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|. Fiabilité des données histopathologiques
(stade et grade)

Le rble capital du pathologiste en matiére de dia
gnostic de tumeur est quelque peu contesté pour les
tumeurs superficielles de la vessie, pour 2 raisons
essentielles:

- I"appréciation du grading cytologique n'est pas
suffisamment reproductible

- le diagnostic de I’ envahissement du chorion est
parfois difficile.

Ces 2 problemes ont contribué au regroupement des
tumeurs pTa et pT1 sous I &iquette de « tumeurs
superficielles » et n'ont pas facilité la stratification
de ces tumeurs en différentes variétés évolutives.

|. VARIABILITES
INTERPATHOLOGISTES

Les données statistiques fournies dans la littérature
mettent en évidence une grande disparité dans la
répartition des tumeurs urothéliales selon leur grade
et leur stade. Cette observation laisse a penser que
les modalités de cotation sont différentes d’ un patho-
logiste &I’ autre, en dépit d’une référence commune
aux classifications internationales de I'OMS [19] et
del’UICC [32]. C'est @insi que les données delalit-
térature font apparaitre des répartitions variables du
grade et du stade selon les séries. Ces variabilités
sont représentées sur les Figures 9a, 9b.
(Histogrammes représentant |e mode de distribution
des grades selon que I'on considére I’ ensemble des
tumeurs (tous stades confondus) ou seulement les
tumeurs pTa) [20-22, 30, 157,158].

Les divergences d analyse sont dues a de multiples
facteurs, les uns relevant de phénoménes subjectifs
ou de problémes techniques, |es autres traduisant de
réelles difficultés d'interprétation morphologique.
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L eur reconnaissance est cependant d’ une importance
pratique considérable quand on sait que le large
éventail des sanctions thérapeutiques proposées pour
les tumeurs vésicales, repose essentiellement sur les
données anatomo-pathol ogiques et plus particuliere-
ment sur le grade et le stade [41].

Les travaux parus dans la littérature, sur les varia
tions inter-pathol ogistes dans I’ évaluation du grade
et du stade des tumeurs vésicales sont relativement
peu nombreux. |ls montrent des niveaux de concor-
dance diagnostique variables et difficiles a comparer
car les méthodologies utilisées pour ces éudes sont
différentes les unes des autres [41, 159-161].

- Dans une éude de I'EORTC, Kurth et coll. com-
parent les diagnostics proposés par le pathologis-
te loca et par le pathologiste de référence et
constatent pour |e grade, une concordance de 59%
sur 274 cas. Pour le stade, la concordance est de
67% pour 306 pTa + pT1, mais elle est de 84%
pour les 175 pTa, et seulement de 44% pour les
131 pT1[160].

Abel et coll. rapportent les résultats de I’ analyse
de 99 tumeurs (de stade pTaapT?2) par 3 patholo-
gistesA, B et C[159]. Entre les pathologistes A et
B, la concordance est de 85,8 % pour le stade, et
de 86,8 % pour le grade. Le pathologiste C relit 13
cas pour lesguels les stades proposés par A et B
étaient discordants, et trouve 8 cas discordants
avec A et 7 cas discordants avec B.

Ooms cite I’ analyse de 57 tumeurs vésicales par 6
pathologistes et constatent que pour 8 tumeurs
(14%), 3 grades différents ont été proposés [161].
Witjes soumet 450 tumeurs superficielles al’ ana
lyse de 2 pathologistes différents et constate une
concordance de 79,3 % pour le stade et de 70,2 %
pour le grade [162].
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L égendes abcisses:

1: Jordan [21] : 400 patients 4 : CHU Besancon 1280 patients
2 : Murphy [22] : 100 patients 5: CHU Tenon : 1390 tumeurs
3: Jarkrans [157] : 197 patients

Figure 9 a : Histogrammes de répartition des grades des tumeurs vésicales, selon les séries, tous stades confondus
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L égendes abcisses :

1: Jordan [21] 4 : Holmang [158] : 363 patients
2 : Mamstrom [20] : 93 patients 5: CHU Besancon : 670 patients
3: Desai [30] : 88 patients 6 : CHU Tenon : 519 tumeurs

Figure 9 b : Histogrammes de répartition des grades des tumeurs vésicales pTa selon les séries
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- Van Der Meijden collige 1400 cas de tumeurs
superficielles dans le cadre d’ une étude multicen-
trique européenne de I'EORTC [163]. Une relec-
ture par un pathol ogiste expert montre une
concordance de 57% pour les pTaG1l et de 50%
pour les pT1G3. Par ailleurs on constate que 53%
des pT1 étaient surévalués et correspondaient a
des pTa, alors que 10% des pT1G3 étaient en réa-
lité des pT2.

