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Résumé

Les gliomes sont les tumeurs du systeme nerveux central les plus fréquentes. Elles sont
constituées de cellules se rapprochant phénotypiquement des cellules gliales c'est-a-dire des

astrocytes et des oligodendrocytes.

L'objectif de notre travail est d'étudier I’apport du ki67 et de la p53 dans le diagnostic et le
grading des gliomes de bas grade, Ce travail consiste en une ¢tude rétrospective s’étendant sur
5 années (2006 a 2013), Cette étude a €té menée sur 12 prélevements, colligés au laboratoire
d’anatomo-pathologie du Centre hospitalo-universitaire Mustapha Bacha (Alger), traités par

des techniques histologiques et immunohistochimiques.

Notre étude montre que la médian d’age est de 33 ans, avec une prédominance féminine de

75%. Le type histologique le plus fréquent est I’astrocytome diffus avec 66.66%.

L’histochimie nous a permis de classer les gliomes en grade Il selon la densité cellulaire, les
anomalies cytonucléaires surtout la présence de moins de 2 mitoses / 10 champs et 1’absence

de nécrose et de prolifération endothéliocapillaire.

L’immunohistochimie est un moyen de révélation de deux marqueurs usuels de gliome : le
marqueur de progression et de prolifération ki67 qui est présent dans les 12 cas mais avec une
immunomarquage faible et le facteur pronostic p53 qui négatif dans 9 cas et positif

focalement dans 3cas (astrocytome diffus).

Selon la classification de 1’Organisation mondiale de la santé et & partir de nos résultats on a
pu faire le grading de 12 gliomes de bas grade qui ont été retenus, et subdivisés ainsi en 3
groupes relativement homogenes en nombre: 2 cas d’oligodendrogliomes, 2 cas

d’oligoastrocytomes et 8 cas d’astrocytomes diffus.

Mots clés : gliome bas grade, grading, p53, ki67, adulte, IHC.



Abstract

Gliomas are the most frequent tumors of the central nervous system They consist of cells

approaching phenotypically glial cell, that is to say, astrocytes and oligodendrocytes.

The aim of our study is to investigate the contribution of ki67 and p53 in the diagnosis and
grading of low grade gliomas. This research is a retrospective study over five years (2006 to
2013) it was conducted on 12 samples, collected in the pathology laboratory of the university
hospital Mustapha Bacha (Algiers), processed by histological and immunohistochemical

techniques.

Our study shows that the median age is 33 years, with a female predominance of 75%. The

most common histological type is diffuse astrocytoma with 66.66%

Histochemistry enabled us to classif glioma grade 1l as per cellular density, the cytonuclear
abnormalities, especially the presence of less than 2 mitoses / 10 fields and the absence of

necrosis and proliferation macrovascular endothelial proliferation .

Immunohistochemistry is a way of revealing two common markers of glioma: marker of
progression and proliferation ki67 which is present in 12 cases but with low immunostaining
and negative prognostic factor p53 in 9 cases and focally positive in 3 cases (diffuse

astrocytoma).

As classified by the World Health Organization and from our results it was possible to make
the grading of 12 low-grade gliomas who were selected and divided into 3 and relatively
homogeneous groups in number: 2 cases of oligodendrogliomas 2 cases of oligoastrocytomas
and 8 cases of diffuse astrocytomas.

Keywords: glioma low-grade, grading, p53, ki 67, adult, IHC.
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INTROCUTION



Introduction :

Les gliomes diffus de bas grade GDBG ou de grade Il OMS (Organisation Mondiale de la
Santé) nommeés plus communément « Bas grades » sont des tumeurs cérébrales rares,
d’origine gliale et a caractére infiltrant. Leur prise en charge demeure actuellement non

standardisée.

IIs évoluent classiquement en deux phases :la premiere quasi silencieuse correspondant a une
lente croissance et la seconde, rapide, en rapport avec une transformation anaplasique (gliome
de haut grade). Ces tumeurs concernent essentiellement des patients jeunes (dge médian 35 -

40ans) et affectent leur qualité de vie.

Le diagnostic anatomopathologique est un élément clé dans la prise en charge des gliomes
diffus de I’adulte. Il repose sur I’analyse d’un fragment représentatif. Dans ce contexte, la

confrontation entre les aspects histopathologiques et I’imagerie est nécessaire.

Dans notre travail on doit classer le gliome selon la classification de I’OMS en précisant son
type et son grade, nous complétons cela par la mise en évidence de marqueurs moléculaires la
p53 et le KI67 qui ont un intérét diagnostique, pronostique voir méme prédictif de réponse
thérapeutique.

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

protéine p53 (antiproliférative).

Ces deux bio-marqueurs sont reconnu par la classification de I’OMS comme critére
d’agressivité, Ils sont 1’apanage des astrocytomes de grade II et III et des glioblastomes
secondaires. Dans les gliomes mixtes ils sont plus inconstants, sans doute en raison de la non-

reproductibilité de ce sous-groupe.

Notre étude consiste a évalué ces deux bio marqueur p53 et Ki 67 dans une série des gliomes

de grade Il en précisant :

e La place du ki 67 dans le grading et la survie des patients porteurs de gliomes de bas
grade.

e Le role de la p53 dans le diagnostic des gliomes et dans leurs grading.
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Chapitre | ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

| - Systeme nerveux : (figl)

|.1-Généralité sur le tissu nerveux :

Le tissu nerveux, substratum histologique du systéme nerveux, est spécialisé dans la conduction
et le traitement des informations (Poirier et al., 2000). L’anatomie du Systéeme nerveux se

subdivise en trois parties :

1- Le systeme nerveux central (SNC)
2- Le systeme nerveux périphérique
3- Le systéme nerveux végeétatif

1.1.1- Systéme nerveux central :

Ce systeme est le siége des pensées, des émotions, des souvenirs et de la plupart des influx
nerveux provoquant la contraction des muscles et I’activité sécrétrice des glandes de I’organisme

; c’est le centre de régulation et d’intégration du systéme nerveux, il interpréte I’information

sensorielle et élabore les réponses motrices. le SNC comporte trois parties :

1.1.1.1- Encéphale :
Situer dans la boite crénienne. Il est constitue par :

e Le cerveau; situé en entier dans 1’espace sus-tentoriel, est formé de deux hemisphéres
cérébraux droit et gauche, incomplétement séparés 1’un 1’autre par la scissure inter

hémisphérique.

e Le tronc cerébral : qui émerge de la face inferieur du cerveau, et comporte de haut en
bas trois parties : les pédoncules cérébelleux droit et gauche, la protubérance annulaire,
et le bulbe rachidien. Du tronc cérébral émergent tous les nerfs craniens sauf le nerf

optique et le nerf olfactif situés en entier au-dessus de la tente du cervelet.

e Le cervelet: situé comme le tronc cérébral dans la fosse postérieure et donc séparé du

cerveau par la tente du cervelet. Il est formé de deux hémispheres cérébelleux droit et
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gauche, réunis par le vermis. lls sont reliés au tronc cérébral a droite comme a gauche

par les pédoncules cérébelleux supérieurs, moyen et inferieur.

1.1.1.2-Moelle épiniére :

Elle prolonge le tronc cérébral et le bulbe rachidien elle commence immeédiatement en dessous
du trou occipital.

1.1.1.3-Substance blanche et la substance grise :

- La matiére grise du cerveau contient les corps cellulaires des cellules nerveuses

(neurones) alors que la matiere blanche contient les fibres nerveuses (axones des cellules
nerveuses) entourées d'une gaine de myeline protectrice. La myéline, qui donne la
couleur blanche, agit comme un isolant qui facilite la transmission des signaux transmis

par les fibres nerveuses. (Kahle.,2002.)

La matiére grise est distribuée dans le cortex (surface des hémisphéres cérébraux et du
cervelet) et plus profondément, dans les noyaux (ex. thalamus, hypothalamus), dans le

tronc cérébral et la colonne vertébrale.

- Les structures de la matiére grise traitent I'information provenant des organes sensoriels

ou d'autres régions du cerveau constituées de matiere grise.

La matiére blanche est composée de faisceaux de fibres qui connectent les différentes

régions de matiere grise et transmettent les communications entre les cellules nerveuses.


http://www.psychomedia.qc.ca/neurologie/2009-06-20/qu-est-ce-que-la-cellule-nerveuse-neurone
http://www.psychomedia.qc.ca/neurologie/2009-06-20/qu-est-ce-que-la-cellule-nerveuse-neurone
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SYSTEME NERVEUX

cerveau
cervelel

moelle épinidre plexus brachial

SNC

nerf intercostal
nerf radial

nerf median
nerf cubital
plexus lombaire

plexus sacré
nerf digital
nerf sciatique

nerf musculo-cutand
de la jambe

SNP

nerf sciatique
poplité interne

SNP

Figure.l: Le systéeme nerveux chez I'Homme.
SNC : Systéme Nerveux Central. SNP : Systéeme Nerveux Périphérique

Figure.2 : la substance blanche et grise.



