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Résumé

Les tumeurs stromales gastro-intestinales (GISTs) sont des tumeurs de malignité variable
du tractus gastro-intestinal d'évolution difficilement prévisible. Plus de 95% d'entre elles
expriment les récepteurs KIT (90%) ou PDGFRA (5%), deux récepteurs aux facteurs de
croissance 2 activité tyrosine-kinase. Peu de données existent quant & l'expression

éventuelles d'autres récepteurs aux facteurs de croissance dans les GISTs.

Buts de ['étude:

Les buts de cette étude étaient double: 1 - évaluer I'expression de plusieurs récepteurs aux
facteurs de croissance, a l'exclusion de KIT et PDGFRA, au sein d'un collectif de GISTs;
2 - voir s'il existait une corrélation entre 'expression d'un ou plusieurs de ces récepteurs,
les données anatomo-pathologiques et/ou 1'évolution clinique

Matériel et méthodes

80 GISTs ont été examinées sur le plan clinique, anatomo-pathologique,
immunohistochimique et évolutif. L'immunoexpression des récepteurs aux facteurs de
croissance suivants a été examinée: IGF-1r — insulin-like growth factor-1 receptor, FGFr —
fibroblast growth factor receptor, C-MET — hepatocyte growth factor receptor, TGFpr
(type 1) — transforming growth factor beta receptor, type I, CD105/endogline, RET et
NGFt/gp75 (nerve growth factor receptor).

Résultats

52.7% des GISTs exprimaient C-MET, 50% CD105/endogline, 36.7% RET, 25%
NGFr/gp75, 17.5% TGFfr, 7.5% FGFr, et 0% IGF-1r. La présence ou non d’une
expression de CD105 et son intensité étaient significativement associées a une évolution
défavorable, tant pour les patients présentant une maladie localisée au diagnostic que pour
ceux qui étaient métastatiques au diagnostic. L'expression de C-MET était aussi corrélée,
mais de facon moins significative, & une évolution défavorable. En analyse multivariée,
I’expression de CD105 est un facteur pronostique indépendant défavorable.

Conclusion

Les GISTs expriment de fagon variable des récepteurs aux facteurs de croissance autres
que KIT et PDGFRA. Les récepteurs au TGFf, au FGF et a 1'IGF sont peu exprimés.
L'endogline/CD105 et le récepteur C-MET sont plus fréquemment exprimés et leur

expression est associée & une évolution clinique défavorable.
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Introduction

Les tumeurs stromales gastro-intestinales (GISTs) sont les tumeurs mésenchymateuses les
plus courantes du tube digestif (80%). On les observe le plus fréquemment dans ’estomac
mais elles peuvent aussi se développer dans l'intestin gréle, le cdlon, le rectum et plus
rarement en localisation extra-digestive (péritoine, mésentere, rétropéritoine) [1-6]. Sur le
plan immunohistochimique, les GISTs expriment généralement les marqueurs CD34 (60-
70%), h-caldesmone (60-75%), le marqueur DOGL (discovered on GIST-1) (100%) et la
protéine kinase C théta (PKCB) (80-90%). Ces marqueurs sont utiles pour I’ identification
des GISTs. A I’'inverse, les GISTs sont généralement négatives pour les marqueurs comme
la protéine S100, la desmine et les kératines [6].

La plupart des GISTs quelque soit leur caractéristique expriment la protéine KIT, produit
du geéne C-KIT qui se trouve sur le bras long du chromosome 4 (4ql1-121) [5-6]. La
protéine KIT est un récepteur tyrosine kinase transmembranaire qui interagit avec un
ligand spécifique qui est le facteur de croissance des mastocytes/des cellules souches (SCF
- stem cell factor). Ce récepteur tyrosine kinase KIT présente d’importantes homologies
structurales avec d’autres récepteurs tyrosine kinase comme les récepteurs du macrophage
colony stimulating factor 1 (M-CSF1r), du platelet derived growth factor (PDGFr) et du
FMS-like tyrosine kinase 3 (FLT3) (Fig. 1). La liaison de KIT avec son ligand entraine une
homodimérisation, une initiation de ’activité tyrosine kinase et une phosphorylation des
substrats situés en aval dans la cascade de signalisation intra-cellulaire : AKT, PI3K,
PLCy, STATI1, STAT3, MAPK p42/44, S6K, membres de la famille des kinases Sarc, etc..
responsables a terme d’une activité anti-proliférative et anti-apoptotique [3-6] (Fig. 2).

Grice a 'utilisation d’inhibiteurs spécifiques, il a ét¢ démontré que la voie PI3K/mTOR



était un intermédiaire essentiel dans la transmission du signal oncogénique du récepteur
KIT au reste de la cascade de signalisation intracellulaire [5].

La plupart des GISTs ont une ou plusieurs mutations avec gain de fonction dans le proto-
oncogéne C-KIT, les mutations dans les exons 11 et 9 étant les plus fréquemment
rencontrées (Fig. 3). Des mutations dans les exons 13 et 17 existent également. [5-7]. Ces
mutations activatrices peuvent €tre divisées en deux types; mutations de type
«régulatrice » (exons 11 et 9), qui affectent la fonction de la kinase et mutations de type
« poche enzymatique » (exons 13 et 17) qui altérent la séquence d’acides aminés formant
le site enzymatique [5, 8].

Les études récentes ont montré que tous les GISTs indépendamment de leur agressivité et
de leur taille ont une ou des mutations activatrices dans le géne KIT [5-9]. Ainsi,
I’activation de KIT constitue une étape importante dans la pathogénése des GISTs et le
produit du geéne KIT devient ainsi une cible thérapeutique universelle et privilégiée [5-9].
Le fait d’observer des mutations activatrices de KIT dans des GIST de tres petite taille (<
lecm) montre qu’il s’agit d’un phénoméne précoce dans la pathogénése de ces tumeurs.
Néanmoins, la présence seule de certaines mutations activatrices n’est pas suffisante pour
développer une tumeur. Ainsi, les patients porteurs de GISTs familiales qui se caractérisent
par la présence de mutations activatrices germinales de KIT ne développent des tumeurs
qu’au moment de I’adolescence. Ceci laisse a penser que d’autres mutations dans KIT ou
dans d’autres geénes ou bien d’autres anomalies chromosomiques sont nécessaires au
développement et/ou a la progression de ces tumeurs. En accord avec cette théorie, la
coexistance de plusieurs types de mutations de KIT a été observées dans certaines GISTs

de stade avancé de méme qu’un gain (surtout en 5p, 8q, 17q, et 20q) ou une perte (surtout



en 14q, et 22q mais aussi en 1p, 9p, et 11p) de certaines régions chromosomiques et des
anomalies d’autres génes comme PDGFRA, pl4, p16, p63, p53, AKT1, NF2 etc.. [5-12].

Certains patients porteurs d’une neurofibromatose de type 1 (maladie de von
Recklinghausen, NF1) ont une propension a développer des GISTs multiples tout le long
du tube digestif et plus particuli¢rement dans I’intestin gréle. Ces tumeurs sont rarement
(<10% des cas) porteuses de mutations de KIT ou PDGRA. A l’inverse, elles contiennent

souvent des mutations du géne NF1 [5, 6,13-15].

Le STI-571 (imatinib mesylate - Glivec™) qui 8’est révélé étre un inhibiteur spécifique et
efficace de certains récepteurs tyrosine kinase (comme le produit du géne de fusion BCR-
ABL dans la leucémie myéloide chronique [5]) est de plus en plus utilisé dans le traitement
des GISTs malignes multirécidivantes et/ou métastatiques [5,16,17] qui surexpriment la
protéine KIT. De fagon intéressante, la réponse antitumorale a cet agent est assez
étroitement corrélée au type de mutation observé dans le géne KIT (70-80% de réponse si
la mutation si¢ge dans ’exon 11 du géne KIT, 30-50% si la mutation siége dans 1’exon 9,
0-10% si les exons 13 ou 17 sont impliqués ou si il n’y a pas de mutation détectable.)

[5,6,10,16,17]

Environ 5 a 7% des GISTs n’expriment pas la protéine KIT [5,7,18-20]. Récemment, il a
été démontré que 35% [18] a 70% [19] des ces tumeurs KIT-négatives portent des
mutations du geéne codant pour le récepteur tyrosine kinase platelet derived growth factor
A (PDGFRA) (Fig. 3). Fait intéressant, ces tumeurs ont la particularité de présenter souvent
un morphotype épithélioide et de se développer dans 1’estomac, 1’épiploon ou le péritoine

[5,18-20]. Les mutations de KIT et de PDGFRA sont mutuellement exclusives [18,19].



Comme pour KIT, les mutations de PDGFRA sont activatrices et 40% d’entre elles sont
sensibles au traitement par imatinib mésylate. Les mutations conférant une résistance au
traitement par imatinib mésylate portent surtout sur le codon D842 de 'exon 18 de

PDGFRA [5,18,19].

