite mis en évidence avec un révélateur dont 1’hydrolyse
produit un précipité de couleur marron. Les structures ayant fixé 1’anticorps primaire sont
donc facilement repérables avec cette coloration. Une contre-coloration a I’hématoxyline est
effectuée, teintant les noyaux et les cytoplasmes en bleu. Toutes les structures apparaissent et

le repérage microscopique des zones intéressantes est facilité¢ (Figure 17) (Anonyme, 2000).
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Figure 17 : Schéma présentant le principe de la technique d’immunohistochimie.

I1I-1.2. 2. Protocole :
a. Préparation des tissus (fixation, circulation, enrobage et microtomie) est identique
a celle de la coloration usuelle. Cependant I’étalement des fragments doit se faire sur
des lames silanisées afin d’améliorer I’adhérence des tissus sur ces dernieres et de
réduire le risque de décollement des fragments.
b. Incubation : les lames sont incubées dans 1’étuve a 54°c pendant 24 heures afin

d’avoir une bonne adhésion des coupes sur les lames (Annexe 11.07).
c. Déparaffinage : passage par 4 bains de xyléne (5 minutes chacun)

d. Réhydratation : passage par 3 bains d’alcool a 100%,95% et 70%, (5 minutes

chacun)
Ringage a I’eau du robinet puis a I’eau distillée pendant 5 minutes.

e. Démasquage Antigénique : Cette étape vise a briser les ponts créés par le formol
lors de la fixation afin de rendre les sites antigéniques accessibles, en immergeant les
lames dans la solution aqueuse a Ph a 6 ou 9 (selon le type d’anti corps spécifique

utilisée) a 95°c pendant 40 & 60 minutes.

* Ringage a I’eau du robinet puis a I’eau distillé pendant (5 minutes).
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* Les coupes tissulaires sont délimitées par un gel hydrophobe (Dako
pen) pour empécher les anticorps de diffuser sur toute la surface de
la lame.

* Les coupes tissulaires sont mises a incuber pendant 10 min dans 200

ul de peroxyde d’hydrogene.
* Ringage a I’eau distillée puis au PBS pendant 5 minutes.

f. Application de L’anticorps Primaire : Les anticorps primaires dilués (Tableau
IV), sont testé sur la totalité des lames pendant 40 minutes pour les marqueurs de
prolifération et une nuit pour les marqueurs hormonaux dans une chambre humide a

température inférieure a
25 °C. Les détails des AC sont consignés en (Annexe I1.08)

Elimination de 1’anticorps primaire, puis ringage dans trois bains successifs de PBS (5

minutes pour chaque bain).

Tableau VII : les différents AC primaires utilisés dans I’é¢tude IHC de I’adénome

hypophysaire.
type d'AC Dilution
Anti-TSH 1/50
Anti-ACTH 1/50
Les marqueurs Anti-GH 1/400
Hormonaux Anti-PRL 1/200
Anti-FSH 1/50
Anti-LH 1/50
les marqueurs de Anti-ki67 1/100
prolifération Anti-P53 1/25
. Application de L’anticorps Secondaire :

* Ajouter ’AC secondaire commun pour toutes les lames et laisser agir

pendant 10 minutes.
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* Ringage au PBS pendant 5 minutes.

j. Révélation : Le DAB dilué dans 1goutte de DAB chromogene/ 1ml de DAB buffer
qui est appliqué sur les lames, dés que la coloration marron apparaisse, la réaction est

arrétée par un ringage a 1’eau distillée pendant 5 minutes.
K .Contre Coloration a L’hématoxyline :

* Coloration des lames aves 1’hématoxyline de Mayer pendant 5 minutes,

puis élimination du colorant.