Chapitre | ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

1.2-histologie du systeme nerveux :

1.2.10rganisation cellulaire du systéeme nerveux centrale :

Le systéme nerveux est constitué de deux types de cellules : les neurones et les cellules gliales
ou « glie » originairement décrite par Rudolf Virchow en 1846 le terme « glie » dérive du mot

allemand « glue » qui veut dire « colle » (Garcia-segura et Carthy., 2004).

Le SNC est formeée de deux types de cellules : les cellules gliales et les neurones (figurel.1)
.Toutes nos sensations, nos mouvements, nos pensées et nos émotions sont le résultat de la
communication entre les neurones, assurée par deux processus complémentaire : la

conduction électrique et la transmission chimique.
Les cellules gliales ne conduisent pas d’influx nerveux .
1.2.1.1- Neurones :

Les neurones constituent 1’unité fonctionnelle du systeme nerveux (Caillose., 2009). Ils sont
specialisés dans la réception, I’intégration, la transformation et la transmission de I’information
(Won chung., 2001).

Comme toutes les cellules de notre organisme, les neurones possedent une membrane qui
entoure un cytoplasme, et un noyau qui contient les génes. Pour assurer la transmission de

I’information, les neurones possedent deux types de prolongements (figure 4) .
a- Corps cellulaire (ou soma ou péricaryon) :

Est la partie vitale de la cellule. Il est constitué d’un noyau qui détermine la forme du corps
cellulaire, le cytoplasme y étant presque accolé, et dont le nucléole est volumineux reflétant
ainsi la forte activité de synthese de ces cellules. Le corps cellulaire est la portion centrale du
neurone d’ou émergent 1’axone et les dendrites. Il posséde les mémes organites que dans la
majorité des cellules ; on note cependant la présence d’amas de réticulum endoplasmique
granuleux (lieu de synthése protéique) que 1’on appelle corps de Nissl, ainsi qu’une grande

quantité de protéines du cytosquelette, appelées neurofibrilles, qui sont responsables de la
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communication intracellulaire. Un des réles principaux du corps cellulaire est de synthétiser

une grande partie des constituants nécessaires a la structure et aux fonctions du neurone.

b- Dendrites :

Recueillent I’information et 1’acheminent vers le corps de la cellule certains neurones ; comme
les cellules de purkinje peuvent posséder jusqu’a 1000 dendrites chacun ce qui permet d’établir

des connexions avec des dizaines de milliers d’autres cellules
c- Axone :

Unique et généralement trés long, conduit I’information du corps cellulaire vers d’autres
neurones, avec lesquels il réalise des connexions appelées synapses. Les axones peuvent aussi

stimuler directement d’autres types de cellules, comme celles des muscles ou des glandes.
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Figure. 3 : morphologie de neurone ( Marléne FOUCHEY.,2010)
d- Gaine de myéline :

Les axones peuvent étre recouverts par une gaine de myéline qui correspond a 1’enroulement de
couches phospholipidiques concentriques de maniére discontinue sur I’ensemble de 1’axone. Ces

gaines sont formées a partir de 2 types cellulaires suivant si I’on se trouve dans le SNC ou le SNP

-Dans le SNC on trouve des oligodendrocytes qui envoient des prolongements de leurs corps

cellulaires qui recouvreront les axones. Il peut ainsi participer a des gaines de neurones différents.
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-Dans le SNP on trouve les cellules de Schwann.

1.2.1.2 Les cellules gliales :

Les cellules gliales sont cing fois plus nombreuses que les neurones et conservent la propriété
de proliférer (Pedelaborde., 2006). La fonction des cellules gliales est de fournir aux neurones
un support structural et de maintenir les conditions locales nécessaires a leurs fonctions
(Kierszenbaum., 2002). Les cellules gliales les plus caractéristiques sont les astrocytes et les
oligodendrocytes, qui peuvent donner naissance aux principales tumeurs cérébrales que sont

les astrocytomes et les oligodendrogliomes.

Les différentes cellules gliales (figure 4) assurent, chacune a leur facon, le bon fonctionnement

des neurones du SNC :
a- Astrocytes:

Les astrocytes présent dans le SN se répartissent en deux catégories « les astrocytes fibreux »
qui prédominent dans la substance blanche, et « les astrocytes protoplasmique » qui résident
principalement dans la substance grise. On parle de cellules étoilées car elles sont pourvues de
prolongements ramifiés qui occupent tout 1’espace entre les neurones. Les astrocytes ont des
prolongements cellulaire qui prennent appui contre les membranes des vaisseaux et elles
participent ainsi & la constitution de la barriére hémato-encéphalique ; leurs cytoplasmes
renferme un type particulier de filaments intermédiaires : la protéine glio fibrillaire acide
(GFAP), que I’on peut mettre en évidence sur une coupe de tissu a 1’aide d’un anticorps
specifique, par la technique d’immunohistochimie (Kierszenbaum., 2002 ; Rouleau., 2008).
Les astrocytes entourent les neurones et leurs prolongements dans des régions dépourvues de
gaine de myeéline, et forment la matrice structurale du systeme nerveux (Kierzsenbaum.,
2002).

b. Oligodendrocytes :

Sont a I’origine de la gaine de myéline qui entoure les axones de nombreux neurones (fig3 ;
fig4). lls sont plus petits que les astrocytes et leurs noyaux sont irréguliers et intensément

colorés, leur cytoplasme contient un appareil de golgi bien développée, d’abondantes
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mitochondries et un grand nombre de microtubules. L une des fonctions des Oligodendrocytes

et la myélinisation de I’axone (Kierzsenbaum., 2002).

c-Microglie :

Cellules de petite taille, représentant 5-20% de la population gliale totale. Les cellules

microgliales sont présentes en plus grande quantité dans la substance grise que dans la blanche.

Elles sont activées suite a une atteinte du SNC puis se déplacent vers les sites atteints ou elles

se multiplient. Ces cellules appartiennent au groupe des macrophages et phagocytent donc les

cellules mortes et les corps étranger.
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Figure. 4 : Les cellules du systeme nerveux. a. Différents types de neurones ; b. Différents

types de cellules gliales ; c. Positionnement des astrocytes et des oligodendrocytes vis a vis

des neurones.
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1I- GLIOME

11.1-Définition des gliomes :

Les gliomes sont les tumeurs les plus fréquentes du systéme nerveux centrale et représentent plus de
la moitié des tumeurs primitives intracraniennes de 1’adulte (Pedelaborde., 2006). Elles sont tres
infiltrant (Ducray., 2009), leur pronostic ne peut étre formulé qu’en tenant compte de différentes

variables (1’age, 1’état fonctionnel du patient et le grade histologique (Loiseau., 1996).

11.2- Epidémiologie des gliomes :

Les tumeurs cérébrales sont peu fréquentes et leur incidence est relativement faible, estimée a
10 cas pour 100.000 habitants dans les pays industrialisés. Cette incidence n’est pas uniforme dans
tous les pays ; elle varie selon les publications de 2 a 19 cas pour 100.000 habitants par an, en
fonction de 1’age, et plus des 2/3 d’entre elles sont malignes.
Un groupe d’étude américain des tumeurs cérébrales “CBTRUS” a constatés que les gliomes
représentent 30% des tumeurs primitives du SNC et sont pour 90% d’entre-elles d’origine
astrocytaire avec une incidence de 3 cas pour 100000 habitants / an. Ils surviennent dans 60% des

cas chez ’homme et 40% chez la femme (Pedelaborde., 2006).

Avec plus de 4560 nouveaux cas estimés en France en 2010 les cancers du systéme
nerveux central (SNC) représentent 2% des tumeurs malignes de ’adulte). L'Algérie enregistre,
selon I'OMS, 20 000 nouveaux cas de cancer par an. En 2002, les tumeurs de 1’encéphale ont été
classées parmi les plus prévalentes chez les hommes avec 3.4% de I’ensemble des cancers (467cas)
(Hammouda D et al., 2002). Selon le ministere de la santé, le pays enregistre des chiffres
croissants de cancers (40000 en 2010 ; 44000 en2011) (MSPRH Alger., 2011)

L’incidence de ces tumeurs augmente chez le sujet agé pour lequel elles représentent une cause de

déces plus importante que celle due au lymphome de Hodgkin ou a la sclérose en plaques.

Dans I’ensemble, les tumeurs cérébrales sont 1€gerement plus fréquentes chez I’homme que chez la

femme.
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L’incidence est plus importante chez 1’enfant avant 10 ans, chez 1’adulte, I’incidence des tumeurs
cérébrales augmente régulierement avec 1’dge, avec un pic d’incidence entre 65 ans et 74 ans

(Loiseau et al., 2009).

11.3-Diagnostic radiologique

Devant le caractere persistant et progressivement délétére des symptdmes des examens

d’imagerie diagnostique doivent étre rapidement pratiqués.

La tomodensitométrie demeure généralement 1’examen initial, permettant le plus souvent de
poser le diagnostic de tumeur cérébrale ; mais elle est moins performante que 1’imagerie par

résonance magnétique (IRM), qui reste I’examen de référence.