Apres exclusion des GISTs qui expriment KIT ou PDGFRA, il reste environ 2% de
tumeurs stromales digestives (ou extra-digestives) qui correspondent morphologiquement a
des GISTs mais ne sont pas connues pour exprimer des récepteurs tyrosine kinase. Dans
cette dernic¢re catégorie lésionelle se trouvent notamment les GISTs survenant dans le
cadre de la triade de Carney [5,6,20,21]; ce syndrome se définissant par la présence
synchrone ou métachrone, chez un méme patient, d’'une GIST maligne (souvent de
I’estomac), d’un hamartochondrome pulmonaire et d’un paragangliome extrasurrénalien. A
ce jour, excepté KIT et PDGFRA, il n’y a que peu de littérature traitant de I’expression des

récepteurs aux facteurs de croissance (dont certains a activité tyrosine kinase) dans les

GISTs [22,23].

Le but de cette étude était de voir si, 4 c¢o6té de KIT et PDGFRA, d’autres facteurs de
croissance, y compris ceux a activité tyrosine kinase, intervenaient dans le développement
et I’évolution des GISTs, comme cela a été déja démontré pour C-MET, HER/neu, FMS et
PDGF dans les sarcomes de 1’os et des tissus mous [24]. En effet, si I’existence de GISTs
exprimant des récepteurs a activité tyrosine-kinase autres que KIT et PDGFRA se
confirmait, les patients porteurs de ce dernier type de tumeur pourraient aussi étre traités
par des anti-tyrosine kinases (comme le STIS71 — imatinib mesylate (Glivec™ ), ou

d’autres anti-tyrosine kinases comme SU5416, SU6668, PTK787, SU11248 [16,25-27].



Parmi ces facteurs de croissance, seuls ceux dont l’expression était détectable par
immunohistochimie sur des tissus préalablement fixés et inclus en paraffine ont été
investigués, a savoir insulin-like growth factor-1 receptor (sous-unité alpha) (IGE-11), le
fibroblast growth factor receptor (FGFr), 1’hepatocyte growth factor receptor/C-MET
(HGF1/C-MET), le nerve growth factor receptor (NGFr), [I'endogline/CD105, le

transforming growth factor beta receptor 1 (TGFPr-type 1), et RET.

IGF-1R et IGF-2R (Insulin growth factor receptor 1 et 2) sont des protéines proches 1’une
de l"autre. IGF-1R est de structure similaire au récepteur a 1’insuline avec 2 sous-unités o
et 2 sous-unités B. Les sous-unités o lient le ligand tandis que les sous-unités [3
transmettent le signal induit par le ligand. Les sous-unités 3 contiennent trois domaines ; le
domaine juxtamembranaire, le domaine tyrosine kinase et le domaine C-terminal.
L’activation de IGF-1R induit son autophosphorylation et la phosphorylation d’autres
substrats a l’origine d’une cascade de réactions intracellulaires ayant un impact sur le
contrdle de la prolifération et de la survie cellulaire. IGF-2R est une protéine trans-
membranaire avec un petit domaine cytoplasmique qui n’a pas d’activité kinase propre
mais exprime une activité mannose-6-phosphate récepteur. Les facteurs de croissance
IGF1 et IGF2 sont des protéines qui peuvent produites par des tissus normaux (notamment
le foie) mais aussi par le stroma de certains cancers, ou par certaines cellules tumorales
(ex. certaines tumeurs fibreuses solitaires de la plévre sécrétent une substance & activité
IGF a I’origine de crises d’hypoglycémie chez les patients concernés [28,29]). Les IGF et
leurs récepteurs et régulateurs respectifs jouent aussi un réle important dans la croissance
de certains sarcomes comme le sarcome d’Ewing/PNET, [I’ostéosarcome, le

léiomyosarcome ou le thabdomyosarcome [24,30-31].
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L’endogline (CD105) fonctionne comme un composant accessoire du complexe
transforming growth factor-beta receptor (TGFEPr). Elle est impliquée dans le
développement et le remodelage des vaisseaux [32]. Il s’agit d’une glycoprotéine
homodimérique membranaire de 180 kilodaltons, exprimée par les cellules endothéliales
normales mais aussi surexprimée par les cellules endothéliales de certaines tumeurs. Dans
les tumeurs solides, CD105 est pratiquement exclusivement exprimé dans les cellules
endothéliales des vaisseaux péri et intra-tumoraux et/ou dans les cellules du stroma.
Rarement, il peut étre exprimé directement par les cellules tumorales (expression
cytoplasmique). Ceci a notamment été observé dans les méningiomes et certains sarcomes
des tissus mous comme les Iéiomyosarcomes, fibrosarcomes et angiosarcomes [32]. Cette
expression peut &tre mise en évidence par immunohistochimie. L’immunomarquage est
intense dans les tissus avec importante néoangiogénese active alors qu’il est habituellement
absent ou faible dans les vaisseaux des tissus normaux. L’intensité de I’immunomarquage
par les anticorps anti-endogline est souvent proportionnelle a la quantité de microvaisseaux
que contient la tumeur. Cette derniére propriété est été utilisée pour déterminer le niveau
de néoangiogénese intratumorale et sa valeur pronostique éventuelle. Ainsi, chez les
patients porteurs d’un carcinome pulmonaire non-a-petites-cellules, d’un carcinome du
sein, du col utérin, de I’endométre ou de la prostate, une expression intense d’endogline
semble €tre un indicateur de mauvais pronostic [33]. Le développement de substances anti-
endogline (anticorps anti-CD105 couplés a une toxine ou & un produit radioactif) pourrait
constituer une voie prometteuse dans le traitement de certains néoplasies (comme le cancer

du sein) [33].
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La famille du TGFp consiste en 5 peptides (TGF1 & 5) qui participent aux processus de
croissance et de différenciation cellulaire, y compris la formation de la matrice
extracellulaire, I’angiogenese et le développement de la chimiotaxie des fibroblastes. In
vitro, les TGFf stimulent de facon prédominante la prolifération des cellules
mésenchymateuses et inhibent la croissance des cellules épithéliales. In vivo, ils agissent
surtout comme inhibiteurs de la croissance cellulaire [24]. Toutes les lignées cellulaires
immunitaires ; lymphocytes B et T, cellules dendritiques et macrophages sécrétent du
TGFp qui régule négativement leur prolifération, différentiation et activation par d’autres
cytokines. Il y a deux types de récepteurs TGEp, les récepteurs 1 et 2 qui correspondent
respectivement a des glycoprotéines trans-membranaires de 53 et 75 kd, avec une activité
sérine-thréonine kinase. L’activation des récepteurs au TGFf} entraine une cascade de
signalisation intracellulaire qui fait intervenir, notamment, des effecteurs de la famille
Smad. Ces derniers sont des régulateurs de la transcription de génes impliqués dans le
cycle cellulaire comme p21 [34]. Chez I’homme, i a ét¢ démontré qu’un
dysfonctionnement de la cascade de signalisation induite par TGFP intervenait dans la
génese du carcinome du pancréas, au travers notamment d’une inactivation de Smad4 [35].
Les données concernant le role de TGFf et de ses récepteurs dans la géneése et la

croissance des tumeurs conjonctives demeurent encore tres limitées.

C-MET est une protéine a activité tyrosine kinase, produit du géne MET situé sur le
chromosome 7 (7q31), dont le ligand est le facteur de croissance des hépatocytes
(hepatocyte growth factor, appelé aussi scatter factor - HGF/SF) [36]. C-MET est composé
d’une chalne a qui se situe 2 la surface de la cellule et d’une chaine 8 trans-membranaire.

La chaine [} se caractérise par un site extracellulaire destiné au ligand HGF/SF, et une
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activité kinase intracellulaire. Le ligand HGF/SF est produit surtout par des cellules
mésenchymateuses comme les fibroblastes, les cellules musculaires lisses, mais aussi les
cellules gliales, les macrophages et les lymphocytes T [37]. Au travers de son activation
(par autophosphorylation), C-MET intervient dans la prolifération, la différenciation et la
motilité cellulaire [38]. La dérégulation de C-MET dans les tumeurs peut étre ligand-
dépendante (exemple : production anormalement exagérée de HGF et du récepteur par la
tumeur, réalisant une boucle autocrine) ou ligand-indépendante (exemple : surexpression
de MET par la tumeur). Une surexpression de C-MET peut s’effectuer au travers de
plusieurs méchanismes : amplification du gene, mutations activatrices (comme pour le
geéne KIT), création d’un géne de fusion avec transcription du géne chimérique (exemple :
le gene chimérique TPR-MET dans certaines lignées d’ostéosarcome [37]) ou d’un défaut
de régulateurs «négatifs ». La surexpression de C-MET peut aussi résulter d’une
transactivation par d’autres récepteurs membranaires comme certaines intégrines, CD44, et
EGF [37]. Une expression augmentée de C-MET a été observée dans de multiples
cancers comme certains carcinomes de la thyrotde, du colon, du pancréas ou des ovaires,
ainsi que dans certaines tumeurs conjonctives des os [37,39] et des tissus mous (ex. ,
rhabdomyosarcome, sarcome de Kaposi) [37,40,41]. L’activation de C-MET est souvent
associée a des tumeurs de haut grade et de mauvais pronostic [42], notamment en ce qui
concerne certains carcinomes de haut grade des glandes salivaires [43] et le lymphome B
diffus a grandes cellules [44]. En 2003, une étude portant sur 115 sarcomes des tissus mous
a montré une corrélation significative entre, d’une part, I’'immunoexpression de C-MET et,
d’une part, le grade de la tumeur (les tumeurs exprimant le plus C-MET étant de grade 3)
et la densité en microvaisseaux intra-tumoraux, laissant supposer que la protéine MET