Dans le cadre du CCAFU, 12 pathologistes fran-
cais se sont attachés a étudier le niveau de concor-
dance dans I'analyse du grade et du stade de 110
tumeurs classées initialement pT1 [41]. Dans ce
travail des subdivisions de certains stades ont été
utilisées : pTa, « pTa avec membrane basale dou-
teuse », pT1a (envahissement du chorion superfi-
ciel), et pT1lb (envahissement du chorion pro-
fond). Le niveau de concordance diagnostique
était de 67,4% pour le grade. Pour le stade, il était
de 60 % et passait a 69% quand lespTlaet pT1lb
étaient regroupés. La subdivision du stade en pT1
en pTlaet pT1lb apermis de mettre en lumiére la
raison essentielle des discordances pour le stade.
Il est apparu en effet qu'il existait une excellente
concordance pour les stades pTa et pT1b, et que
les difficultés d’ interprétation concernaient essen-
tiellement la micro-invasion du chorion, avec en
ce domaine, une nette tendance a surévaluer le
gade. Ces données confirmaient les résultats
d’ une précédente étude [42] .

II. COMMENT AMELIORER LA DEFI-
NITION DU GRADE ? APPORT DES
TECHNIQUES COMPLEMENTAIRES

1. LA MORPHOMETRIE

L e recours a des techniques plus objectives, comme
lamorphométrie a été proposé. Plusieurs travaux ont
montré une meilleure reproductibilité du grade avec
la morphométrie que par I'’examen microscopique
standard [164-167]. Par cette technique, Montironi
[168, 169] parvient a quantifier les anomalies des
cellules urothéliales et a différencier I’ urothélium
normal et celui des tumeurs de grade G1. Blomjous,
grace a la morphométrie nucléaire associée a la
CMF, fournit des éléments prédictifs pour la discri-
mination entre tumeurs superficielles et tumeurs
envahissant le muscle [170]. Mais cette technique
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reste encore actuellement longue, contraignante,
lourde et colteuse ; elle devrait bénéficier d’ une
automatisation dans un avenir proche.

2. AUTRES TECHNIQUES COMPLEMENTAIRES

Certaines caractéristiques tumordes, tds que le
niveau de ploidie et I'index de prolifération [171],
qui sont corrélés au degré de différentiation cellulai-
re, peuvent contribuer al’ évaluation du grade.

CONCLUSION

L' évaluation du grade est délicate et subjective,
méme pour les pathologistes entrainés. Les des
criptions et I'iconographie fournies par la classifi-
cation internationale, ne suffisent pas a standardi-
ser |’ interprétation microscopique.

I est cependant intéressant de constater qu'il exis
te une meilleure concordance entre les patholo-
gistes qui sont amenés a travailler ensemble ou
gui sont issus de la méme « école ». On insistera
donc sur le role important que constituent les
groupes de travaux, les clubs et les Enseignements
Post Universitaires, en matiere de confrontation
des idées et des modes d' analyse morphologique.
On peut espérer également gue le dével oppement
de la consultation par télépathologie permettra
d homogénéiser les interprétations diagnostiques.

I1l. COMMENT AMELIORER LA
DEFINITION DU STADE ?
APPORT DES TECHNIQUES
COMPLEMENTAIRES

L' utilisation d'une rubrigue « pTa avec mem-
brane basale douteuse », peut contribuer alimi-
ter latendance a surévaluer le stade (voir chapitre
IV stadification)

Marqueursdelamembranebasale. Le collagé-
nelV et lalaminine sont 2 composants de mem-
brane basale synthétisés par les cellules épithé-
liales. Lecollagéne |V selocalise alafoisdansla
lamina densa et la lamina lucida tandis que la
laminine se trouve exclusivement dans la lamina
lucida jouant vraisemblablement un role dans
I"'amarrage  des  cellules  urothéliales.
L’envéhissement du chorion par les cellules
tumorales s accompagne habituellement d'une
atération des composants de la membrane basa-
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le. La mise en évidence d’'une anomalie de cer-
tains d entre eux et en particulier du collagéne IV
et delalaminine, a é&é proposée pour identifier
une micro-invasion. Un marquage immuno-histo-
chimique avec les anticorps anti-collagéne IV et
anti-laminine, montre dans les processus infil-
trants, une membrane basale amincie, interrom-
pue, fragmentée ou totalement absente [172,
173]. Cette méthode mangue cependant de fiabi-
lité. Si elle fournit des résultats satisfaisants sur
matériel congelé, elle ne peut étre appliquée sur
les prélévements inclus en paraffine avec toutes
les garanties de reproductibilité.