11.4-Signes cliniques des gliomes :

Le mode d’expression des tumeurs gliales résulte de deux mécanismes physiopathologiques :

- souffrance directe de structures cérébrales,
- syndrome expansif secondaire au volume tumoral lui-méme, a ’cedéme qu’il induit, aux

compressions vasculaires veineuses ou au blocage des voies du liquide céphalorachidien.
En plus de ces deux mécanismes, un syndrome d’atteinte de I’état général dominé par I’asthénie est

tres fréquent, mal expliqué, attribué aux altérations immunitaires ou métaboliques liées a la tumeur.

11.4.1-Symptomes liés a la localisation de la lésion :

Les tumeurs de localisation corticale et/ou sous-corticale peuvent entrainer des phénomeénes
critiques épileptiques, et/ou des phénomenes déficitaires dont la sémiologie depend de la
localisation lésionnelle : toute épilepsie focale survenant chez un sujet sans antécédents
pathologiques connus (méningite, méningo-encéphalite, souffrance néonatale, traumatisme
cranien) doit faire suspecter un processus expansif tumoral. De méme, tout syndrome déficitaire
franc moteur, sensitif, ou sensoriel, évoluant de maniére progressive, doit faire pratiquer sans

délai une imagerie cérébrale, tomodensitométrique ou en résonnance magnetique.
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11.4.2-Symptomes liés au caractere expansif de la lésion :

IIs ont un lien direct avec le volume de la Iésion, sa localisation proche des voies de circulation du
liquide céphalorachidien ou du retour veineux ; I’hypertension intracranienne peut se manifester
avec une intensité variable :

- simple tableau céphalalgique focal prédominant dans une zone proche du processus
tumoral et dont le mécanisme implique I’étirement d’éléments vasculaires, arachnoidiens ou
méninges ;

- syndrome plus complet associant céphalées et vomissements. Les céphalées sont souvent
a prédominance matinale, bilatérale, lancinante, avec renforcement paroxystique lors des
changements de position, des efforts de toux ou d’éternuement. Les vomissements fréquents chez
I’enfant, sont plus rares chez 1’adulte. Le fond d’ceil, réveéle une stase veineuse ou un cedéme
papillaire.

11.4.3-Symptomes et signes de dysfonctionnement général :

Ils constituent rarement la symptomatologie qui conduit les patients a consulter, mais ils sont
retrouvés trés fréquemment a I’interrogatoire.

Ces patients présentent une asthénie importante, difficultés a poursuivre des taches nécessitant une
concentration prolongée, apparition de réactions anxieuses devant toute action a entreprendre méme
sans difficulté réelle. Les lésions de localisation frontale ou front temporale pourront donner un
tableau inaugural de type psychiatrique.

Au total le symptome révélateur des gliomes de bas grade diagnostiqués chez des patients jeunes
(médiane d’age 35 ans) est dans plus de 80 % des cas une crise d’épilepsie, souvent partielle, avec
généralisation secondaire possible. L’examen neurologique est en régle normal, les déficits étant
peu fréquents et minimes si présents. L’hypertension intracranienne est quant a elle exceptionnelle,
et ce malgré un volume tumoral parfois trés important, ttmoignant de la lenteur de 1’évolution

Iésionnelle.

I1.5-Les facteurs de risques :

11.5.1- Facteurs de risques intrinseques :

Syndrome familiaux liés a des anomalies génétiques identifiées comportant un risque élevé de

tumeur cérébrale

11
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Tableau. | : Syndrome familiaux a I’origine d’un risque élevé de tumeur cérébrale

(Neuropathology a reference text of CNS pathologyEllison, 2013)

Syndrome Gene locus gene Type(s) of CNS neoplasm
Neurofibromatosis | 17q11 NF1 Neurofibroma, malignant
typel sheath tumor, optic nerve

glioma meningioma

Tuberos sclerosis | 9934/16p13 TSCVTSC?2 | Subependymal giant cell
astrocytoma

Li-fraumeni 17p13 TP53 Glioma

syndrome

Turcot syndrome | SQ21 APC Astrocytoma ,glioblastoma

medulloblastoma

11.5.2-Facteurs de risques extrinseques :

Antécédents d’irradiation ionisante de I’encéphale, méme a faible dose au décours d’un
traitement de lésions cutanées ou du cuir chevelu, de bilans radiographiques itératifs a visée
odontologique, de lésions tumorales. Ces tumeurs radio-induites sont des gliomes, des

méningiomes.

L’exposition aux champs ¢électromagnétiques de bases fréquences est suspectée étre un facteur

causal (Andon et al., 2005; Grilles et al., 2009).

11.6- Oncogenése des gliomes :

Le développement des tumeurs gliales résulte d’une prolifération incontrélée de cellules d’origine
gliale, en grande partie due au fait que ces cellules tumorales ont acquis des altérations de leur code
génétique qui leur permet d’échapper aux points de contrdle du cycle cellulaire et de rompre

I’équilibre de ce cycle. L’abrogation de ces points de contrdle peut résulter soit de I’expression
12
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aberrante de régulateurs positifs (proto-oncogenes) soit de la perte de régulateurs négatifs
(suppresseurs de tumeurs) (Dirks P et al., 1997) .

Dans le modele de Knudson, I’inactivation d’un géne suppresseur de tumeur implique I’inactivation
séquentielle des deux alléles. Le premier alléle serait inactivé par mutation ponctuelle (germinale ou

somatique) tandis que le second le serait par une délétion ou une insertion (Knudson., 1971).

I1.7- Classification des gliomes :

La classification histologique des tumeurs primitives du SNC (OMS, 2007) reconnait plusieurs
types histologiques et plusieurs variantes de gliomes ; a chaque tumeur est attribué un grade de
gravité croissante allant de | a IV (Tableau Ill). Le grading repose sur les critéres histologiques
suivants : la densité cellulaire, les atypies cytonucléaires, 1’activité mitotique, la nécrose, la
prolifération vasculaire. Pour 1’évaluation de ce grading, on tient compte des foyers les plus
anaplasiques. Les gliomes sont classés histologiqguement en fonction de leur origine cellulaire

supposeée et de leur grade de malignité (Idbaih et al., 2005).
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Tableau. Il : Principaux types de gliomes selon la classification de ’OMS 2007.

Tumeurs astrocytaires

Astrocytome sous épendymaire a cellules géantes Grade |
Astrocytome pilocytique Grade |
Astrocytome pilomyxoide Grade Il
Astrocytome diffus Grade Il
Fibrillaire

Protoplasmique

Gémistocytique

Xanthoastrocytome pléomorphe Grade 11

Astrocytome anaplasique Grade I11
Glioblastome Grade IV
Gliomatose Grade Il1

Tumeurs oligodendrogliales

Oligodendrogliome Grade Il

Oligodendrogliome anaplasique Grade I11

Tumeurs oligoastrocytaires

Oligoastrocytome Grade Il

Oligoastrocytome anaplasique Grade 11

Tumeurs neuroépitheliales et neurogliales mixtes

Gangliogliome Grade |

Gangliogliome désmoplasique infantile Grade |

La Classification histologique des gliomes (OMS., 2007) reconnait sept types histologiques de
gliomes astrocytaires auxquels il faut rajouter différentes variantes histologiques, par exemple : les
sous-types fibrillaires protoplasmiques ou gémistocytiques pour les astrocytomes diffus de grade I,

les variantes glioblastomes a cellules geantes et gliosarcomes dans le groupe des glioblastomes de
14
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grade IV et la variante pilomyxoide de I’astrocytome pilocytique qui est de grade II. On retrouve
également les oligodendrogliomes et les gliomes mixtes qui peuvent étre de grade Il ou Ill
(Tableau I).

Le mangue de reproductibilité peut s’expliquer par le fait que les tumeurs gliales sont constituées de
cellules gliales néoplasiques de phénotype astrocytaire, oligodendrogliale, intermédiaire voire
indéterminé, dans des proportions variables ; de plus, ces cellules gliales néoplasiques infiltrent et
se mélent & un tissu nerveux constitué d’astrocytes et d’oligodendrocytes non tumoraux de
phénotype similaire ; en pratique, un probleme majeur dans la caractérisation phénotypique de la
nature bénigne ou maligne d’une cellule gliomateuse se pose.