pourrait avoir une fonction angiogénique [41].
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La famille des « Fibroblast Growth Factors » (FGF) comporte 10 membres qui jouent un
role important dans la croissance des cellules mesenchymateuses normales et tumorales et
dans la stimulation de I’angiogenéese. Une caractéristique commune aux FGF est leur haute
affinité pour I’héparane-sulfate et les protéoglycans héparane-sulfates. La famille des
récepteurs au FGF qui comprend 5 membres (Fig. 1), se caractérise par une activité
tyrosine kinase et peuvent partager plusieurs ligands. Les récepteurs au FGF (FGFr)
partagent une méme structure, comprenant un segment extracellulaire composé de 3
boucles avec ponts disulfures, un domaine similaire aux immunoglobulines, un seul
domaine trans-membranaire, un domaine juxta-membranaire, 2 sites tyrosines kinase et
une extrémité C-terminale avec un domaine d’autophosphorylation [24]. Plusieurs types
d’altérations des récepteurs au FGF (ex. amplification du récepteur, épissage alternatif,
etc..) a caractere oncogénique ont été décrites dans les leucémies myéloides aigues, les
lymphomes, et certains carcinomes gastriques, mammaires et de la prostate [45]. Ainsi une
coexpression de FGF7 et de son récepteur était significativement associée a un mauvais
pronostic dans I’adénocarcinome pulmonaire [46]. L’expression des FGF/FGFr a été peu
explorée dans les tumeurs des tissus mous. En 1998, Tamiya et al. [47] ont examiné 17
tumeurs des tissus mous et ont mis en évidence, par hybridation in situ, une expression de

FGF et de FGFr dans certains léiomyosarcomes et sarcomes synoviaux.

Le récepteur aux neurotrophines p75 (P75NTR) est un récepteur qui ne posséde pas
d’activité kinase et appartient a la famille des récepteurs au TNF (tumor necrosis factor).
La liaison du NGF (nerve growth factor) a ses récepteurs NTRK1 (appelé aussi TRKA) et

p75NTR active une cascade d’évenements intracellulaires avec, a terme, un impact sur la
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régulation de la croissance, de la différenciation, de la survie et de la réparation du systéme
nerveux [48,49]. Toutes les neurotrophines (et pas seulement NGF) lient le récepteur p75
avec faible affinité [49]. P7SNTR transmet des signaux positifs et négatifs tandis que le
récepteur TRK1 ne transmet que des signaux positifs favorisants la survie et la croissance
cellulaire. Dans le cancer du sein, la neurotrophine NGF est un stimulateur important de la
survie et de la croissance des cellules tumorales. NGF est produit directement par les
cellules cancéreuses et son action est transmise via les récepteurs NTRK1 et p75NTR [50].
En 2001, Astolfi et al [51] ont montré que les rhabdomyosarcomes étaient capables de
produire du NGF et de montrer une expression accrue des récepteurs au NGF, laissant
supposer que l'utilisation d’anticorps anti-NGF pourrait rompre la boucle
d’autostimulation. Une étude immunohistochimique récente portant sur 1150 tumeurs a
montré que les dermatofibrosarcomes protubérants, les rhabdomyosarcomes
embryonnaires et alvéolaires et les sarcomes synoviaux ainsi que certaines tumeurs
nerveuses comme les tumeurs a cellules granuleuses, les schwannomes bénins et malins,
les neurofibromes, et les ganglioneuromes exprimaient p75NTR [52], confortant les
résultats d’une étude plus ancienne [53]. Dans I’étude de Fanburg-Smith et al. [52], les

GISTs n’exprimaient pratiquement jamais p75SNTR.

RET est un récepteur doué d’une activité tyrosine kinase, dont les neurotrophines
constituent les ligands exclusifs. Le gene RET se situe sur le chromosome 10 (10q11.2).
Les ligands appartiennent a la famille des facteurs neurotrophiques des lignées cellulaires
gliales (glial-cell line derived neurotrophic factor - GDNF). Ces ligands comprennent le
GDNF, la neurturine, I’artemine and la persefine [48,54]. Le récepteur RET comprend un

domaine extracellulaire, un domaine trans-membranaire et un domaine tyrosine kinase.
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RET intervient dans le développement des reins, du systéme digestif et dans la
différenciation et la survie des neurones. Certains réarrangements chromosomiques et/ou
mutations de RET sont a l'origine d’une dimérisation du récepteur avec activation
concomitante de 1’activité kinase. Le carcinome papillaire de la thyroide constitue le
prototype du cancer dans lequel on observe des réarrangements de RET, alors que des
mutations somatiques activatrices de RET sont classiquement observées dans le carcinome
médullaire de la thyroide, et notamment dans les carcinomes médullaires familiaux ou
ceux survenant dans le cadre des néoplasies endocriniennes multiples de type 2A et 2B
(MEN 2A et MEN2B) [45,48]. Il n’existe pratiquement pas de données dans la littérature

quant a I’expression de RET dans les tumeurs mésenchymateuses.

Patients, matériel et méthodes

A Sélection des patients

104 patients non consécutifs porteurs d’une GIST potentielle du tube digestif, du
mésentére, de 1’épiploon et/ou du rétropéritoine ont été identifiés a partir des filieres de
I'Institut Universitaire de Pathologie de Lausanne durant la période allant du 1% janvier
1977 au 31 décembre 2001. 24 patients (23%) ont été exclus de I’étude pour les raisons
suivantes (Fig. 4.): 1 — la tumeur ne correspondait pas morphologiquement a une GIST
(n=6), 2 — la tumeur ne correspondait pas a une tumeur primaire mais a une récidive locale
ou a une métastase a distance (foie, ganglions) (n=6), 3 — Le matériel & disposition était
insuffisant (ex. biopsies sous CT scan) ou inadéquat (fixation inappropriée) pour effectuer
I’étude immunohistochimique (n=12). A terme, 80 patients porteurs d’une GIST primaire
ont été retenus pour I’étude. Les 24 patients éliminés présentaient des caractéristiques

cliniques (age, taille, sexe, si¢ge de la tumeur) similaires a ceux retenus dans 1’étude.
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Pour tous les patients retenus pour 1'étude, les données cliniques suivantes ont &té
colligées a partir des dossiers médicaux et des médecins contactés : Age au moment du
diagnostic, sexe, localisation de la tumeur, taille de la tumeur, modalités thérapeutiques,
présence ou absence d’une dissémination intra-péritonéale et/ou de métastases a distance
au moment du diagnostic, et suivi clinique.

Les patients qui présentaient des métastases a distance (foie, ganglions lymphatiques) ou
une dissémination péritonéale de la maladie (sous la forme de un ou plusieurs nodules
péritonéaux séparés de la tumeur primaire) au moment du diagnostic ont été considérés
comme métastatiques d’emblée. La récidive locale a été définie comme la réapparition
d’une tumeur intra-abdominale aprés exérése macroscopiquement compléte de la tumeur
initiale. Une maladie tumorale intra-abdominale réapparaissant aprés une exérese initiale

incomplete a été considérée comme une poursuite évolutive.

B Matériel et méthodes

Pour chaque patient, les coupes histologiques colorées par 1’hématoxyline-éosine
représentatives de chaque tumeur primaire ont été revues par deux pathologistes (PR et
LG). Entre 1 et 25 lames par cas (médiane: 8) étaient a disposition pour la revue
histologique.

Pour les 80 tumeurs examinées, des coupes supplémentaires ont été confectionnées et
étudiées avec les anticorps répertoriés dans le Tableau 1, dont 4 anticorps dirigés contre
des récepteurs a activité tyrosine kinase (IGFr, FGFr, C-MET et RET), un anticorps dirigé
contre un récepteur sérine-thréonine kinase (TGFfr (type 1), un anticorps dirigé contre le

CD105 (endogline), une glycoprotéine membranaire associée au récepteur du TGFp, et un

anticorps dirigé contre la protéine membrannaire gp75 qui est un récepteur au NGF. Cette
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derniere protéine, qui appartient a la famille des récepteurs au TNF (tumor necrosis

factor), ne possede pas d’activité kinase propre.