* Ringage a ’eau du robinet (Sminutes), puis passage dans I’alcool pour

aider les lames a sécher.
* Montage : les coupes sont montées entre lame et lamelle par 1’eukitt.
» Observation au microscope optique (X10, X40, X100).
l. Lecture :

L’intensité de la coloration brune est évaluée comme indicateur de 1’expression de la

protéine p53 et ki-67.
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CHAPITRE Ill : RESULTATS



L’¢tude histologique et immunohistochimique a porté sur 18 cas d’AH colliger au service d’anatomie

pathologie du CHU Mustapha Alger centre.

I- PARAMETRES EPIDEMIOLOGIQUES
I-1. Sexe (Annexe I11.01)

La population étudiée est de 18 patients qui se répartit entre 12 hommes et 06 femmes, ou

I’homme est le plus touché par cette maladie avec un sexe ratio M/F est de 2 (Figure 18).

H Masculin  EHFéminin

Figure 18 : Répartition des patients selon le sexe.

I-2. Age:
L’age des patients de notre série varie entre 10 et 76 ans, avec un age moyen de 41,2 ans et un
age médian de 42,5 ans. La tranche d’age comprise entre 30 et 60 ans était la plus touchée, soit

72 % des cas (Tableau IX).
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I1-

Tableau IX : Répartition des adénomes hypophysaires selon 1’age

Classe d'age (ans) Nombre de cas %

0 30 3 17%
30 60 13 72%
60 90 2 11%
Total 18 100%

Nombre de cas
14
12 72%
g8 10
s 8
[J]
5 5
g Nombre de cas
€ 4
2 17%
11%
0 T T 1
0_30 30_60 60 _ 90
Tranche d'age (ans)

Figure 19 : Répartition des adénomes hypophysaires selon I’age

PARAMETRES CLINIQUES :
I1I-1 Répartition selon la Taille : (Annexe 111.02)

Notre série comprend 03 microadénomes dont le diametre est inférieur a 10 mm, soit 17%
des cas. Les macroadénomes de diamétre compris entre 10 et 40 mm, sont du nombre de 15

avec une fréquence de 83% (Figure 20)
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H Macroadénome B Microadénome

Figure 20 : Répartition des adénomes hypophysaires selon la taille de la tumeur

I1-2. Répartition des adénomes hypophysaires selon la fonctionnalité :

Dans notre série les adénomes non sécrétant représentent 17% des adénomes hypophysaires,
alors que les adénomes sécrétant sont les plus fréquents dans notre étude et qui présente 83% des cas

(Figure 21).

16 A
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12 A
(%]
8

10 A S
g W Sécrétant
b 8 - .
e} B non sécrétant
€
) 6 -
2

4 -

2 -

0 I 1

Sécrétant non sécrétant
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Figure 21: répartition des Adénomes hypophysaires selon la fonctionnalité.

Parenchyme antéhypophysaire

Adénome
hypophysaire

Figure 22: Adénome hypophysaire a cellules basophile : travées et
cordons cellulaires basophiles G X 40

Figure 23: AH a cellules chromophobes ; Figure 24: AH a cellules chromophobes ;

Cellules a cytoplasme claire peu coloré G Nappes diffuses de cellules tumorales G x
x 40 10



Figure 25 : AH a cellules éosinophiles ;

Cellules globuleuses a cytoplasme éosinophile
abondant et noyau périphérique G X 40

Figure 26 : Réticuline de I’adénome hypophysaire (G X 10) ;

Disparition de la trame reticulinique aspect diffus de la
prolifération




II-3. Répartition des adénomes hypophysaires selon le profil immuno-hormonal
(Annexe I11.03)

Dans notre série, 50% des cas présentaient un adénome hypophysaire, 22% présentaient un adénome
hypophysaire somatotrope, 17% présentaient un AH non fonctionnel, et 11% des cas présentaient un

adénome hypophysaire corticotrope (Figure 27).