Des algorithmes ont été proposés pour faciliter et uniformiser 1’approche diagnostique des gliomes

de bas grade et de haut grade (fig. 7- 8)

Gliomes de grade |l
Aspect "nid d’abeilles”
|

v I3
oul NON
Mitoses < 6/10HPF Mitoses < 2/10HPF
Absence de prolifération microvasculaire Absence de prolifération microvasculaire
l
; — l
Pur Associeé a un contingent Gémistocytes
non « nid d’abeilles » |
¥ L
oul NON
Anisocaryose
T v Vaisseaux non
Difficilement Fibrilaire Geémistocytique ramifiés
classable
(Intermediaire)

Oligodendrogliome Oligoastrocytome Oligoastrocytome  Astrocytome
« nid d'abeilles » non gémistocytique  gémistocytique
gemistocytique

Figure. 5 : Algorithme diagnostique pour les gliomes de bas grade (Figarella Branger et
al. 2012)
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Figure.6 : Algorithme diagnostique pour les gliomes de haut grade (Figarella Branger et al.,
2012)

11.8- Types histologiques de gliome grade |1 :

11.8.1-Astrocytome diffus grade 11 :
Défini par une cellularité augmentée par rapport au tissu nerveux normal, des atypies cytonucléaires
modérées définies par une variation de taille et de forme nucléaire associée a une hyperchromasie.
La présence d’une mitose unique est tolérée dans le cadre du grade II avec un Ki67 < & 4%. La
majoration de cet index est corrélée a un pronostic moins favorable. Il n’y a pas de nécrose ou de
prolifération micro vasculaire. Selon 1’aspect des cellules, on identifie les sous types fibrillaire et
gémistocytique. Ce dernier comporte plus de 20% de cellules gémistocytiques et s’associe a des
infiltrats lymphocytaires a disposition perivasculaire. Les cellules ont des noyaux excentrés et un
cytoplasme éosinophile exprimant fortement la GFAP. Sur le plan architectural les cellules
néoplasiques infiltrent le parenchyme cérébral en respectant plus ou moins la trame de celui-ci avec
possibilité de retrouver des neurones résiduels (CD34-) au sein de la prolifération. A coté de
I’expression intense et diffuse de la GFAP sous forme d’un maillage, les noyaux tumoraux
expriment olig 2 de fagon constante mais de maniére moins intense que dans 1’oligodendrogliome.
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L’expression de la p53 par les cellules tumorales est assez fréquente mais moins intense que dans
I’astrocytome anaplasique.

11.8.2-Astrocytome pilomyxoide grade 11 :
Décrit pour la premiere fois par Tihan en 1999, il présente une architecture homogeéne faite de
cellules monomorphes bipolaires, se disposant le plus souvent en pseudo rosettes perivasculaires
dans une matrice myxoide alcianophile assez caractéristique. Cette tumeur est dépourvue de fibres
de Rosenthal et de corps granuleux. Les vaisseaux sanguins peuvent étre le sieége d’une authentique
PEC. Le Ki67 est plus ¢élevé que dans I’astrocytome pilocytique avec une moyenne estimée a 4%.
11.8.3-Xanthoastrocytome pléomorphe grade 11 (XAP) :
Décrit initialement par (Kepes et al., 1979), Le XAP est une tumeur rare avec un aspect évocateur
en imagerie. La prolifération est faite de cellules gliales pléomorphes fusiformes associées a des
cellules de grande taille. Le cytoplasme est abondant riche en vacuoles lipidiques réalisant un aspect
spumeux. Les noyaux sont hyperchromatiques parfois bizarres contrastant avec la rareté des
mitoses. La prolifération est soutenue par un abondant réseau réticulinique interposé entre les
cellules tumorales réalisant des images d’encorbellement monocellulaire. Les vaisseaux ont une
paroi épaissie sans PEC et sont entourés de manchons lymphocytaires. Des corps granuleux et des
fibres de Rosenthal parsement la prolifération tumorale. Dans sa forme classique la XAP
correspond a un grade II de I’OMS. Cependant des signes d’anaplasie peuvent s’y observer et
assombrir le pronostic. Ils sont définis par une activité mitotique supérieure ou égale a 5 mitoses
pour 10 champs vus au fort grossissement et la présence de nécrose.
11.8.4-Tumeurs oligodendrogliales :
L’OMS classe les oligodendrogliomes en deux grades II et III. Ces gliomes sont composés de
cellules tumorales arrondies assez monomorphes a noyaux sphériques réguliers dotés d’une
chromatine fine et d’un petit nucléole, le cytoplasme est clarifieé formant un halo périnucléaire
réalisant ainsi un aspect caractéristique «en nid d’abeille ». Les oligodendrogliomes comportent
généralement des zones microkystiques, des calcifications et leur vascularisation est représentée par
un réseau dense de capillaires fins et branchés réalisant des aspects en «bréchet de poulet». Des
atypies cytonucléaires et quelques mitoses mais sans PEC ni nécrose restent compatibles avec un
grade 11. Actuellement on retiendrait moins de 6 mitoses pour 10 champs pour un grade Il avec un
Ki67 inférieur a 5% (Cairncross et coll., 1998 ; Van den Bent et Coll., 2006).En revanche, la
présence d’une activité mitotique > a 6 mitoses pour 10 champs vus au fort grossissement, d’une

prolifération microvasculaire, ou de nécrose indiquent une progression vers un grade Il (Prayson
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RA et al., 2004). L’index de prolifération cellulaire Ki67 constitue un élément supplémentaire en
montrant un seuil d’expression nettement plus marqué variant en pratique de 5 & 30%.
11.8.5-Tumeurs oligoastrocytaires :

Ce type de tumeur pose d’importantes difficultés diagnostiques ; leur diagnostic différentiel se fait
avec les oligodendrogliomes « purs » et les astrocytomes. Il n’existe pas, a I’heure actuelle, de
consensus clair sur la proportion minimale nécessaire de chacun des deux contingents cellulaires
pour un diagnostic de gliome mixte. Les oligoastrocytomes sont gradés Il ou Ill, en fonction des
critéres de malignité retenus par I’OMS : densité cellulaire, atypies nucléaires, activité mitotique et

prolifération microvasculaire.

11.9- Le marqueur KI67 :

11.9.1- Définition et caractéristique :

Le KI67 est un antigene nucléaire qui a été découvert par Gerdes en 1983 est considéré comme un
bon marqueur de prolifération cellulaire qui apprécie la croissance des cellules tumorales, et qui
évalue leur agressivité biologique haut niveau de KI-67=mauvais pronostic (Elia., 1996 ; Endll et

Gerdes., 2000). La protéine KI-67 est également tres sensible aux protéases (Rogers et al., 1996).

11.9.2 -Structure et fonction :

Il existe prés de 30.000 paires de bases dans le génome humain qui codent pour une protéine
nucléaire KI-67. Ce géne est composé de 15 exons qui sont transcrits avec exactitude et traités par
un épissage alternati de I’ARN m et qui donne les deux isoformes de 320 et 359 KDa. Toutes deux
présentent une partie centrale composés d’un motif 16 fois répété et phylogénétiquement tres
conservé, motif central correspondant au site de reconnaissance de la plupart des anticorps

reconnaissant spécifiquement le K167 (Endll et Gedes., 2000 ; Fredéric et Fuchus., 2005).

L’antigéne KI67 correspond a une protéine non histone, qui posséde de nombreux sites de
phosphorylation surtout pour la kinase cdc2 et des PKC ; des séquences PEST, et un domaine FHA
pour forkhead associated, qui assure des interactions protéine-protéine, mais son mode d’action n’a

pas encore été élucide (Endll et Gerdes., 2000).
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Les fonctions de cette protéine sont peu connues, aprés phosphorylation, elle joue un réle important
dans la division cellulaire illustré par 1’arrét de la prolifération cellulaire aprés micro injection
d’anticorps bloquant K167 (Mountain., 1987).

11.9.3 -Expression :

L’expression de KlI67varie pendant toutes les phases du cycle cellulaire quantitativement et en
localisation (Frédéric et Fuchus., 2005).

Son taux est bas pendant la phase G1 et le début de la phase S puis augmente progressivement pour
atteindre un maximum pendant la phase mitotique, son expression diminue ensuite rapidement
pendant I’anaphase et la télophase pour devenir nulle dans les cellules quiescentes (Maggiore et al.,
2004). (fig 5)

En phase Gl. Le marquage apparait d’abord nucléoplasmique, puis il devient rapidement
nucléolaire ou périnucléolaire. En phase S le marquage s’étend a I’ensemble du nucléoplasme ; bien
que demeurent encore essentiellement nucléolaire, En phase G2, le marquage se répartit
uniformément dans le noyau, de sorte que la prédominance nucléolaire n’est plus apparente.

Au cours de la mitose enfin, la localisation varie encore : si le marquage est intense en prophase, il
se localise a la périphérie des chromosomes en métaphase, pour devenir plus punctiforme en

anaphase et en télophase (Fréderic et Fuchus.,2005) (fig 6).

Figure.7 : les variations quantitatives de K167 lors du cycle cellulaire (Beresford MJ et al .,
2006) .
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interphase prophase metaphase anaphase telophase

merged

Ki-67

Figure.8 : la répartition de la protéine K167 pendant les différentes phases du cycle cellulaire.
(Brown, D and all., 1990)

En oncologies, le Ki67 semble étre un test utile afin de prévoir la sensibilité d’une tumeur aux

agents cytotoxiques, en particulier dans les gliomes (Frédéric et Fuchus., 2005).

11.10- Généralités sur la protéine P53 :

La protéine P53 a été découverte en 1979 par Linzer et Levine, c’est un facteur transcriptionnel
prépondérant dans la protection du génome. Couramment appelé suppresseur de tumeur et gardien
du genome, cette protéine est capable d’activer et de réprimer des génes impliqués dans le processus
biologique tel que le cycle cellulaire, 1’apoptose et la reparation de I’AND (Vogelstein B et al.,
2000 ; Vousden KH et al.,2002). La P53 est I'un des marqueurs le plus étudié en cancérologie.
Ainsi la p53 est réellement une des clés de régulation cellulaire aux stress écotoxiques. Sa réponse
peut se faire par la voie de I’apoptose, vers la sénescence, ou I’arrét du cycle cellulaire en activant
des enzymes de réparation de I’AND .Pour ces raisons, son altération entraine le franchissement

éventuel vers la cancérogenése.