L’immunomarquage pour CD34, CD117 (c-kit), actine musculaire lisse, desmine, protéine
S100, chromogranine A, synaptophysine, énolase spécifique des neurones (NSE), et la
PGP-9.5 (protein gene product - 9.5) a été€ effectué en utilisant la méthode ABC (avidine-
biotine-complexe)-peroxydase de Hsu et al. [55]. Les coupes tissulaires ont fait 1’objet
d’un démasquage antigénique préalable par la chaleur (four micro-ondes) durant 15
minutes pour tous les anticorps testés a ’exception du CD117. Les vaisseaux, les nerfs, les
mastocytes interstitiels et les cellules de Cajal de la paroi digestive adjacente a la tumeur
ont été utilisés comme contrdles internes positifs. Les controles négatifs ont été effectués
en remplagant I’anticorps primaire spécifique par un antisérum non immun. Le
chromogéne utilisé a été€ la diaminobenzidine. Les lames ont été ensuite contre-colorées
avec I’hématoxyline de Mayer, déshydratées dans des alcools de degrés croissants puis

recouvertes de Tissue-Teck™ et d’une lamelle protectrice.

Les immunomarquages anti-récepteurs aux facteurs de croissance ont été effectués comme
suit : les coupes tissulaires ont été montées sur des lames préalablement enrobées de 3-
aminopropylthriethyoxy-silane et séchées une nuit a température ambiante. Par la suite,
elles ont été déparaffinées dans du xyléne, bloquées pour la peroxydase endogeéne (en
utilisant un mélange de peroxyde d’hydrogene 0,1% et de méthanol pendant 30 minutes) et
réhydratées dans de 1’éthanol de degrés décroissants (94°/70°/40°). Les antigénes (IGF-1r,
FGFr, C-MET, NGFr/gp75, CD105, TGFfr-type 1, RET) ont été démasqués en chauffant

les lames pendant 15 minutes au four & micro-ondes en présence d’EDTA (0,01 mmol/l,
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pH 7.5). Pour éviter une réaction immunologique aspécifique, les coupes ont ét€ au
préalable incubées avec un sérum non immun de cheval (dilution 1/30). Par la suite, elles
ont été incubées avec les anticorps primaires pendant 40 minutes, puis mises en présence
de 1’anticorps secondaire pendant 30 minutes a température ambiante (anticorps de cheval
anti-souris dilué a 1/200 ; laboratoire Vector; BA 2000), puis, finalement, incubées
pendant 30 minutes avec le complexe ABC-peroxydase (laboratoire Vector ; ABC Vector
PK-4000) préparé selon les recommandations du fabricant, La diaminobenzidine a été
utilisée comme chromogene. Les lames ont été ensuite contre-colorées avec
I’hématoxyline de Mayer, déshydratées dans des alcools de degrés croissants puis
recouvertes de Tissue-Teck™ et d’une lamelle protectrice.

Pour les immunomarquages anti-récepteurs aux facteurs de croissance, les contrdles
positifs externes ont consisté en des tissus appropriés connus pour réagir avec 1’anticorps
utilisé, en harmonie avec les recommandations des fabricants. Les contrdles négatifs ont
été effectués en remplacant 1’anticorps primaire spécifique par du sérum dilué non-
spécifique. Les cellules endothéliales ont servi de témoin interne lors des
immunomarquages par 1’anticorps anti-CD105. Pour chaque immunomarquage positif, les
données concernant 1’intensité (0: pas de réactivité, + : réactivité faible, ++ : réactivité
modérée, +++ : réactivité forte) et 1’étendue (marquage focal versus diffus) du marquage
ont été collig€es. Les figures 5A et 5B illustrent un exemple de marquage respectivement
positif (Fig. 5SA) et négatif (Fig. 5B) pour CD105. La figure 6 illustre un immunomarquage

positif pour C-MET.

C Analyses statistiques
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Les variables suivantes ont été étudiées pour leur valeur pronostique potentielle (analyses
univariées): la taille de la tumeur, sa localisation, I’index mitotique, la nécrose tumorale, la
cellularité, le sytéme de grade histologique consensuel de Fletcher et al. [1] (Tableau 2), et
les immunomarquages pour le CD34, l'actine musculaire lisse, la desmine, la protéine
S100, la protéine PGP 9.5, I'énolase spécifique des neurones (NSE), le CD56 (N-Cam), et
tous les récepteurs aux facteurs de croissance investigués. Le degré d’association entre les
variables a été évalué en utilisant le test du y* de Pearson ou le test exact de Fisher, selon
les besoins. La méthode de Kaplan-Meier [56] a été utilisée pour calculer la survie globale
(disease specific survival des anglophones) et la survie sans récidive de la maladie
(disease-free survival). La date du diagnostic a été considérée comme la date de départ. Le
temps de survie globale a été défini comme le temps écoulé entre la date du diagnostic et la
date du déces, ce dernier devant &tre 1i€ a la maladie. Le temps de survie sans maladie
correspondait au temps écoulé entre la date du diagnostic et la date de survenue de la
premicre rechute de la maladie, qu’elle soit locale ou 2 distance. Les courbes de survie ont
été comparées en utilisant le test du log-rank. Une valeur de p < 5% a été retenue comme
statistiquement significative, avec un intervalle de confiance fixé a 95%. Les patients dont
le déces n’était pas directement li€ a la tumeur ont été censurés. Des études multivariées
basées sur le modele de Cox [57] ont été réalisées pour identifier les facteurs pronostiques
les plus importants. L’entrée des variables dans le modele s’est faite par étapes, les
variables retenues étant celles qui avaient obtenu une valeur de p< 5% en analyses
univariées. Les résultats des études multivariées ont été€ donnés en terme de risque relatif,
avec des intervalles de confiance fixés a 95%. Les études univariées et multivariées ont été

réalisées en utilisant le logiciel JMP version 4.0.4 (JMP, SAS Institute Inc., Cary, NC).



20

Résultats

A Données cliniques

Les principales caractéristiques anatomo-cliniques concernant les patients et leurs tumeurs
sont résumées dans le Tableau 3. Sept tumeurs (8.7%) étaient de siege extra-digestif,
localisées dans le mésentére, le grand épiploon, et la racine du mésentere. 20 tumeurs ont
été considérées comme métastatiques d'emblée en raison de la présence au moment du
diagnostic de un ou plusieurs nodules péritonéaux additionnels (14 patients), de métastases
a distance (foie, ganglions lymphatiques) (2 patients) ou des deux (4 patients). Toutes
tumeurs confondues, la taille tumorale variait entre 0.5 et 30 cm (médiane : 6 cm). 35
tumeurs (44.3%) présentaient un diametre maximal <5 cm et 20 tumeurs (25.3%)

présentaient un diametre >10cm.

B Données anatomo-pathologiques

Les principales caractéristiques microscopiques sont données dans le Tableau 4. Les GISTs
ont été classées sur le plan histologique en tumeurs composées essentiellement (>75%) de
cellules fusiformes (Fig. 7), de cellules rondes (Fig. 8), ou de cellules épithélioides (Fig.
9B), ou bien de tumeurs constituées de plusieurs types cellulaires a la fois. Dans certaines
tumeurs a cellules fusiformes, les noyaux des cellules avaient tendance a se disposer en
palissades, rappelant les nodules de Verocay du schwannome, ou bien le cytoplasme
contenait une vacuole qui se disposait électivement a 'une des extrémités du noyau, leur
conférant un aspect «en ampoule » (Fig. 9A). Certaines GISTs avaient un aspect
épithéliotde (Fig. 9B). et contenaient parfois aussi un nombre variable de cellules géantes
multinucléées dans lesquelles les noyaux avaient tendance a se disposer en couronne a la

périphérie de la cellule. Sept (8.75%) tumeurs contenaient des atypies cellulaires diffuses
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(1 cas) ou focales (6 cas) ou des foyers de cellules nettement pléomorphes, et 3 (3.75%)
contenaient des images d’embolies vasculaires tumorales. 29 tumeurs (36.25%)
contenaient des foyers de nécrose. Le nombre de mitoses pour 50 champs microscopiques
au fort grossissement variait entre 0 et 120 (médiane : 4 mitoses; moyenne : 18 mitoses).
Le nombre de mitoses pour 10 champs microscopiques au fort grossissement variait entre O
et 36 (médiane: 2 mitoses; moyenne : 5.6 mitoses). La distribution des tumeurs en
fonction de leur cellularité et de leur grade histologique selon le systéme consensuel de
Fletcher et al. [1] est donnée dans le tableau 4. La tumeur infiltrait (avec ou sans
ulcération) la muqueuse digestive dans 31 des 67 cas (46.2%) évaluables. Les bords de la

tumeur étaient bien délimités dans 69 cas (88.5%) sur 78 évaluables.