Total

B AH somatotrope GH
W AH mixte GH et PRL
AH non sécrétant

B AH corticotrope ACTH

Figure 27 : Répartition des adénomes hypophysaires selon le profil immuno-hormonal

II-4. Répartition des Adénomes Hypophysaires selon la Taille et le Profile
Immuno-hormonal

Dans notre série on note une prédominance des adénomes hypophysaires mixtes (50% des cas),
dont 39% sont des macroadénomes et 11% des microadénomes. Les adénomes hypophysaires
somatotropes présentent (22% de la série et tous sont des macro-adénomes), suivis des AH non
sécrétant (17% des cas) sont des macros puis les AH corticotrope (11% des cas) représentés par un 1

2eme

cas macro et un cas Micro-adénome (Figure28).
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60%
50%
40%

30%

20% —
: " b |

AH sommatotropr AH mixte GH et PRL  AH non sécrétant AH corticotrope
GH ACTH

xX

H Macroadénome H Micro adénome  E Total %

Figure 28 : Répartition des adénomes hypophysaires selon le profil immuno-hormonal et la taille

Positivité

| cytoplasmique
CTg.

Figure 29 : Adénome a GH, marquage Figure 30. :AHa GH : posit.ivité
IHC intense a la GH (G X 40) cytoplasmique et membranaire (G
X40)
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Figure 31: Adénome a PRL : positivité Figure 32 : Adénome a PRL : positivité
en dot para nucléaire (G X 10) en dot para nucléaire (G X40)

I1-5. Répartition des Adénomes Hypophysaires selon Le ki-67

Nous avons réalisé¢ un compte de cellules marquées sur 100 cellules tumorales, examinées au
fort grossissement dans les zones les plus marquées. Ensuite, ce rapport ou index de prolifération a
été exprimé en pourcentage. Par la suite, nos résultats (ki-67) ont été classé€ en trois groupes : entre
0 et 3%, 3 et 9% et entre 9 et 15%.

Deux adénomes hypophysaires typiques présentent moins de 3% de cellules immun marquées
(11%) et 16 cas d’AH atypiques : 10 cas entre 3 et 9% (56%) et 6 cas entre 9 et 15% (33%)
(Tableau XII).

Tableau XII : Répartition des adénomes hypophysaires selon le ki-67

ki67 Nombre de cas %
ki-67 [0%-3% [ 2 11%
ki-67 [3%-9% [ 10 56%
ki-67 [9%-15%] 6 33%
TOTALE 18 100%
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I1-6. Répartition des Adénomes Hypophysaires selon le ki-67 et la Fonctionnalité :

Dans notre série les adénomes hypophysaires secrétant (15 cas) dont le ki-67 est évalué : dans
2 cas entre [0%-3% [, 9 cas entre [3%-9% [et 4 cas entre [9%-15%].
Les adénomes hypophysaires non sécrétant présentent (3cas) dont le ki-67 est évalué : dans 1 cas entre

[3%-9% [et 2 cas entre [9%-15%] (Figure 33).

[0%-3%][ [3%-9%[ [9%-15%)]

=
o

o B, N W » U1 O N 0 ©

M sécrétant M non sécrétant

Figure 33 : Répartition des cas selon le ki-67 et 1a fonction des adénomes hypophysaires.

h S,
< ":)0 (N ‘! |
igure 34: AH avec un Marquage IHC Figure 35 : AH avec un Marquage IHC
nucléaire au ki-67 a 1% ( G x 40). nucléaire au Ki-67 a 3% (G X 40).
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Figure 36 : AH avec un marquage IHC nucléaire au
Ki-67 de 7% (G X 40)

Figure 37 : AH avec un marquage IHC Figure 38: AH avec un marquage
nucléaire intense au Ki-67 a 10% (G x IHC nucléaire intense au Ki-67 a
40) 15% (G x 10)
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I1I-7. Répartition des Adénomes Hypophysaires selon le ki-67 et la Taille de la

Tumeur :

Dans notre population les macroadénomes hypophysaires (15 cas) dont 13 cas présentent un
taux ¢élevé de ki-67 [3 a 15%] et 2cas le ki-67 est estimé entre [0%- 3% [.