11.10.1 -Structure de la p53 :

La p53est une phosphoprotéine nucléaire de 339 acides aminés, de poids moléculaire de 53KDa.

Présente dans les cellules animales, la protéine p53 est un facteur de transcription (car elle se lie a
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une séquence spécifique de I’AND). Elle se localise dans le noyau (Hammel et al., 2000;
Bernaurdini et al., 2001; Le blanc et al., 2002; Portefaix et al., 2006) .Elle est codée par le gene
suppresseur de tumeur p53 .Ce dernier est localisé sur le bras court du chromosome 17 de

I’Homme, en position (17p13, 1) reparti en 5 domaines (Weston et Godbolod.,1997) .

MDM2]  [p300/CBP
Ubiquityiation
175 248 273 282
| 245 249 |
0 - N < |
Lokl | | | | ™} Al |
Mutation rate
1.7% 95.1% 3.2%

] Transactivation [7] Sequence-specific DNA binding

= Nuclear export signals [ Nuclear-localization signals

1 Proline rich [1 Oligomerization

Nature Reviews | Cancer

Figure.9 : structure de la protéine p53 (Bal et Wel-Guo Zhu., 2006)

11.11- Le traitement des gliomes :

La prise en charge des gliomes représente un défi important dans la pratique oncologique
quotidienne. Ces pathologies nécessitent en effet une approche multidisciplinaire faisant intervenir

la neurochirurgie, la radiothérapie et, finalement, la chimiothérapie (Stupp et al., 2007).

De nombreuses études ont montré que la qualité et la durée de survie dans les gliomes de bas
grade étaient directement dépendantes de I’étendue de 1’exérése chirurgicale. Ainsi selon Certaines
études une exérése maximale initiale retarderait la transformation vers un haut grade, allongeant

ainsi la durée de vie du patient.

I11. Altérations génétigues et gliomes

Les études de corrélations phénotype/génotype dans les gliomes ont identifié des altérations
génétiques concernant différents genes mais celles-ci concernent des voies communes cellulaires
distinctes (Kleihues et Cavenee., 2000 ; Sanson et al., 2004 ; Collins., 2004):
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111.1-La voie TP53/MDM2/P14ARF :
le géne TP53 (17p13.1) appelé le « gardien du génome » code pour une protéine de 53 kDa

impliquée dans le contrdle du cycle cellulaire, la stabilité du génome et 1’induction de 1’apoptose.
En réponse a une Iésion de ’ADN, P53 bloque le cycle cellulaire entre la phase G1 et la phase S
mais peut aussi induire, selon I’importance des 1ésions, soit des enzymes de réparation soit la mort
par apoptose. L’activité de P53 peut étre affectée par des altérations des geénes de régulation de P53
: I’oncogene MDM2(12q14.3-15) qui facilite la dégradation de P53, ou le gene suppresseur de
tumeur P14ARFqui inhibe MDM2. Ainsi I’amplification de MDM2 ou la délétion de P14ARFont
les mémes conséquences fonctionnelles que les altérations de la p53 (mutation du gene suppresseur

de tumeur TP53et/ou accumulation de la protéine p53).

111.2-La voie RB1/CDK4/CDKNZ2A :

Le gene suppresseur de tumeur CDKN2A (9p21) codant pour la protéine P16 appartient a la famille
des inhibiteurs des kinases cyclines dépendantes CDK4 et CDK6. L‘oncogéne CDK4 (12913-14)

code pour la protéine CDK4 qui forme un complexe avec la cycline D. CDK4, inhibée par P16,
active le cycle cellulaire en inactivant Rb par phosphorylation. Le gene RB1 (13914) code pour la
protéine du rétinoblastome Rb, cible finale de I’activit¢é des complexes cyclines-Kinases
dépendantes des cyclines CDK4/CDKG6-cycline D. La phosphorylation de Rb provoque la libération
d’un facteur de transcription, E2F, qui a son tour va activer des génes impliqués dans la
prolifération cellulaire. Ainsi la délétion de CDKN2A, D’amplification de CDKd4et la

delétion/mutation de RB1aboutissent a lever I’inhibition de I’entrée de phase S du cycle cellulaire.

111.3-La voie de la 3-phosphatidyl-inositol kinase(P13K)

Joue un role central dans la survie, la prolifération, la mobilité cellulaire et dans la vascularisation
tissulaire. Dans les gliomes de haut grade, I’activit¢é de PI3K est liée a la surexpression du
Récepteur de I’Epidermal Growth Factor, EGFR (situ¢ sur le chromosome 7), soit par amplification
génique soit par réarrangements geniques ou par la mutation du géne suppresseur de tumeur PTEN
(10q23).
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Figure.10 : représentation simplifiée des 3 voies impliquées dans I’oncogenése des gliomes.

D’autres altérations récurrentes sont observées sans que 1’on connaisse les génes impliqués : la perte
du chromosome 10q, particulierement fréquente dans les glioblastomes ; la délétion conjointe des
chromosomes 1p et 199 qui caractérise les oligodendrogliomes (Ueki et al., 2002).
On peut ainsi distinguer des altérations génétiques précoces présentes dans des gliomes de bas grade
mutation de TP53pour les astrocytomes ; délétion des Chlp et Ch19q pour les
oligodendrogliomes, mutuellement exclusives. Les délétions de CDKN2A, I’inactivation de RBlet
I’amplification de CDK4, elles aussi mutuellement exclusives, sont plus fréquentes dans les gliomes
anaplasiques. Enfin I’inactivation de PTEN et ’amplification ou le réarrangement du géne EGFR
sont plus fréquentes dans les glioblastomes (Louis et Gusella., 1995). Ces différentes voies sont

résumées dans la figure 10.
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Figure.11 : accumulation d’alteration génetique au cours de la gliomagenése

(Lopez, Fand all .,1994)
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Figure.12 : Schéma de I’évolution spontanée d’un gliome de grade 2

(Johan Pallud. Les gliomes infiltrants de bas grade.Neurologies,2008)
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Tableau.lll: résultats globales de gliome grade 11

Age Sexe Diagnostique P53 Ki67
1 28 Homme Astrocytome Négatif 7%
diffus grade Il Mitose 2%
2 28 Femme Astrocytome Négatif 5%
fibrillaire grade Il Mitose 2%
3 30 Femme Astrocytome Négatif 2a3%
protoplasmique Mitose <2
grade Il
4 36 Homme Astrocytome Positif 1a2%
fibrillaire grade Il | focale
sous
forme de
focus de
15 cellules
5 36 Femme Astrocytome Positif se | 6%
diffus fibrillaire forme de | Mitose <2
grade Il focus (5%)
6 37 Femme Astrocytome Positif 3%
diffus grade Il focale
7 37 Femme Astrocytome Négatif 2%
gémistocytique
grade Il
8 39 Femme Astrocytome Négatif <4%
diffus fibrillaire
grade Il non
gémistocytique
9 29 Femme Oligodendrogliome | Négatif 1%
grade Il Mitose <6
10 39 Femme Oligodendrogliome | Négatif 2%
grade Il
11 28 Homme Oligoastrocytome | Négatif 2%
grade |l
12 30 Femme Oligoastrocytome | Négatif 2%
grade Il non Mitose <2
gémistocytique
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I1-Population étudiée :

Notre travail a été effectué au Service d’Anatomie Pathologique du CHU Mustapha su

période de cing (05) mois allant de février a juin 2016.

Ce travail consiste en une étude rétrospective s’étendant sur 5 années (allant de 2006 a 2013),
sur des patients Algériens venus de différentes régions du pays. Nous avons procédé a une
réévaluation a partir des blocs de paraffine de prélévements d’exéréses, de patients atteints de

gliome de grade II.
Ce travail a pour objectif de déterminer :

e Place du ki67 dans le grading et le suivi des patients porteurs de gliomes de bas grade.
e Role de la p53 dans le diagnostic des gliomes.