Les résultats de 1’étude immunohistochimique sont résumés dans le Tableau 5. Six (7.5%)
GISTs n'exprimaient pas le CD117 en dépit d'une morphologie typique. De méme, 10%
des GISTs n'exprimaient pas le CD34. Parmi les 6 GISTs négatives pour le CD117, une
seule était aussi négative pour le CD34. Cette tumeur siégeait dans l'estomac, mesurait 1
cm de diametre maximal et entrait dans la catégorie des tumeurs "very low risk" dans le
systtme de grade histologique consensuel de Fletcher et al. [1]. Les 5 autres tumeurs
négatives pour le CD117 si¢geaient dans 1'estomac (n=3), le duodénum (n=1) et 1'épiploon
(n=1). Les 8 tumeurs qui n'exprimaient pas le CD34 étaient constituées majoritairement de
cellules fusiformes (6 cas sur 8) et appartenaient aux catégories des tumeurs de tres faible
risque (n=3), de faible risque (n=1), de risque intermédiaire (n=2) et de haut risque (n=2)
dans le systéme de grade histologique consensuel de Fletcher et al. [1]. Elles siegeaient
dans l'estomac (n=2), l'intestin gréle (n=5) et le mésentere/épiploon (n=1). Le marquage

pour 1'énolase spécifique des neurones était typiquement "en aires" lorsqu'il était focal,
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avec une alternance de zones marquées et de zones non marquées, alors que le marquage
pour la protéine Protein Gene Product 9.5 était principalement diffus et le plus souvent
intense. La chromogranine-A et la synaptophysine n'étaient pratiquement pas exprimées.
Parmi les récepteurs aux facteurs de croissance, seul CD105 était exprimé clairement dans
les cellules tumorales sous la forme d'un marquage cytoplasmique diffus (Fig. 5A) ou
focal, s’accompagnant souvent d’un renforcement membranaire. Les cellules endothéliales
(qui expriment constitutionnellement CD105) étaient toujours marquées et ont servi de
témoin interne pour ce marqueur (Fig. SA et 5B). Sur les 80 GISTs soumises a I’anticorps
anti-CD105, 40 n’exprimaient pas CD105 (Fig. 5B), 21 présentaient un marquage de faible
intensité, 11 un marquage d’intensité modérée et 8 un marquage de forte intensité (Fig.
5A). 1l n’y avait pas de relation entre ’intensité d’expression de CD105 et la taille de la
tumeur (<5cm versus >5 cm ; p=0.79), son siége et la présence ou non de nécrose (p=0.8).
En revanche, il existait une relation entre 1’intensité du marquage et le nombre de mitoses
(p=0.0015 ; n=80) ; plus le nombre de mitoses était élevé, plus le marquage par CD105
était intense (Fig. 11). Il existait aussi une relation entre le grade selon Fletcher et al. et
I’expression de CD105 (plus le grade était élevé, plus la tumeur exprimait CD105 ;
=0.029). De méme, les tumeurs les plus cellulaires tendaient a montrer une
immunoexpression accrue de CD105 (p=0.078). Aucune relation n’a été observée entre le
mode d’expression (focal versus diffus) et la taille de la tumeur, le nombre de mitoses, la
densité cellulaire ou le grade selon Fletcher et al..
Pour C-MET, 72 résultats étaient interprétables. 38 (52%) GISTs exprimaient le récepteur
C-MET, incluant 24 tumeurs qui I’exprimaient faiblement et 14 tumeurs qui I’exprimaient
avec une intensité modérée (Fig. 6). Aucune tumeur n’exprimait fortement C-MET

(focalement ou diffusément). Il n’y avait pas de relation entre I’intensité d’expression de
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C-MET et la taille de la tumeur (<5cm versus >5 cm; p=0.79, n=72), son siege, la
présence ou non de nécrose (p=0.8), I'intensité de 1’activité mitotique (p=0.39), la densité
cellulaire (p=0.09) et le grade selon Fletcher et al. (p=0.8).

25% des GISTs exprimaient le récepteur gp75 au NGF, 17.5% le récepteur 1 du TGFf, et
36.25% le récepteur RET. Il n’y avait pas de relation significative entre 1’expression de ces
trois derniers marqueurs et les facteurs anatomo-cliniques comme la taille et le si¢ge de la
tumeur, la présence de nécrose, le nombre de mitoses, la densité cellulaire, et le grade

selon Fletcher et al. .

C - Evolution des patients et analyses statistiques

Les données de survie ont pu étre collectées pour les 80 patients (Tableaux 3 et 3bis). Le
suivi clinique variait entre 1 semaine et 228 mois (médiane: 48 mois ; moyenne: 55.1
mois). 20 patients ont été considérés comme métastatiques au moment du diagnostic. Dix
huit d'entre eux présentaient une dissémination intrapéritonéale de la maladie au moment
du diagnostic, indépendamment de la présence ou non de métastases a distance. Parmi ces
dix-huit malades, 3 d'entre eux présentaient des métastases hépatiques synchrones et un
quatricme patient présentait une métastase ganglionnaire concomitante. Deux patients
avaient des métastases hépatiques au moment du diagnostic sans étre accompagnées de
dissémination intrapéritonéale de la maladie.

21 patients (27.3%) sont décédés de leur maladie entre 1 mois et 69 mois (médiane : 22
mois ; moyenne ; 23.5 mois) apres le diagnostic. Parmi les 60 patients qui présentaient une
maladie localisée au moment du diagnostic, 9 ont développé une ou plusieurs métastases a
distance au cours de I’évolution de la maladie, entre 2 et 42 mois apres le diagnostic

(médiane : 14 mois ; moyenne : 15 mois). Ces métastases se situaient dans le foie (n=7),
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les ganglions (n=1) et les ganglions et ’os (n=1). 9 patients ont développé des récidives
locales « vraies » (c’est-a-dire aprés exérése macroscopiquement compléte préalable de la
tumeur primaire), entre 8 et 54 mois apres le diagnostic (médiane : 23 mois ; moyenne :

30.4 mois).

Analyses univariées

Les survies globales (disease-specific survivals) pour le groupe des 60 patients avec
maladie localisée au moment du diagnostic et pour le groupe des 20 patients métastatiques
au moment du diagnostic sont montrées dans la Fig. 12. 88.4% des patients avec maladie
localisée au moment du diagnostic étaient en vie a 5 ans contre 23.7% des patients
métastatiques au moment du diagnostic. La médiane de survie globale était de 22 mois

pour les patients métastatiques au diagnostic.

Lorsque la totalité des patients était prise en considération (patients métastatiques et non
métastatiques au moment du diagnostic), les facteurs associés a une réduction significative
de la survie globale étaient les suivants: un grade histologique consensuel (Fletcher et al.
[1]) élevé (40.9% des patients porteurs d'une tumeur de haut risque €taient vivants 2 5 ans
versus 97.1% pour ceux qui étaient porteurs d'une tumeur qui n'était pas de haut risque;
p<0.0001), une densité cellulaire élevée (90.9% des patients porteurs d'une tumeur de
densité cellulaire basse étaient vivants & 5 ans contre 51.3% pour les patients porteurs d'une
tumeur de densité cellulaire haute; p<0.0001) (Fig. 13), un nombre de mitoses >5/50
champs (97.3% des patients porteurs d'une tumeur dont le nombre de mitoses était <5 pour

50 champs étaient vivants a 5 ans versus 35.8% pour les tumeurs ayant un nombre de
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mitoses >5/50 champs; p<0.0001), la présence de nécrose tumorale (p<.0001), une taille
tumorale >8cm (p=0.02), une localisation tumorale extra-digestive (p=0.029), une
infiltration de la muqueuse digestive (p=0.013). L'expression de protéine S100 (tumeurs
négatives versus tumeurs positives) était aussi associée a une survie globale
significativement raccourcie (p=0.0001) de méme qu'une immunoexpression de CD105
(88.5% de survie a 5 ans pour les tumeurs négatives pour CD105 versus 51.9% pour les
tumeurs positives; p=0.0001) (Fig. 14). Il existait aussi une relation entre ’intensité de
I’expression de CD105 et la survie globale (p=0.0005 ; n=80). Bien que la différence ne
soit pas significative, I'immunoexpression du récepteur au TGFf tendait aussi & &tre
associée a une survie plus courte (p=0.074 ; n=80). L'immunoexpression du récepteur C-
MET et du récepteur gp75 au NGF n'étaient pas des facteurs pronostiques significatifs. Il
n’y avait pas, non plus, de relation entre I’intensité de I’expression de C-MET et la survie

globale (p=0.3 ; n=72).

Les facteurs associés a une réduction significative de la survie globale des patients avec
une GIST localisée au moment du diagnostic étaient les suivants : un grade histologique
élevé (p<0.0001), une densité cellulaire élevée (p=0.0021), un nombre de mitoses >5/50
champs (p<0.0001), une immunoexpression de CD105 (96.4% de survie a 5 ans pour les
tumeurs négatives pour CD105 versus 77.9% pour les tumeurs positives; p=0.012) (Fig.
15), un marquage d’intensité modérée ou marquée pour CDI105 (p=0.014), une
immunoexpression de C-MET (100% de survie a S ans pour les tumeurs négatives pour C-

MET versus 78.7% pour les tumeurs positives; p=0.02, n=53) (Fig.16), et une absence
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d'immunoexpression de RET (100% de survie a 5 ans pour les tumeurs positives pour RET
versus 82.4% pour les tumeurs négatives; p=0.048). L'expression de CD105 était aussi
associée a une réduction significative de la survie sans récidive de la maladie (DES)
(p=0.0094) (Fig. 17). L’intensité de marquage pour C-MET n’était significativement pas

associée a la survie globale (p=0.06).