3 cas de microadénome hypophysaire présentent un ki-67 entre 3 et 15% (Tableau XIII).

Tableau XIII : Répartition des cas selon la taille et le ki-67

ki67 macro-adénome micro-adénome
[0%-3% [ 2 0
[3%-9% [ 8 2
[9%-15%] 5 1

I1-8. Répartition des Adénomes Hypophysaires selon la Protéine P53 :

Nous avons réalisé un compte des cellules marquées sur 100 cellules tumorales examinées au
fort grossissement, dans les zones les plus marquées et classées soit positive (focale ou diffus) soit
négative.

Dans notre série I’expression de la protéine P53 a été notée danslOcas soit 56% et elle n’a pas été

exprimée dans 8 cas soit 44% (Tableau XIV).

Tableau XIV : Répartition des cas selon la p53

PS3 Nombre de cas %
positive diffus 7 39%
positive focale 3 17%
Négative 8 44%
TOTALE 18 100%
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Figure 39 : AH avec une positivité de la protéine
P53 (G x 40)
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Figure 40: AH avec une positivité de P53 (G x 40).
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Figure 41 : AH avec une positivité de la P53 (G x 40).

I1-9.Répartition des Adénomes Hypophysaires selon la Protéine P53 et le ki-67 :

Dans notre série les adénomes hypophysaires typiques (2 cas) présentent un Ki-67 inférieur a
3% et une négativité de la protéine p53.
Dans 10 cas d’adénome hypophysaire atypique ; 6 cas présentent une positivité de la protéine p53 (3
cas avec positivité diffuse et 3 avec positivité focal) et un ki-67 entre [3%- 9%, et 4 cas présentent la
négativité de la protéine p53 dans 3 cas avec un ki-67 égale a 3% et 1 cas avec un ki-67 égale a 7%.
Dans 6 cas d’AH atypique, 4 cas présentent une positivité diffuse de la p53 et un ki-67 entre 9 et 15%

et 2cas présentent une négativité de la protéine p53 avec une ki-67 égale a 10%.
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Tableau XV : Répartition des adénomes hypophysaires selon le ki-67 et la PS3

P53 positivité | PS3 positivité
ki-67 diffus focal P53 négative | Total
[0%-3% [ 0 0 2 2
[3%-9% [ 3 3 4 10
[9%-15% [ 4 0 2 6
Total 7 3 8 18
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CHAPITRE IV : DISCUSSIONS



Dans ce travail, nous étudions a travers une analyse rétrospective et prospective de 18 patients

atteints d’adénome hypophysaire colligés dans le service de Pathologie du CHU Mustapha.
* Selon Sexe :

Notre série comprend 12 cas (67%) de sexe masculin et 06 cas (33%) de sexe féminin ;ily
a presque autant d’hommes que femmes. Dans la littérature ces données varient en fonction
des séries : au Mexique selon Ortiz-Plata et al.,(2003), I’incidence de I’adénome
hypophysaire est plus élevée chez ’homme que chez la femme a cause de la révélation tardive.
Contrairement a la Belgique ou une nette prédominance féminine est observée (Daly et al.,

2006) ; (Beladaci et Bouloum, 2015).
* Selon L’age :

Dans notre série I’age est entre 10 et 76 ans avec une moyenne de 41,2 ans et un pic de
fréquence entre 30 et 60 ans (72% des cas), ceci avoisine les résultats de I’é¢tude de Beladaci
et Bouloum en Algérie sur 17 cas d’AH présentant une moyenne d’age de 43,5 ans et un pic

de fréquence entre 30 et 60 ans (Beladaci et Bouloum, 2015).