Cette étude rassemble des prélévements parvenus au service d’ Anatomie Pathologique du CHU
Mustapha. Au totale 12 cas sélectionnés (en fonction des formes anatomo-cliniques, de 1’état du
bloc de paraffine et de la quantité du tissu tumoral nécessaire pour les techniques ultérieures) ont été

retenus, et subdivisés ainsi en 3 groupes relativement homogenes en nombre :
— 2 patients présentant un oligodendrogliome
— 2 patients présentant un oligoastrocytome
— 8 patients présentant un astrocytomediffus

Les données cliniques (L’age, le sexe, la localisation) des patients ont été recueillis a partir des
fiches de renseignements cliniques. Tous les cas ont bénéficié¢ d’une réévaluation histologique apres

coupes sériees.
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11.1- Etude histopathologie :

I11.1.1-Matériel :

Cassettes d’inclusion ; Automate de déshydratation ; moules et appareil d’enrobage ;
microtome ; bain marie ; lame ; lamelles 50/60mm ; porte lame ; bocaux de coloration ; bocaux de

lavage ; plaque chauffante ; microscope optique.
11.1.2- Méthode :

Les techniques d’histopathologies ont pour but 1’obtention de coupes fines, colorées de matériel
tissulaire observables au microscope optique. Les tissus ainsi prélevés vont subir différents

traitements avant de pouvoir étre analysé au microscope :

> Fixation :

A pour but la conservation des structures et le durcissement des piéces, elle doit se faire
immediatement aprés le prélévement, par immersion du matériel dans un volume suffisant de
liquide fixateurs dont les plus utilisés sont le formol a 4% ou le liquide de Bouin (mélange de
formol et d’acide picrique). La durée de la fixation varie selon le volume des prélevements (de
quelques heures pour un petit fragment biopsique a plusieurs semaines pour un cerveau humain

entier)

> L’inclusion :

A pour but de permettre la réalisation de coupes réguliéres. Le milieu d’incubation le plus
utilisé est la paraffine ; comme la paraffine est hydrophobe, le prélévement doit d’abord subir une
déshydratation (par immersion dans des bains d’alcool de degré croissant puis dans des bains de
toluéne) avant d’étre mis dans un moule contenant de la paraffine liquide fondue par chauffage, qui
infiltre alors toute la piece. Apres refroidissement, on se trouve en présence d’un bloc de paraffine

dur, a ’intérieur duquel la piece prélevée est incluse.
> Les coupes:

Les blocs de paraffine ainsi obtenus sont coupés au microtome sous forme de ruban de 2 a 5

um d’épaisseur et recueillis sur des lames de verre.

> La coloration :
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Réalisées sur lames, accentuent les contrastes pour mieux reconnaitre les différents éléments de
la préparation. Les colorants étant en solution aqueuse, les coupes doivent d’abord subir une
réhydratation (effectuée aprés déparaffinage des coupes par chaleur et bain de toluéne) en

immergeant les lames dans des bains d’alcool décroissant puis dans 1’eau distillée.

La coloration de routine utilisée est I’hématéine-éosine (H.E) ainsi I’hématéine colore le noyau
en violet et I’éosine le cytoplasme en rose. Certaines équipes utilisent la coloration (H.E.S) par ajout

de safran qui colore en jaune les fibres de collagene.

» Le montage :

Aprés avoir subi une déshydratation (par bain d’alcool de degré croissant puis bain de toluene),
les coupes colorées sont montées entre lame et lamelle a I’aide de 1’eukitt .On dispose alors d’une
préparation préte a étre observée au Microscope optique ,le résultat final doit refléter au plus juste

1’¢état natif du prélévement .
11.2- Etude immunohistochimie :

11.2.1-Matériel :

Microtome ; lames silanisées ; lamelles ; plateau ; panier ; la gaze ; micropipette ; étuve ; bain

marie
11.2.2- Méthode :

L'examen immun-histochimique (IHC) consiste a révéler sur coupe histologique, par réaction
antigéne-anticorps, la présence de récepteurs antigéniques cellulaires intranucléaires, membranaires

ou cytoplasmiques.
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Figure.13 : Schéma présentant le principe de la technique d’immunohistochimie (IHC)

Protocole :

-Apres coupe de 3um du tissu a étudier, le prélévement obtenu doit étre étalé, a 1’eau distillée,
sur des lames spécifiques (les lames salinisées) qui éviteront le décollement de la coupe lors du

traitement par la chaleur.

-Aprés étalement, les lames sont mises a 1’étuve pendant une nuit a 56 °C (proche de la
température de fusion de la paraffine), ce qui éliminera le film liquidien compris entre la lame et la

coupe paraffinée.
-Déparaffiner la section dans 3 bains de xylene (5 minutes chacun).
- Laver la section dans des bains d‘alcool benzylique a 96 %, 80 % et 70 % (5 minutes chacun).
- Rincer a I’eau distillée.
- contourner le tissu a I’aide du dakopen pour éviter la perte des réactifs.

-On effectue un blocage des peroxydases endogeénes afin d’éviter le bruit de fond, di a la
coloration de la peroxydase des hématies. On bloque I’activité peroxydas que du tissu étudié en

immergeant la lame dans une solution d’eau oxygénée (H202) a 3 % pendant 10 min.
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- Rincer a I’eau distillée.

- Appliquer sur le tissu I’anticorps primaire dilué (pour le Ki67 peut étre dilué entre 1:75 et

1:150 , pour la P53 il peut étre dilué entre 1:25 et 1:50 ) pendant 40 minutes en chambre humide.

- on reéalise un ringage de 5 minutes dans du tampon PBS-Tween (Phosphate Buffer Saline) :
un tampon phosphate contenant du Na CI et du Tween (agent mouillant) pour éliminer le surplus

des anticorps.
- Appliquer I’anticorps secondaire qui reconnait le marqueur et le révéle.
- Laver 3 fois pendant 5 minutes dans le tampon PBS.
- Ajouter le chromogene (DAB), laisser 10 minutes, pour la révélation
- Rincer a I’eau.
- Colorer a I’hématoxyline pendant 5 minutes.
- Laver a I’eau pendant 10 minutes.
- Déshydrater le tissu dans 2 bains d‘alcool benzylique a 96% pendant 5 minutes chacun.
- Laver le tissu dans 2 bains de xyléne pendant 2 minutes chacun pour 1’éclaircir.

- Monter la lame pour I’observation.
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I11. Résultats :

111.1Etude Anatomoclinique

Cette série comporte 12 patients atteints de gliome grade 11, ces malades sont agés de plus de
27 ans et font partie des deux sexes.

I11.1.1-Répartition selon le sexe :

Le gliome grade Il touche aussi bien la femme que ’homme, parmi les 12 cas étudier il y avait

9 femme et 3 homme, le sex-ratio M/F est de 0.33.

m HOMME
= FEMME

Figure.14 : Répartition des malades selon le sexe
111.1.2- Répartition selon I’4ge :

La répartition en fonction de 1’age montre des extrémes de 28 et 40 ans, avec un age moyen de

33.08 ans et un age médian de 33 ans.
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Figure.15 : Répartition des patients selon I'age

D’apres la figure, il ressort un pic chez les personnes agées entre 35 et 40 ans, ce groupe de
patient représentent 50% des cas.

Dans notre étude 1’age moyen des gliomes de grade Il et de 33 ans similaire a d’autres Séries
(Mokhtari K et al., 2009). (Guthrie and Laws 1990) et un sex ratio est de 0,75 témoignant d’une
prédominance féminine, ceci peut s’expliquer par le nombre modeste des gliomes grade 11 de notre

travail.

111.1.3- Signes cliniques :

Les manifestations des gliomes chez 1’adulte comprennent des déficits neurologiques, des
crises d’épilepsie, des signes d’hypertension intracranienne, des troubles visuelles, et des syndromes

cérébelleux.

Dans notre série chaque patient peut présenter 1 ou 2 signes cliniques au méme temps par

conséquent on obtient un effectif cumulé estime a 17.
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Figure.16 : les principaux signes cliniques de gliome grade Il

Les signes évocateurs d’un gliome grade II sont :

v" Des crises d’épilepsies qui représentent 47% des autres signes.

v' Suivies par des signes d’hypertension intracranienne avec une proportion correspond a
35%.

v’ Les syndromes cérébelleux enregistrent respectivement une proportion de 12%.
v" Les troubles visuelles sont trés négligeables de 6%.

Le symptdme clinique dominant dans notre série est les crises d’épilepsies.

I11.1.4 Siégé anatomique :

Dans notre série, Les tumeurs de I’hémisphére gauche sont les plus fréquentes retrouvées chez
7 patients.
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Figure.17 : Répartition de gliome grade 11 selon la localisation hémisphérique.

La répartition des gliomes de grade Il montre que I’hémisphére gauche est le plus atteint dans
notre étude soit dans 58.33 % suivit de I’hémisphére droit dans 33.33%. Nos 12 patients ont une
répartition anatomique de leur tumeur représenter en : 11 cas sustentorielles (91.66%) et 1 seul cas
soustentorielle (8.33%).

111.1.5 le type histologique :

Les gliomes grade Il se divisent en 3 sous-groupes: dans notre série le premier étant
I’astrocytome diffus qui englobe 8 cas, a c6té de cela nous retrouvons 2 cas d’oligoastrocytomes et

2 cas d’oligodendrogliomes.

Tableau.lV : répartition selon le type histologique

Type histologique Nombre de cas %
Astrocytomes diffus 8 66.66
Oligoastrocytomes 2 16.66
Oligodendrogliome 2 16.66
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Il ressort une prédominance d’astrocytome diffus alors que le type oligodendrogliale et

oligoastrocytaire sont aussi présentent mais avec des fréquences moins importantes.

nomber de cas

0

astrocytome diffus oligodendrogliome oligoastrocytome

types histologiques

H25-30 m30-35 m3540

Figure.18 : Répartition selon le type histologique et I’Age des patients.
D’apres la figure :

- L’oligoastrocytome se répartie d’une fagon homogene dans les 2 tranche d’ages avec 1 seul
cas dans la tranche d’age (25-30ans), et 1 seul cas dans la tranche d’age (30-35ans).