En dépit de la présence de métastases au diagnostic qui réduisait considérablement la
survie de ces patients, les facteurs associés a une réduction significative de cette survie
globale étaient les suivants: une densité cellulaire élevée (p=0.0054), un nombre de
mitoses >5/50 champs (p=0.0025), une immunoexpression de CD105 (p=0.0025) (Fig. 18)
avec un marquage intense (p=0.007). Une immunoexpression du récepteur C-MET (mais
non lintensité de marquage) était associée, plus faiblement, avec une survie globale
raccourcie (p=0.026, n=19). Les autres récepteurs aux facteurs de croissance étudiés, le
grade histologique selon Fletcher et al. (p=0.06), la taille de la tumeur (<5cm versus >5
cm), et la présence ou non de nécrose n'étaient pas associés significativement a la survie

dans ce sous-groupe de patients.

Analyses multivariées (n=80)
L’analyse multivariée portant sur la survie globale et incluant tous les parameétres
pronostiques importants identifi€s lors des études univariées comme la taille de la tumeur

(£5cm versus >5cm), la présence ou non de nécrose, 1’age (variable continue), la densité

cellulaire (haute vs basse), le nombre de mitoses/50hpf (<5 vs 6-10 vs >10 mitoses), le
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grade selon Fletcher et al., la dissémination métastatique au diagnostic (présente vs
absente), I’expression de CD105 (présente vs absente), et I’expression de C-MET (P,réSént,e
vs absente) a montré que la présence de métastase(s) au diagnostic, un nombre de mitoses
>5/50 hpf, une immunoexpression de CD105 et la présence de nécrose tumorale étaient les
facteurs pronostiques indépendants les plus importants (Fig. 19). Bien que de valeur
pronostique en analyses univariées, la densité cellulaire, le grade selon selon Fletcher et al.
et la taille tumorale n’ont pas été retenus dans le modele comme ajoutant une information

pronostique supplémentaire.

Discussion

Les GISTs peuvent &tre considérées actuellement comme des tumeurs spécifiques a
I’appareil digestif, péritoine et €piploon compris. Alors qu’auparavant, ces tumeurs étaient
classées en tumeur bénignes, de malignité intermédiaire et malignes, on sait aujourd’hui
qu’elles sont toutes potentiellement malignes, capables de récidiver et de donner des
métastases (notamment au niveau du foie) et ce, quelle que soit leur taille (méme des
tumeurs <lcm peuvent métastaser) et leur aspect microscopique [1,6].

De nombreux facteurs interviennent dans la naissance, la croissance, la différenciation et le
maintien des proliférations tumorales mésenchymateuses. Les récepteurs aux facteurs de
croissance, et notament ceux a activité tyrosine kinase, sont d’une grande importance, et
ceci est particulierement vrai pour les GISTs [1-10,45,58]. Dans les 10 dernieres années, il
a été démontré que deux d’entre eux, KIT et PDGFRA intervenaient majoritairement dans
le développement et la croissance des GISTs digestives et extra-digestives [4-7,58].
L’intervention d’autres facteurs comme les récepteurs & peptides est possible, voire

probable, mais a été peu explorée dans la littérature [59].
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Dans notre étude immunohistochimique, 6 GISTs (7.5%) n’exprimaient pas le CD117 mais
présentaient néanmoins un aspect morphologique typique et, par ailleurs, un profil
immunohistochimique compatible avec ce diagnostic. Ces tumeurs n’ont pas été exclues du
collectif car I’on sait maintenant qu’il existe environ 5% des GISTs qui n’expriment pas le
CD117 [6,20]. Par ailleurs, le profil immunohistochimique des GISTs examinées était tout
en fait en harmonie avec les données de la littérature, notamment en ce qui concernait la
proportion de tumeurs positives pour chaque anticorps testé [1-6,60-62].

Les GISTs de notre collectif étaient toutes négatives pour le récepteur 1 a I'lGF (100%), et
majoritairement négatives pour le récepteur au FGF (92.5%) et pour le récepteur au TGFf
(type 1) (82.5%). 75% et 62.5% respectivement des GISTs n’exprimaient pas les
récepteurs p75NTR et RET. Ceci suggere que ces récepteurs n’ont probablement pas une
importance capitale dans la croissance des GISTs.

En revanche, 50% et 52% des GISTs exprimaient respectivement CD105 et C-MET,
laissant présager que ces deux récepteurs pourraient avoir un role important dans la
croissance tumorale. Concernant CD105, le marquage des cellules tumorales était
cytoplasmique, focal ou diffus, avec parfois un renforcement membranaire. Une revue de
la littérature montre que, hormis les cellules endothéliales, CD105 (endogline) peut &tre
exprimée dans le cytoplasme de certaines tumeurs, notamment dans certains méningiomes,
léiomyosarcomes, fibrosarcomes et angiosarcomes [32]. En revanche, aucune donnée
n’existe concernant I’expression de CD105 par les GISTs. De facon inattendue, les
tumeurs de notre collectif qui exprimaient CD105 avaient une plus mauvaise évolution que
celles qui ne I’exprimaient pas. Cette différence pronostique était présente quelle que soit

les sous-populations de patients étudiées: population totale de patients et sous-groupe de
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patients avec maladie localisée au diagnostic. La différence pronostique était aussi visible
lorsque 1'on considérait la survie sans récidive de la maladie (disease-free survival). Plus
intéressant encore, cette mauvaise influence de I’expression de CD105 était aussi observée
dans le sous-groupe des patients qui étaient métastatiques au moment du diagnostic; les
patients avec une tumeur CD105 positive présentant une survie globale significativement
plus courte que ceux qui avaient une tumeur CD105 négative. Au vu de ces données,
I’expression de CD105 semble €tre un facteur pronostique d’intérét. Ceci semble se
confirmer par l'analyse multivariée. Cette derni¢re, qui incluait tous les facteurs possédant
une valeur pronostique significative en anaylses univariées, a montré que la présence d’une
dissémination métastatique au diagnostic, un nombre de mitoses >5/50 hpf, une expression
de CD105 et la présence de nécrose étaient les facteurs pronostiques les plus importants.
Cette analyse permet donc de retenir I'expression du CD105 comme un facteur pronostique
indépendant et défavorable, et d'éliminer un facteur confondant comme I'activité mitotique.
Comme CD105 est une protéine appartenant au complexe de liaison du récepteur au TGFf3,
il est possible que TGFf joue en fait un role important dans le maintien ou la stimulation
de la prolifération tumorale des GISTs via par exemple CD105. Peu de tumeurs (17.5%) de
notre étude exprimaient le récepteur au TGFf. Si l'on compare néanmoins la survie des
patients dont la tumeur exprimait le récepteur au TGFP a ceux dont la tumeur ne
l'exprimait pas, il existe une tendance pour les patients exprimant le récepteur au TGFf de
type 1 a avoir une plus mauvaise évolution méme si la différence n'est pas significative
(p=0.07). Ainsi, le TGFp et certaines protéines associées aux récepteurs du TGF} comme
CD105 pourraient jouer un rdle significatif dans la croissance des GISTs et/ou leur
évolution vers des degrés de malignité plus élevés. Ceci est en accord avec la relation

étroite qui existe entre l'expression de CD105 et l'activité mitotique (<5 versus >5
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mitoses/50 hpf) (p=0.003). Comme attendu, les tumeurs les plus cellulaires sont aussi
celles qui expriment volontiers CD105 (p=0.07). En revanche, il n'y a pas de relation
évidente entre la taille de la tumeur (<5 cm vs >5 cm) et I'expression de CD105 (p=0.49),
en accord avec la notion selon laquelle n'importe quelle GIST, quelle que soit sa taille, peut

avoir une évolution maligne.

C-MET est un récepteur tyrosine kinase dont le ligand est le facteur de croissance des
hépatocytes. Ce récepteur est exprimé dans le cytoplasme de plus de la moitié des GISTs,
de manicre focale ou diffuse. Dans le sous groupe des patients non métastatiques au
diagnostic, I'expression du récepteur C-MET est un facteur de mauvais pronostic avec une
survie globale significativement raccourcie (p=0.02) chez ces patients. De méme, chez les
patients métastatiques au moment du diagnostic, l'expression du récepteur C-MET
s'associe aussi a une mauvaise évolution (p=0.026). Une expression augmentée de C-MET
a été observée dans de multiples cancers, y compris certaines tumeurs des tissus mous (ex.
rhabdomyosarcome, sarcome de Kaposi) [37,40,41]. Comme pour les GISTs, l'expression
de C-MET semble s'observer plus volontiers dans les tumeurs de haut grade et de mauvais
pronostic [41]. Ainsi, comme pour CD105, C-MET pourrait constituer une cible potentielle
pour un traitement ciblé et l'utilisation de médications anti-tyrosine kinase chez les patients

porteurs de GISTs de haut risque.