Au Mali (de Janvier 1995 a Décembre 2003) sur une série de 19 cas des AH (12-61 ans),
Nguenan a trouvé une moyenne d’age de 36,2 ans et un pic de fréquence entre 30-60 ans

(Nguenan, 2004).
e Selon Taille :

Les macroadénomes représentent la majeure partie avec 83% des cas (dont 11 hommes et 4

femmes) par rapport aux microadénomes qui ne représentent que 17%.

Nos résultats sont en accord avec les travaux de (Osamura et al.,, 2008) ct (Beladaci et
Bouloum, 2015) qui ont rapporté que les macroadénomes sont majoritaires et sont
généralement découverts chez 1I’homme au stade de macroadénomes parce que la

symptomatologie est plus fruste que chez la femme.
* Selon la Fonction :

Dans notre série, nous avons not¢ une prédominance des adénomes secrétants (fonctionnels),
15 cas (83%) par rapport aux non fonctionnels 3 cas (17%) parce que les adénomes secrétants
provoquent un syndrome clinique particulier en fonction du type de I’hypersécrétion

hormonale mais les non secrétants sont révéler par un syndrome tumoral ou de fagon fortuite.
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Notre résultat est en accord avec les données de la littérature (Philippe 2009) et avec 1’étude
de Rekik et al en Tunisie a propos de 131 cas d’AH ou ils ont trouvé aussi une prédominance

d’AH secrétants dans 82,5% par rapport non sécrétant dans 17,5% (Rekik et al., 2006).

* Selon le Type Hormonal :

Dans notre série on note une prédominance des adénomes hypophysaires Mixtes a cellules a
GH et prolactine (50% des cas) car ils représentent le sous-type d’adénome opéré le plus
fréquent. Les adénomes hypophysaires somatotropes présentent (22% des cas), suivis des AH

non secrétants (17%), puis les AH corticotropes (11% des cas).

Par contre, d'apres les données immunohistochimiques de la série de 410 patients (Trouillas
et al., 2013) on constate qu’elle est composée de (28,29% )d’AH de PRL, (27,07%) de GH,
(25,6%) de FSH et LH et (19,04%) des tumeurs ACTH.

Dans une étude de 68 cas d’adénome hypophysaire (Adrian et al., 2006) ont noté que les
prolactinomes étaient les tumeurs les plus fréquentes trouvées (66,2%), suivies par les
tumeurs non secrétants (14,7 %), somatotropes (13,2%), cette discordance de la répartition
est liée au nombre limité de la série.

Pour les AH corticotropes nous avons noté (11% des cas). Selon (Mete O et Asa SL, 2012)
les adénomes corticotropes ne comptent que 10 a 15% de l’ensemble des adénomes

hypophysaires.
* Selon le Type Hormonal et la Taille :

Dans notre série, nous avons noté que 50% des cas sont des adénomes hypophysaires mixtes a
cellules secrétants GH et Prolactine (39% sont des macroadénomes et 11% sont des

microadénomes).

Les macroadénomes sont les plus fréquents parce que les symptomes endocriniens sont masqués,

donc la révélation de I’adénome est tardive.

Selon I’é¢tude de CHANSON et ses collaborateurs (2007) les macroadénomes sont dans la

plupart des cas des tumeurs mixtes a cellules secrétantes (GH et Prolactine).
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L’¢tude de Osamura et al (2008) indiquent qu’a I’exception des ACTH, les adénomes
hypophysaires mixtes (a sécrétion GH et PRL), a GH et non sécrétants sont des

macroadénomes.

Contrairement, I’étude de SCHEITHAUER et collaborateurs (2005) indique qu’il n’existe
pas de corrélation étroite et constante entre I’importance des signes endocriniens et la taille de

I’adénome.
e Selon le Ki-67

Dans notre étude on a noté que la majorité des adénomes hypophysaires sont atypiques (16
cas) avec un ki-67 > 3% dont 10 cas (56%) le ki67 est entre [3, 9% [et 6 cas (33%) entre [9,
15% [. 1ls sont typiques dans 2 cas (ki-67 < 3%).