Les marqueurs immunohistochimiques des
cellules épithéliales (cytokératines et antigéne de
membrane épithéliale). Ils peuvent étre utiles
pour mettre en évidence des cellules carcinoma
teuses isolées ou en petits amas difficiles aiden-
tifier dans le chorion sur la coloration standard
(Figure9c).
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Figure 9 ¢ : Immunomarquage par I’ anticorps anti-cytokérati -

ne 7 mettant en évidence de rares cellules carcinomateuses
infiltrant le chorion
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CONCLUSION

Comparée a celle du grade, |’ estimation du stade
repose sur des critéres plus précis de reconnais-
sance de certaines structures pariétales, ce qui per-
met une meilleure fiabilité du diagnostic.

Il n'existe pas, a I'heure actuelle, de technique
complémentaire fiable en routine, pour affirmer
ou récuser le franchissement de la membrane
basale, qu'il sagisse de colorations histochi-
migues de la membrane basale (PAS ou colora-
tions argentiques), ou qu'’il s agisse de I'immuno-
marquage de la membrane par les sérums anti-
laminine et anti-collagéne IV.
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J. Conditionnement des préevements tumor aux.
Fiche anatomo-clinique standar disée

Dans le cadre du développement de I’ Assurance
Qualité, il convient de rappeler les «bonnes pra
tiques» concernant le conditionnement et la prise en
charge des prélévements vésicaux destinés a un exa-
men histopathologique

|. LESDIFFERENTSTYPES
DE PRELEVEMENT

Ils sont essentiellement représentés par les préléve-
ments endoscopiques obtenus par biopsie ala pince,
au niveau d’'une tumeur ou en muqueuse plate, ou
par résection. lIs ont en commun de fournir un maté-
riel fragmentaire non orientable pour |’examen his
tologique. La cystectomie totale est un recours thé
rapeutique rare dans le cadre des tumeurs n’infiltrant
pas le plan musculaire.
1. LESBIOPSIES
Elles sont de petite taille mais permettent souvent
d atteindre quelques faisceaux musculaires superfi-
ciels. Elles sont pratiquées dans des circonstances
diverses:
En muqueuse plate en périphérie ou a distance
d une tumeur éendue, a la recherche d’'une dys-
plasie ou d' un CIS.
Chez les patients suivis pour une tumeur vésicale,
au vu d’ une lésion suspecte ala cystoscopie. Elles
fournissent des renseignements précieux, et per-
mettent notamment les diagnostics des Iésions de
bas grade (hyperplasie, dysplasie voire récidive
tumorale papillaire microscopique) qui sont diffi-
ciles a diagnostiquer par un examen cytologique
des urines.
- A larecherche d’un CIS sur I’indication de cytolo-
gies suspectes ou positives.
Pour le pathologiste il est nécessaire que chaque pré-
lévement soit étiqueté précisément et accompagné
de renseignements cliniques.
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2. LESRESECTIONS

Elles sont a la fois un geste diagnostique et théra
peutique.

Une deuxieme endoscopie associée a une résection
du lit tumoral est parfoisindiquée pour s assurer que
la premiére résection était compléte. En cas de réci-
dive tumorale, une nouvelle résection est pratiquée
qui permettra d’ apprécier d éventuelles différences
morphologiques par rapport alatumeur initiale.

* Division et repérage du matériel

Le matériel obtenu par résection peut étre composé
de multiples fragments sans repérage topographique
particulier. 1l peut étre divisé en 2 parties : la partie
exophytique de la tumeur et le lit de la tumeur qui
devra comporter danslamesure du possible desfais-
ceaux musculaires du détrusor. Cette division du
matériel est conseillée par certaines équipes d’ uro-
logues et de pathologistes, tout particulierement
pour les tumeurs volumineuses, afin de guider le
pathologiste dans la recherche d'une infiltration
musculaire. Cependant cette démarche n'est utile
pour le pathologiste que si le muscle prélevé pro-
vient réellement de la base dimplantation de la
tumeur et non de sa périphérie.