- L’oligodendogliome est observé de facon égale avec 1 seul cas dans la tranche d’age (25-
30ans) et 1 seul cas dans la tranche d’age (35-40ans).

- L’astrocytome diffus présente, 2 cas dans la tranche d’age (25-30ans), 1 seul cas dans la
tranche d’age (30-35ans), 5 cas dans la tranche d’age (35-40ans).
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111.2 étude histologique :

Selon la classification de I’OMS 2007, on peut grader les gliomes selon 1’importance de la
densité cellulaire, des anomalies nucléaires avec surtout la présence de mitose, de la nécrose et de la

vascularisation.

Aprés coloration de base a I’HE nous avons adoptés ces critéres pour grader nos tumeurs chez

nos 12 patients apres les avoir typés sur des aspects morphologiques.

Figure.19 (a : Gx 10, b : Gx40) :HE coupes histologiques d’un astrocytome
gémistocytique de grade 11

Les cellules de type gémistocytique bien différenciés agencées au sein d’une matrice

fibrillaire H La cellularité est plus élevée que celle du parenchyme cérébral normal et des atypies

cellulaires discrétes sont observées.
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Figure.20 : (a: Gx 10, b : Gx40 ) :HE coupes histologiques d’un oligoastrocytome de
grade Il .

Il s’agit de tumeurs réunissant 2 types cellulaires, ressemblant morphologiquement aux cellules
des astrocytomes et oligodendrogliomes de grade 1l # présence de microkyste et / de quelques
calcifications.
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S ‘
ey

Figure.21 : (Gx40) : HE coupes histologiques d’un astrocytome diffus grade 11 fibrillaire

non gémistocytique.

Présence d’atypies cytonucléaires plus marquées que dans un grade Il (pouvant témoigner

d’une progression spontanée vers un astrocytome anaplasique grade |1l de I’OMS) avec toujours un

nombre de mitose < a 2 mitoses / 10 champs.
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Patient 4 : HE G 10 Patient 4 : HE G 40

Figure.22 : coupes histologiques d’un astrocytome fibrillaire non gémistocytique de grade I1I.

Aspect microkystique apres coloration HE au microscope optique a différents grandissements

Figure. 23 : Aspect microscopique d’un oligodendrogliome grade II (HE, G x 200, G x
400)

Les oligodendrogliomes ont une densité cellulaire modérée (cellules claires ) et présentent

typiquement un halo périnucléaire donnant un aspect en "nid d'abeille"
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111.3-étude immuno-histochimique :

L'étude immunohistochimique représente a la fois un complément et une alternative a l'analyse
moléculaire génomique. En apportant une approche morphologique, en technique standard ou en
double marquage, elle permet ainsi une meilleure

Caractérisation du type cellulaire ainsi que I’éventuelle perte ou surexpression d’une protéine.

Dans notre travail nous avons étudiés deux marqueurs usuels de gliome : I’expression du Ki67
et de lap53 Nous avons qualifié ces marqueurs "d'usuels” car ils sont d'utilisation aisée et
reproductible en immunohistochimie dans tous les laboratoires.

111.3.1 Marqueur de progression et de prolifération : Ki67

L’évaluation de I’index mitotique est capitale pour les gliomes, cette appréciation est plus facile

par immunohistochimie a I’anticorps anti KI67.

Nous avons réalisé un compte des cellules tumorales examinées au fort grossissement, dans la
zone la plus marquée. Ensuite, ce rapport ou index de prolifération a été exprimé en pourcentage.
Nos résultats ont été classés en 4 groupes différents : entrelet 3%, entre 3et 5%, entre 5et7% et plus
de 7%.Dans notre série tous les cas présentent une expression au Kl 67, avec un degré de

prolifération différant de 1% jusqu’a 7%.

m1-3%
W 3-5%
m5-7%

7-9%

Figure.24 : Résultats concernant K167, index de prolifération.
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Dans notre étude les gliomes de grade Il ont en majorité (8 cas) un Ki67 ne dépassant pas les

4%, un seul cas est estimé a 7 %.

figure.25 : coupe histologique d’un gliome grade II aprés immunomarquage

nucléaire du Ki67 observées au microscope optique GX40
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A : astrocytome gémistocytique grade Il avec un Ki67estimeé a 3%

B : oligoastrocytome grade Il avec un Ki67 estimeé a 1%

C : astrocytome fibrillaire diffus non gémistocytique grade Il avec un Ki67 estimé a 2%
D : Oligodendrogliome grade Il avec un Ki67 faible estimé a 1%

E : astrocytome fibrillaire diffus non gémistocytique grade |1 : caractérisé par une densité
cellulaire, des atypies cytonucléaires et un index de prolifération ki67de 7%

111.3.2 Facteurs pronostique P53 :

Dans notre série 1’expression de 1aP53 a été notée dans 3cas soit 25% et non exprimée dans
75% des cas.

positif
25%

M positif

M negatif

negatif
75%

Figure.26 : expression de la p53
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Figure.27 : coupe histologique d’un gliome grade IT aprés immunomarquage nucléaire de la
p53 observées au microscope optique (G x 40, G x 10).

A : astrocytome gémistocytique grade 11
B: astrocytome fibrillaire diffus non gémistocytique grade Il
A et B : positivité nucléaire focale de la p53 ne dépassant pas les 10%.

C : Oligodendrogliome grade Il (p53 non exprimée).
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Discussion

Les gliome grade 2 représentent approximativement 15% des gliomes (incidence de
I'ordre de 1/100000 habitants par an)(Rigau et al., 2011). lls affectent essentiellement les

patients jeunes (médiane aux alentours de 30 ans).

Ces tumeurs sont le plus souvent révélées par des crises d'épilepsie. La classification
de I'OMS reconnait les astrocytomes, oligodendrogliomes et oligoastrocytomes de grade
2.Les criteres morphologiques différencient les astrocytomes des oligodendrogliomes, méme
si une telle distinction peut poser probléme, en particulier dans les formes "mixtes". L'OMS
n'a ainsi pas donné de recommandation précise sur la proportion respective de tissus a
différenciation astrocytaire et oligodendrogliale permettant de poser le diagnostic
d'oligoastrocytome. (Louis D et al., 2007).

Les résultats de (Gillet E et al., 2014) montrent une prédominance masculine avec un
sex ratio de 1.2 (33H/22F), contrairement a ces résultats notre étude présente une
prédominance féminine (9F/3H), avec un sex-ratio de 0.33, ceci peut s’expliquer par le

nombre modeste des gliomes grade Il de notre série.

Dans notre série 1’age est compris entre 28 et 39 ans avec une moyenne de 33.08 ans,
et un pic de fréquence entre 35et 40 (50% des cas). Dans 1’étude réalisée par Mokhtari. K.,
N. Martin-Duverneuil (Les tumeurs intra cranienne de 1’adulte neuroimagerie-
neuropathologie, Saurampsmedical 2009.) I’age médian est de 33 ans ce qui est similaire a

notre série.

L’intervalle séparant le premier symptéme du diagnostic est beaucoup plus long que
dans les gliomes malins, en général plus de 2 ans. Le premier symptdme est dans la moitié des
cas une crise comitiale. L’age au moment du diagnostic, la durée de I’évolution avant le
diagnostic et la présence ou non d’un déficit neurologique préopératoire sont les facteurs de

pronostic les plus importants (PHILIPPON, 1993).

Les crises d'épilepsie, partielles ou généralisées, représentent le symptéme inaugural

chez approximativement 50 % des patients (Smits A et al., 2014). Les principales
manifestations clinique dans notre série sont les crises d’épilepsies dans 47% des cas,

Suivies par des signes d’hypertension intracranienne avec une proportion correspond a 35%.

Le syndrome cérébelleux est observé dans 12% des cas et les troubles visuelles dans 6%.
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Dans notre serie, les tumeurs de I’hémisphére gauche sont les plus fréquentes
retrouvees chez 7 patients soit dans 58.33% des cas. Il nous semble qu’il n’y a pas eu d’étude
abordant la localisation des gliomes de bas grade selon les hémisphéres cérébraux. La
localisation sustentorielle et prédominante dans notre sires soit 91.66%. Cette distribution et
similaire a d’autres série (OMS 2007).

D’apres nos résultats il ressort une prédominance d’astrocytome diffus (66.66%) alors
que le type oligodendrogliale et oligoastrocytaire sont aussi présentent mais avec des
fréquences moins importantes (16.66% pour chaque type), (Gillet E et al., 2014) ont trouvé
un pourcentage ¢levé d’oligodendrogliome (52.45%) et d’oligoastrocytome (34.42%) alors
que I’astrocytome diffus est moins fréquent (13.11%0).

A T’histologie, I’ensemble de nos cas présentent I’aspect assez caractéristique décrit

dans la littérature :

-Les astrocytomes diffus incluent les formes; fibrillaire (la plus fréquente), protoplasmique et
gémistocytique, cette derniére se devant, malgré quelques controverses, d'étre mise a part
enraison d'un risque majoré de transformation maligne. L'astrocytome fibrillaire peut
présenter quelques atypies nucléaires au sein d'une matrice fibrillaire. La variante
gémistocytique est constituée de cellules aux cytoplasmes éosinophiles ballonisés avec des
noyaux excentrés ce type de cellules doit représenter 20% de I’ensemble des cellules
tumorales afin de retenir ce diagnostic. L'activité mitotique dans les astrocytomes de grade
OMS est tres faible (Tihan et al., 1964) il doit étre inferieur a 2 mitoses pour 10 champs.