Ce qui suggere que 1’activité proliférative tumorale est totalement plus élevée chez les AH

atypiques que les AH typiques (Pizarro et al., 2004).

Ces résultats rejoignent les données de la littérature (OMS, 2004) et les ¢tudes de Thapar
(1996) et Maysam (2014) ou ils ont établi une valeur de ki-67 supérieure ou égale a 3% pour
distinguer les adénomes hypophysaires typiques des atypiques (Maysam et al., 2014)
(Thapar et al., 1996).

Selon I’¢étude de Roger et al (2008), I’ Immunohistochimie de Ki-67 a révélé que les AH
typiques ont un Indice de prolifération faible par rapport aux AH atypiques (Roger et al.,
2008).

Dans une ¢tude Allemande sur 308 cas, la valeur identifiée pour 1’indice de prolifération (ki-
67 > 4%) a été légerement supérieure a la valeur suggérée par I’OMS pour distinguer les
adénomes typiques et atypiques. A titre d’exemple, la cohorte de patients PITUI-CARE,
regroupant des patients atteints de carcinome hypophysaire incluait 4/24 patients avec une

tumeur hautement agressive et cependant un Ki-67 inférieure a 3% (Cormack, 2013).

Ceci indique que la valeur prédictive du Ki-67 est insuffisante et/ou prise par défaut dans les

cas d’AH agressive (Cuny et al., 2013).

Néanmoins ce taux de croissance est une caractéristique trés importante dans I’analyse des
comportements cliniques, donnant ainsi aux cliniciens des indices essentiels sur les tumeurs

agressives qui sont difficiles a traiter (Miermeister et al, 2015).
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* Selon le ki-67 et 1a Taille de 1a Tumeur :

Les macroadénomes de notre série (15 cas) sont en majorité des adénomes hypophysaires
atypiques (13 cas) ki-67> 3%. ceci indique qu’une croissance importante des cellules
tumorales entraine 1’atteinte de dimensions supra centimétriques et un pouvoir
d’envahissement des structures de voisinage ; I’étude de (Hadzhiyanev et al., 2014) sur 93

patients a trouvé une corrélation positive entre le ki-67 et la taille de la tumeur.

Néanmoins 2 cas de macroadénomes sont typiques avec un ki-67<3% ce qui suggere qu’il
n’y’a pas toujours une corrélation entre la taille de la tumeur et le ki-67 et que d’autres
facteurs de croissance interviennent également dans la croissance tumorale ceci rejoint
I’¢tude de (Delgrange et al., 1997) ou il a trouvé une corrélation négative entre 1'expression

de Ki- 67 et la taille de la tumeur dans les différents types d' adénomes hypophysaires.

e Selon le Ki-67 et 1a Fonctionnalité :

Dans notre série les adénomes hypophysaires secrétants sont en majorité atypiques avec un
ki-67 > 3%, et les adénomes hypophysaires non secrétants présentent 1 cas exprimant un ki-
67 a4% et 2 cas a 10% ce qui signifie que le ki-67 est 1égérement plus élevé chez les
adénomes secrétants par rapport au non secrétants. Ceci se rapproche des données des séries
publiées dans la littérature comme 1’étude de (Chacko et al., 2010) en Inde sur 159 patients
ou le ki-67 a été ¢levé dans les adénomes hypophysaires secrétants par rapport au non
secrétants (chacko et al., 2010).Concernant Thapar et al, (1996) la plupart des AH secrétants

présentent un ki-67 plus ¢élevé que les AH non secrétants (Thapar et al., 1996).

 selon P53 :