Ces données préliminaires doivent néanmoins étre confirmées sur une plus grande série de
patients, traités de facon homogene. Si cette hypothése de travail est vraie, 1'utilisation de
substances bloquant la production de TGEf (par les cellules tumorales ou les cellules du

stroma) ou bloquant les récepteurs au TGFP comme CD105 pourrait avoir un intérét.
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Certains experts pensent que I’imatinib mésylate pourrait étre administré comme thérapie
adjuvante aux patients présentant des tumeurs de trés mauvais pronostic, ¢’est a dire a haut
risque de récidive locale et/ou de dissémination métastatique. Le grade selon Fletcher et al.
[1] est, pour I’instant, le seul moyen d’identifier ces tumeurs & haut risque sur le plan
histologique. Dans les essais européens actuellement en cours, seules les tumeurs
completement réséquées de grade intermédiaire et de haut grade ont été incluses (essai
EORTC 62024). On sait par expérience que les tumeurs de grade intermédiaire selon le
systeme de grade histologique de Fletcher et al. constituent un groupe inhomogéne dans
lequel se cotoient des tumeurs agressives et des tumeurs indolentes. La présence d’une
expression marquée de CD10S5 pourrait constituer un argument en faveur d’un risque élevé
d’évolution agressive et donc étre utilisé pour mieux sélectionner les candidats potentiels a
une thérapie adjuvante. Par ailleurs, comme la tendance actuelle est d’associer plusieurs
drogues (comme les inhibiteurs de mTOR ou les dérivés de la staurosporine) a I’imatinib
mésylate pour augmenter 1’efficacité du traitement, on pourrait imaginer associer un anti-
CD105 a I’imatinib pour traiter les patients porteurs de tumeurs agressives surexprimant
CD105. Malheureusement, actuellement, il n’existe pas (encore) de drogues

commercialisées ciblant spécifiquement CD10S5.

Conclusion

Quatre-vingt tumeurs stromales gastro-intestinales (GISTs) ont été examinées sur le plan
immunohistochimique & la recherche d'une expression de récepteurs aux facteurs de
croissance autres que KIT et PDGFRA (CD105/endogline, TGFfr (type 1), IGF-1r, FGFR,
C-MET, NGFr/gp75, Ret). Notre étude montre que les GISTs de mauvais pronostic

expriment préférentiellement CD105 et C-MET dans leur cytoplasme et au niveau de leur
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membrane cellulaire, deux récepteurs dont les ligands habituels sont respectivement le
TGFf et le facteur de croissance des hépatocytes. L'expression de CD105, composant
accessoire du récepteur au TGFf, montre une bonne corrélation avec la survie globale et la
survie sans récidive de la maladie. Il apparait aussi comme un facteur pronostique
indépendant dans les analyses multivariées. Connue pour &tre impliquée dans le
développement et le remodelage des vaisseaux, CD105 semble étre aussi étroitement lié a
l'activité de prolifération et l'affirmation du caractére malin des GISTs. II pourrait
constituer une cible thérapeutique de choix, notamment chez les patients porteurs de GISTs

richement vascularisées et d'évolution rapide.



Tableau 1. Anticorps utilisés pour les immunomarquages

CDI117

CD34

Actine muscul. lisse
Desmine

S100
Chromogranine-A
Synaptophysine
NSE

PGP-9.5

IGF-1r

FGFr

C-MET / HGFr
NGFr

CD105 (endogline)
TGFBr (type 1)

RET

T595
Q-bend 10
1A4

D33

BBS/NC/7-H14

24-31
VBS-7
8F11
7710
4G11
8AIl

3F8

£ £ g 2 § K

1/20

1/80

1/500

1740

172000

1/1000

1725

1/900

1/800

1/1

1/50

1/20

1/50

1725

1/25

1/20

Novocastra
Immunotech
Sigma

Dako

Dako

Dako

Dako

Dako
Anawa
NeoMarkers
Zymed
Novocastra
Novocastra

Novocastra

Novocastra

Novocastra
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Tableau 2,

GIST: estimation du risque d’évolution agressive selon le systéme de grade
histologique consensuel (CEM Fletcher et al. Hum Pathol 2002;33:459-465)

Faible risque

Risque intermédiaire

Haut risque

rés ale rs ‘7

 Taillle

2-5¢m
<S5cm
5-10cm
>S5cm
>10cm

peu importe

 Mitoses

<5/50 hpf
6-10/50 hpf
<5/50 hpf
>5/50 hpf
peu importe

>10/50 hpf
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Tableau 3. Caractéristiques cliniques de 80 tumeurs stromales gastro-intestinales

Nombre total de patients 80 (100%)
Sexe (n=80)

Homme 33 (41.2%)
Femme 47 (58.8%)
Age (n=80)

Médiane 67

Ecart 29-94
Siege (n=80)

(Esophage 1(1.3%)
Estomac 46 (57.5%)
Intestin (intestin gréle + colon + rectum) 26 (32.5%)
Extra-digestif (mésentére + épiploon) 7 (8.7%)

Taille tumorale (cm) (n=79)

Médiane 6

Ecart 0.5-30
Extension de la maladie au moment du diagnostic (n=80)

Tumeur primaire non métastatique au diagnostic 60 (75%)
Tumeur primaire métastatique au diagnostic 20 (25%)

Suivi clinique (n=80)
Médiane de durée du suivi clinique 48 mois

Survie globale (Disease Specific Survival) de tous les patients (n=80)

Médiane de survie globale non calculable
Proportion de patients vivants & 5 ans 71.2%

Survie globale des patients non métastatiques au moment du diagnostic (n=60)

Médiane de survie globale non calculable
Proportion de patients vivants 4 5 ans 88.4%

Survie globale des patients métastatiques au moment du diagnostic (n=20)

Médiane de survie globale 22 mois

Proportion de patients vivants & 5 ans 23.7%




Tableau 3bis. Evolution des patients

36

Nombre total de patients 80 (100%)
Extension de 1a maladie au moment du diagnostic (n=80)
Tumeur primaire non métastatique au diagnostic 60 (75%)
Tumeur primaire métastatique au diagnostic 20 (25%)
Dissémination intrapéritonéale minime de la maladie 6
Dissémination intrapéritonéale extensive de la maladie 5
Dissémination intrapéritonéale (étendue non précisée) de la maladie 3
Dissémination intrapéritonéale minime de la maladie + métastase(s) hépatique(s) 1
Dissémination intrapéritonéale extensive de la maladie + métastase(s) hépatique(s) |2
Dissémination intrapéritonéale (étendue non précisée) de la maladie +
métastase ganglionnaire 1
Métastase(s) hépatique(s) seule(s) 2
Evolution des patients avec maladie disséminée au diagnostic 20 (25%)
Médiane de survie globale 22 mois
Proportion de patients vivants a 5 ans 23.7%

Patients décédés de la maladie

Evolution des patients avec maladie localisée au diagnostic
Meédiane de survie globale
Proportion de patients vivants a 5 ans
Patients décédés de la maladie
Causes de décés
Poursuite évolutive aprés exérése incompléte
Récidive locale (péritonéale) + métastase(s) hépatique(s)
Récidive locale (péritonéale) + métastase(s) ganglion(s) + os
Récidive locale (péritonéale) + métastase(s) ganglion(s)

Meétastase(s) hépatique(s) isolée(s)

14 (0-48 mois)

60 (75%)

non calculable
88.4%

7 (2-69 mois)

[N I e L A
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Tableau 4. Principales caractéristiques morphologiques de 80 tumeurs stromales

gastro-intestinales

Nombre total de patients 80 (100%)
Histologie

> 75% cellules fusiformes 64 (80%)
2 75% cellules rondes 4 (5%)

> 75% cellules épithélioides 4 (5%)
Mélange variable de plusieurs types cellulaires 8 (10%)
Nombre de mitoses /50 champs (G x400)

0-5 mitoses 45 (56.2%)
6-10 mitoses 10 (12.5%)
>10 mitoses 25 (31.3%)

Nécrose tumorale

Absente 51 (63.75%)
< 50% 27 (33.75%)
2 50% 2 (2.5%)
Grade FNCLCC (score de différenciation fixé a 3)

G2 66 (82.5%)
G3 14 (17.5%)
Grade histologique selon CDM Fletcher et al. [1]

Very low risk 9 (11.25%)
Low risk 16 (20%)
Intermediate risk 18 22.5%)
High risk 37 (46.25%)
Densité cellulaire

Basse 40 (50%)
Haute 40 (50%)
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Tableau 3. Profil immunochistochimique de 80 tumeurs stromales gastro-intestinales

Anticorps

CD117 (c-kit)

CD34

Actine muscul. lisse

Desmine

Protéine S100
NSE

PGP-9.5

CD56
Chromogranine-A
Synaptophysine
IGF-1r

FGFr

C-MET

NGFr (gp75)
CD105 (endogline)
TGFBr (type 1)

RET

Positivité
_ diffuse

55 (68.75%)
43 (53.75%)
6 (7.5%)

3 (3.75%)

0

12 (15%)
54 (67.5%)
5(6.25%)

0

0

0

4 (5%)