-Les oligoastrocytomes sont des proliférations de cellules astrocytaires et oligodendrogliales
et d’éléments tumoraux intermediaires, mis il faut savoir qu’une discordence inter-observateur
pour le diagnostique d'oligoastrocytome reste élevée.( Coons et al., 1997). Dans notre étude
la proportion de ces 2 contingents de cellules retenue pour le diagnostic de gliome mixte a été
de 30%.

-Les oligodendrogliomes ont une densité cellulaire modérée et présentent typiquement un halo
périnucléaire donnant un aspect en "nid d'abeille”" ou "ceuf sur le plat”. Occasionnellement,
des cellules tumorales avec un cytoplasme réduit éosinophile sont rencontrées et sont appelés
"mini gémistocytes”. Les oligodendrogliomes ont un réseau dense de capillaires et

contiennent fréquemment des micro-Calcifications.(Dehais et al., 2011)
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Le Ki67 est un marqueur de prolifération utilisé en routine pour le diagnostic de
nombreuses tumeurs. Nous avons mis en évidence une relation entre I’index Ki67, le grade et

la survie.

Le ki67 est un antigene nucléaire (KI67/mib 1) dont I'expression est associée a la
prolifération cellulaire et persiste tout au long des différentes phases du cycle cellulaire (G1,
S, G2, M). Il est absent en phase GO. Nous pouvons le mettre en évidence par
immunohistochimie sur coupes en paraffine. Dans les 12 cas de notre série le marquage
immun-histochimique du Ki67 a été positif.Ce rapport a été exprimé en pourcentage. Nos
résultats ont été classé en 5 groupes différents : entre 1 et 3%, entre 3 et 5%, entre5 et 7%,
entre7 et 9%.

Le marquage nucléaire du Ki-67 par I’anticorps monoclonal MIB-1 est un facteur
prédictif de la survie impliqué dans le pronostic et le diagnostic différentiel des astrocytomes
diffus de bas grade et des tumeurs astrocytaires de haut grade (Mahathi et al 2014, M Moses
et al 2011, Subhalakshmi et al 2012).

En Allemagne Tolnay (2002) montre que les gliomes de bas grade présentent un
index de prolifération faible normalement en dessous de 4% pour les astrocytome diffus. Nos
résultats sont similaire avec dans 8cas /12 un index de prolifération inférieure a 4%, 1seul cas

a 5%, 2cas a 6% et 1 cas a 7%.(oligodendrogliome).

L’analyse en génétique moléculaire de la progression maligne des astrocytomes a
montré qu’il existe une accumulation progressive d’altérations génétiques (VON
DEIMLING, 1993).Celles-ci consistent en une perte de 1’hétérozygotie avec une mutation du
géne p53, une amplification et une mutation du géne codant pour le récepteur au facteur de
croissance épidermique et finalement une perte de 1I’hétérozygotie sur le chromosome 10. I
semble donc que la perte ou la mutation de genes suppresseurs ainsi que 1’amplification de
facteurs de croissance jouent un role important dans la progression tumorale des
astrocytomes. Les mutations du géne p53 codant pour la protéine p53 qui surviennent a un
stade précoce semblent préférentiellement étre associées aux tumeurs astrocytaires

caractérisées par une évolution progressive vers la malignité.

Dans notre série I’expression de la P53 a ¢été notée dans 3cas soit 25% et non
exprimée dans 75% des cas.les 3 cas de type astrocytome diffus, ont présenté une positivité
nucléaire focale de la p53 ne dépassant pas les 10%, Ceci est proche des résultats de 1’étude
de (Okamoto et al., 2004) et (Gillet E et al., 2014) qui ont montré que la mutation p53 est
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présente dans 50% des astrocytomes diffus mais de facon focale pouvant témoigner selon son

intensité vers un passage en haut grade.

La p53 est négatif dans les 4 cas (2 oligodendrogliomes et 2 oligoastrocytomes), ceci
s’explique par le faite que la Co-délation de 1p19q (qui a été retrouver chez 4 patients) est

mutuellement exclusive avec la p53.
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Conclusion

Les tumeurs gliales sont les tumeurs les plus fréquentes du systéme nerveux central et
représentent plus de la moitié des tumeurs primitives intracraniennes de 1’adulte dont 15 %

sont des gliomes de grade 1.

Elles sont classées par 1’organisation Mondiale de la santé (OMS ;2007) selon le phénotype
des cellules tumorales (astrocytaires, oligodendrocytaires ou mixtes) et le grade de malignité
(grade | & 1V). Ce dernier parametre tient compte de la densité cellulaire, de la présence ou
non de nécrose, de la présence ou non d’une néoangiogénese, de la présence ou non de figures
mitotiques et de la présence ou non d’atypies cytonucléaires. En combinant ces deux criteres,

I’OMS individualise huit principaux types de gliomes:

e Les astrocytomes de grade | a IV, le grade IV correspondant au glioblastome
e Les oligodendrogliomes de grade Il et Il ;

e Les oligoastrocytomes ou gliomes mixtes de grade Il et 111

Les gliomes de bas grade définis par un nombre de mitoses < a 2 mitoses par 10 champs, sans

images de néoangiogéenése ni nécrose sont représentés par :

e Les astrocytomes diffus de grade Il
e Les oligodendrogliomes de grade 11

e Les oligoastrocytomes ou gliomes mixtes de grade Il

Notre étude anatomoclinique et histopathologique sur une série modeste de 12 patients

porteurs de gliomes de bas grade a permis de ressortir les faits suivants :

v Une prédominance féminine (75%), avec un sex-ratio de 0.33.

v' 1ls affectent essentiellement les patients jeunes avec une moyenne d’age de 33.08, et
un pic de fréquence entre 35 et 40 (50% des cas).

v’ Les crises d'épilepsie, partielles ou généralisées est le symptdbme dominant (50 % des
patients).

v La localisation est essentiellement sus-tentorielle dans notre série soit 91.66%.

v’ Le type histologique le plus fréquent est I’astrocytome diffus.
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L’étude immunohistochimique basée sur 1’utilisation du marquer de prolifération Ki67 et de

la P53, a aidé au diagnostic et au grading de ces gliomes de bas grade.

v' Sur les 12 cas de gliome de grade Il I’index de prolifération (Ki67) est faible ne
dépassant pas 7%.

v' L’étude de la P53 est revenue négative dans 8cas et positive dans 3 cas,
Cette positivité (selon son intensité) signe une éventuelle progression vers un haut

grade.

Ainsi ces deux marqueurs aident a grader tout en déterminant le potentiel évolutif de ces

gliomes de grade I1.
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Annexe |

Résultats globale des gliomes de grade |1

|
|
2 ’_‘!
P

Pour classer les gliomes diffus, il faut d’abord définir la nature de la cellule tumorale qui
constitue la lésion: astrocyte(2A-C), oligodendrocyte (2D-E) ou les deux (non illustré). Pour
cela, on se base sur I’architecture tumorale (présence de nombreux capillaires branchés dans

I’oligodendrogliome, 2D), sur des critéres cytologiques (noyaux anguleux avec chromatine
irréguliérement mottée pour ’astrocytome, 2A ; noyaux ovoides avec chromatine en bouton
de col pour I’oligodendrogliome, 2E), des aspects cytoplasmiques (cytoplasme éosinophile
fusiforme a ovoide pour I’astrocytome, 2A ; cytoplasme optiquement vide pour
I’oligodendrogliome, 2E). Ensuite, il faut grader la tumeur. Ceci se fera, par exemple pour les
astrocytomes, en recherchant la présence de mitoses (2A, cercles, grade Il ou Il OMS), de
prolifération endothéliale (2B, grade 111 ou IV OMS si associée ou non a de la nécrose) et de
la nécrose tumorale (2C, grade IV OMS).
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Tableau.l : les différentes valeurs de Ki67 dans les différents types de gliomes

(Tolnay., 2002).

Type de gliomes La valeur de KI67
Astrocytomes diffuse de grade 2 En dessous de 4%
Astrocytome anaplasique de grade 3 5 al0%
Glioblastome polymorphes de grade 4 >20%
Oligodendrogliomes de grade 2 et oligodendrogliomes >5%

anaplasiques de grade 3

Oligoastrocytomes de grade 2 et oligoastrocytomes Tres élevée
anaplasiques de grade 3




ANNEXE I1

Tableau V: Matériel non biologique : appareillage.

Appareil d'inclusion LEICAEG 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 1150 C

Appareil photographique

numérique SAMSUNG 18X

Figures représentant le matériel et la méthode utilisés en technigue de routine

[ Fixation dans formol dilué a 10%. } [ Circulateur automatique (LEICA TP 10 J
20).
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Figures représentant le matériel et la méthode utilisés dans I’unité d’immunohistochimie
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