Dans notre série les AHA la protéine p53 est exprimée dans 10 cas (56%), elle est négative
dans 6 cas (33%) ceci avoisine les résultats de I’¢tude de Mete et al, (2012) ou la protéine
p53 est détectée dans les adénomes hypophysaires atypiques avec un comportement agressif
(Mete et al., 2012) et I’étude de Gandour-Edwards et al, ou il n’a pas détecté la présence
de la protéine p53 dans 10 patients ayant des adénomes hypophysaires atypiques (Gandour et
al, 1995), ce qui indique que, dans les adénomes hypophysaires atypiques il y’a d’autres
facteurs qui ont une activité proliférative et qui déterminent le comportement agressif comme

le Rb, PTTG et P21 (Miermeister et al., 2015).
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* Selon le ki-67 et la p53 :

Dans notre série les 2 cas d’adénomes hypophysaires typiques (ki-67< 3%) présentent une

p53 négative, Ces résultat rejoignent les données de la littérature (OMS, 2004).

On ce qui concerne les AHA, la protéine p53 est positive dans 10 cas, parmi lesquels

I’expression de 07 cas est faible et de 3 cas est intense.

Selon I’étude de Del Basso Del Caro et al. sur 50 cas en Allemagne ou ils ont considéré
qu'une forte immunopositivité de p53 et un Ki- 67 élevé pouvait prédire un risque accru de
récidive de la tumeur (Del Basso Del Caro et al., 2016).

Dans les 6 cas restant d’AH atypique la p53 n’a pas été exprimé, donc on constate que les
adénomes atypiques n’expriment pas toujours la pS3, ces données contradictoires ont été
relevées dans plusieurs études.

Selon I’¢tude de Miermeister et al, ou ils suggerent que malgré un résultats négative de la
protéine p53 cela ne supprime pas la possibilité d’une croissance agressive de la tumeur
(Miermeister et al., 2015).

I’expression hétérogene de la P53 dans les adénomes atypiques avec un K167 ¢élevé
suggerent que la p53 n’est pas un facteur pronostique indépendant pour déterminer le

comportement agressif des tumeurs hypophysaires (Mete et al., 2012).
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Conclusion

Les adénomes hypophysaires sont des tumeurs bénignes de I’hypophyse dotées d’un pouvoir

e prolifération variable d’un adénome a 1’autre.
d liférat ble d’ d [’aut

Notre étude de 18 cas d’adénomes hypophysaires a montré des résultats similaires a la plupart

des études rapportées dans la littérature.

L’étude immunohistochimique permet de déterminer en premier le profil hormonal et donc le
type hormonal d’un adénome et d’évaluer via des marqueurs de prolifération (ki-67 et la P53)
le degré d’agressivité des adénomes et de prédire leurs potentiel de récidive et de résistance

aux traitements afin d’améliorer les chances de guérison.

L’¢étude du marqueur de prolifération Ki67dans notre série, a montré que 89% des adénomes
hypophysaires avaient un indice de prolifération supérieur ou égale a 3 % ; il est beaucoup

plus ¢élevé dans les adénomes hypophysaires atypiques.

Le but d’utiliser la protéine P53 est de vérifier si elle est détectée dans tous les cas présentant

un ki-67> 3% (adénomes hypophysaires atypiques),

Pour cela le marquage immunohistochimique dans notre étude a donné des résultats
controversés ou le ki-67 est supérieur ou égale a 3% et la p53 est négative (dans 33% des cas),
ce qui suggere que la protéine p53 n’est pas un facteur indépendant pour déterminer le
comportement agressif des tumeurs hypophysaires et que selon la littérature ils existent
d’autre facteur qui permettent de prédire le comportement agressif comme la PTTG, Pit-1et

P21.
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Figure 10: Transduction du signal par les protéines Gs, en présence ou absence de

mutation de la sous-unité ¢

A : Physiologiquement, le récepteur de la GHRH, stimulé par son ligand, active la
sous-unité o; des protéines G permettant un échange GDP pour GTP. La sous-unité
Qi , lice au GTP, stimule alors I’adénylate-cyclase (AC). Le retour a I’état basal de la
sous-unité O se fait grace a ’activité GTPasique de la molécule elle-méme, qui

hydrolyse le GTP, avec libération d’un phosphate.