29 (36.25%)
2 (2.5%)

26 (32.5%)
5 (6.25%)

16 (20%)

Positivité .
Neégativité

focdlé'

19 (23.75%)
29 (36.25%)
29 (36.25%)
14 (17.5%)
8 (10%)

61 (76.25%)
20 (25%)
24 (30%)

0

3 (3.75%)

0

2 (2.5%)

9 (11.25%)
18(22.5%)
14 (17.5%)
9 (11.25%)

13(16.25%)

6 (7.5%)

8 (10%)

45 (56.25%)
63 (78.75%)
72 (90%)

7 (8.75%)

6 (7.5%)

51 (63.75%)
78 (97.5%)
76 (95%)

80 (100%)
74 (92.5%)
34 (42.5%)
60 (75%)
40 (50%)
66 (82.5%)

50 (62.5%)

~ Données

manquantes/ '

resuliats

, Totqlr

ininterprétables

)

<

o

0
0

2 (2.5%)
1(1.25%)
0

0

8 (10%)
0

0

0

1 (1.25%)

80

80

80

80

80

80

80

80

80

80

80

80

80

&0

80

80

80
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Fig. 1. Récepteurs tyrosine kinase (d’aprés Blume-Jensen et Hunter, Nature 2001; 411:

355-365.)
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Fig. 2. Signalisation intracellulaire normale de KIT (d’aprés Savage & Antman. N Engl

J Med. 2002;346:683 et Scheijen & Griffin. Oncogene. 2002;21:3314).

Signalisation intracellulaire normale de KIT

* Le domaine kinase de
KIT active une protéine
substrat (ex. PI3 kinase)
par phosphorylation

Substrat

Effecteur

e L’activation de ce
substrat initie une cascade
de signalisation intra-
cellulaire aboutissant a
une augmentation de la
prolifération et de la
survie cellulaire

Savage & Antman. N Engl J Med. 2002;346:683.
Scheijen & Giriffin. Oncogene. 2002;21:3314.

Le début de la cascade de signalisation intervient lorsque I’ATP se lie au domaine kinase
de KIT situé prés de la membrane cellulaire. Ceci permet ensuite 1’attachement du substrat
et sa phosphorylation. Apres transfer des phosphates, le substrat phosphorylé est capable

de lier et d’activer les prochains effecteurs de la cascade.
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Fig. 3. Mutations de KIT et PDGFRA dans les tumeurs stromales gastro-intestinales
(GIST) (d’apres Heinrich et al. Hum Pathol. 2002;33:484 et Corless et al. Proc Am Assoc

Cancer Res. 2003;44. Abstract R4447.)

Mutations de KIT et PDGFRA dans les GISTs

KIT PDGFRA

Fréquence des

4
V/ mutations dans leur
A 4
v
L 4

ensemble: 87.4%

Exon 9 (11 %)

e — e lembrane

Exon 11 (67. 5%) Exon 12 (0.9%)
Exon 13 (0.9%) Exon 14 (0.3%)

‘ Cytoplasme
Exon 17 (0.5%) ' Exon 18 (6.3%)

Heinrich et al. Hum Pathol. 2002;33:484.
Corless et al. Proc Am Assoc Cancer Res. 2003;44. Abstract R4447.
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Fig. 4. Sélection des patients (définition de la cohorte rétrospective)

Base de données de I’Institut Universitaire de Pathologie de Lausanne

104 patients adultes non consécutifs, collectés entre le 01/01/1977 et le 31/12/2001,
porteurs d’une GIST primaire du tube digestif ou du mésentere/épiploon

La tumeur ne correspondait pas morphologiquement a
une GIST (n=6)

exclusion

98 patients avec une GIST prouvée sur le plan morphologique (apres révision histologique)

. La tumeur ne correspondait pas a une tumeur primaire
exclusion | mais a une récidive locale ou 3 une métastase a distance

— P (n=06)

92 patients avec une GIST primaire

. Le matériel a disposition était insuffisant (ex. biopsies
exclusion | sous CT) ou de qualité inadéquate pour effectuer 1’étude
immunohistochimique (n=12)

80 patients porteurs d’une GIST primaire sélectionnés pour I’étude
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Fig. 5.

A. GIST de haut risque exprimant CD105 de fagon marquée. Les cellules endothéliales
(fleches) des vaisseaux sont aussi marquées et servent de témoin interne. x 400

B. GIST de faible risque n'exprimant pas CD105. Les cellules endothéliales des vaisseaux
intratumoraux réagissent avec l'anticorps anti-CD105 contrairement aux cellules tumorales.
x400.
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Fig. 6. GIST de haut risque exprimant C-MET de fagon modérée. Marquage

cytoplasmique des cellules. Deux mitoses sont visibles dans ce champ microscopique

(fleches). x400.
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Fig. 7. Exemple de GIST constituée de cellules fusiformes (hematoxyline-éosine, x 200)
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Fig. 8. Exemple de GIST constituée de cellules rondes (hematoxyline-éosine, x 200)

Fig. 9. GIST constituée de cellules fusiformes avec vacuoles paranucléaires leur
conférant un aspect «en ampoule» (A) et GIST d’aspect épithélioide (B)
(hematoxyline-€osine, x 600)
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Fig. 10. GIST. Positivité diffuse pour le CD117 (anticorps anti-protéine kit, x 200)
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Fig 11 . Relation entre I’intensité du marquage par ’anticorps anti-CD105 et le
nombre de mitoses (n=80)
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Intensité du marquage : 0 : absence de marquage, 1 : marquage faible, 2 : marquage modéré, 3.
marquage intense
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Fig. 12. Survie globale (disease-specific survival) en fonction de la dissémination de la

maladie au moment du diagnostic (n=80)
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Fig. 13. Survie globale (DSS) en fonction de la densité cellulaire (n=80)
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Fig. 14. Survie globale (DSS) en fonction de I'expression de CD105
(tous les patients; n=80)
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Fig. 15. Survie globale (DSS) en fonction de 1'expression de CD105 (patients non
métastatiques au moment du diagnostic; n=60)
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Fig. 16. Survie globale (DSS) en fonction de l'expression de C-MET (patients non
métastatiques au moment du diagnostic, avec données interprétables ; n=53)
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Fig. 17. Survie sans récidive de la maladie (disease-free survival; DFS) en fonction de
I'expression de CD105 (patients avec maladie localisée au diagnostic; n=59)
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Fig. 18. Survie globale (DSS) en fonction de 'expression de CD10S (patients

métastatiques au moment du diagnostic; n=20)
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Fig 19 . Résultats de I’analyse multivariée (modele de Cox) en fonction de la survie
globale (tous les patients ; n=80)
Les variables suivantes étaient incluses dans le modele: taille (<5cm versus > Scm),

nécrose (présent vs absent), age (variable continue), densité cellulaire (haute vs basse),
nombre de mitoses/S0hpf (<5 vs 6-10 vs >10 mitoses), métastase au diagnostic (présent vs
absent), expression de CD105 (présent vs absent), expression de C-MET (présent vs

absent)

Variables Catégorie Risk Ratio  95%CI

Nb de mitoses/50hpf 6-10 mit/50hpf 30.3 3.3-271.5
>10 mit/50hpf 21.2. 2.5-177.5

Expression de CD105 présent 9.8 2.3-41.6

Métastase au diagnostic présent 5.1 1.7-14.6

Nécrose tumorale

présent 3.9 1.06-14.9

0.0023
0.0048
0.0020
0.0024
0.0395
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Liste des abréviations utilisées dans le texte

ABC : avidine biotine complexe

CD105 : endogline

CD117 : anticorps anti-protéine KIT

C-KIT : proto-oncogeéne C-KIT

C-MET : proto-oncogéne C-MET (hepatocyte growth factor/scatter factor receptor)
DES : disease-free survival

DSS : disease-specific survival

EDTA : acide ethyléne diamine trétracétique

EGF : epidermal growth factor

FGF : fibroblast growth factor

FGFr : fibroblast growth factor receptor

FLT3 : FMS-like tyrosine kinase 3

GDNEF : glial-cell line derived neurotrophic factor
GIST : gastrointestinal stromal tumor

HGEF/SF : hepatocyte growth factor/scatter factor
IGF-1r : insulin-like growth factor-1 receptor

KIT : protéine KIT

M-CSF1r : macrophage colony stimulating factor 1
MEN2A : néoplasie endocrinienne multiple, type 2A
MEN2B : néoplasie endocrinienne multiple, type 2B
MET : protéine MET

NF1 : neurofibromatose de type 1

NF2 : neurofibromatose de type 2

NGF : nerve growth factor

NGFr (gp75)/P75NTR : neurotrophin receptor p75
NSE : neurone specific enolase

PDGFRA : platelet derived growth factor, alpha chain
PGP-9-5 : protein gene product 9.5

RET : géne RET

RET : oncoprotéine RET

SCF : stem cell factor

TGEFB : transforming growth factor beta

TGFpr (type 1) : transforming growth factor beta receptor, type 1
TNF : tumor necrosis factor
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