B : En cas de mutation, la sous-unité @ perd son activit¢ GTPasique et reste en
permanence sous sa forme active, entrainant une augmentation de 1’activité de
I’adénylate-cyclase et des taux d’AMPc. Ces taux d’AMPc sont en partis dégradés en
AMP par les phosphodiestérases (PDE) dont I’activité est accrue dans les tumeurs

mutées.

La PKA (protéine kinase A) est constituée de deux sous-unités régulatrices (R) et de
deux sous-unités catalytiques (C). La fixation de I’AMPc sur les deux sous-unités
régulatrices libére les deux sous-unités catalytiques qui, apres une translocation dans le
noyau, induisent une phosphorylation de protéines comme C response element binding
protein (CREB), capable d’activer des génes cibles apres fixation sur des ¢léments de

réponse C response element (CRE) dans la région promotrice de ces genes.
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Tableau IV : Matériel non biologique : appareillage.

Appareil d'inclusion LEICA EG 1150 H

Circulateur LEICA TP 1020

Distillateur Gessellschaft fur labortechnikmbH
Etuve Memmert

Microscope optique LEICA DM 750

Microtome rotatif LEICA RM 2125 RTS

Plaque chauffante LEICA HI 1220

Plaque froide LEICAEG 1150C

Appareil photographique

numérique SAMSUNG 18X

Tableau V : Matériel non biologique utilisé en immunohistochimie.

Matériel et
verreries Réactifs
-Lames silanisées. -Diluant.
-Lamelles. -Solution PH (9).
-Micropipette. -Eau oxygénée Péroxyde d'hysrogene (H202) 3%.
-Pannier en verre. -Solution d'anticorps primaire (Dako):
-Dako pen. - Ac anti-p53.
- Ac anti-Ki-67.
- Acanti-GH
- Acanti PRL
- Acanti ACTH
-Etuits. - Acanti B-TSH
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- Acanti (LH, FSH)

-Solution PBS: chlorure de sodium, phosphate
disodique,
phosphate monopotassique et un peu de chlorure de

potassium.

-Solution d'anticorps secondaires (DAKO).

-Solution de blocage de la peroxydase.

-Solution DAB chromogene.
-Ammoniaque.

-Colorant hématoxyline de MAYER.
-Eukitt.

Figure 12 : Fixation dans formol dilué Figure 13 : Circulateur automatique
a 10%. (LEICA TP 10 20).
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Figure 14 : Appareil d’inclusion

[ Figure 15 : Microtomie ] [ Figure 16 : Bain Marie 1

Tableau VI : Les clones des anti-Ac (DAKO) utilis¢ en immunohistochimie.

Ac clone
anti-GH Poly clonale
anti-PRL Poly clonale

anti-ACTH 02A3
anti-TSH 0042
anti-FSH C10
anti-LH C93
anti-P53 DO-7
Anti-K167 MIB-1




ANNEXE III

Tableau VIII : Résultat de la répartition des Adénomes hypophysaires selon le sexe

SEXE N.cas %
Masculin 12 67%
Féminin 6 33%
Total 18 100%

Tableau X : Résultat de la répartition des adénomes hypophysaires selon la taille de la

tumeur.

Taille de la tumeur Nombre de cas %
Macroadénome 15 83%
Microadénome 3 17%
Total 18 100%

Tableau XI : Résultat de la répartition des AH selon le profil immuno-hormonal.

Classification selon le type

hormonal Nombre de cas %

Adénome somatotrope (GH) 4 22%
Adénome mixte (GH et PRL) 9 50%
Adénome non sécrétant 3 17%
Adénome corticotrope (ACTH) 2 11%
TOTAL 18 100%
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