 Poids du préévement

Il est utile de peser le matériel de résection (soit au
bloc opératoire, soit au laboratoire d anatomie
pathologique) pour apprécier le volume tumoral.

* Informations cliniques

Il est indispensable de fournir au pathologiste les
données endosoopiques, la localisation des préléve-
ments, les renseignements cliniques, en particulier les
antécédents de tumeur vésicde ¢ |es traitements anté-
rieurs. Ces diverses informations peuvent &re cons-
gnées dans une fiche standardisée (voir ci-apres).
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3. LA CYSTECTOMIE ET LA CYSTOPROSTATEC-
TOMIE

Elles sont rarement pratiquées dans le contexte
d’ une tumeur de stade pTa ou pT1. Le conditionne-
ment de ces piéces opératoires se référe a des procé
dures d'analyse standardisées qui ne seront pas
développéesici.

II. CONDITIONNEMENT DES
PRELEVEMENTS

Un prélévement arrive au laboratoire, soit fixé, soit a
I état frais, afin que le pathologiste réalise et gere sa
fixation et éventuellement sa congélation.

Un bon conditionnement des prélévements permet
d'éviter toute dégradation cellulaire qui nuirait a
I’ examen anatomopathol ogique.

RECOMMANDATIONS

» Le matériel ne doit étre ni écrasé ni thermocoagu-
|é par I'anse du résecteur,

|| faut limiter au maximum la fragmentation en
prélevant des copeaux les plus volumineux pos-
sible (car les bords d’un fragment sont toujours &
la limite de I'interprétation en raison de |’ altéra-
tion des cellules au contact du résecteur)

» Le conditionnement du prélévement sera immé-
diat et tiendra compte du type d’ examen souhaité

- Pour un examen extemporané : e prélévement est
immédiatement apporté a I’ état frais au patholo-
giste.

- Pour un examen histologique standard (inclusion
en paraffine), lafixation se fait dans une quantité
suffisante de formol & 10% ou 20% (10 fois le
volume du tissu prélevé). Le liquide de Bouin est
proscrit, car il interdit toute étude ultérieure de
I’ADN cellulaire a partir du matériel inclus en
paraffine, car ce fixateur fragmente les molécules
d ADN.

- Pour une culture cellulaire ou un caryotype : le
transport du fragment al’ état frais doit étreimmé-
diat, dans du sérum physiologique ou dans un
milieu de culture approprié.

- Pour une banque de tumeurs : on réalisera une
congélation d’ une partie du prélévement.

- Pour lamicroscopie électronique : on sélectionne-

raun petit prélévement et on le fixeradansle glu-
taraldehyde.

Pour la cytométrie en flux: le fragment est trans-
porté al’ état frais, dans un milieu de culture, ou il
est congelé.

* |l faut inclure en paraffine la totalité du matériel
disponible (résection vésicale, biopsies) et couper
tous les blocs de paraffine afin d’ éviter une sous-
évaluation du diagnostic du fait de I’ étude partiel-
le des fragments prélevés sur le patient.

» Desinformations diversesdoivent étre fournies au
pathologiste :

- date et heure du prélevement

- date et heure de safixation, que celle-ci ait lieu au
bloc opératoire ou au laboratoire d’anatomie
pathologique.

Ces informations permettent d’ gjuster et d' optimiser
les techniques s nécessaire. (L' immuno-histochimie
souffre parfois d'un temps de fixation inadéquat et
trop long ; la surfixation fréquente explique partiel-
lement les résultats aléatoires de I'immuno-histochi-
mie).

I11. CONGELATION ET BANQUE
DE TUMEURS

1. LES CONDITIONS DE LA CONGELATION

La congélation d’'un fragment de tumeur s effectue
dans la mgjorité des cas dans un but de recherche
scientifique. Elle ne doit pas géner I’ analyse histolo-

gique et portera sur un prélévement dont on connait
la composition (prélévement en miroir). Elle sera
donc réalisée de préférence sur une piece de cystec-

tomie, plus rarement sur du matériel de résection qui

est généralement réserve pour le diagnostic et exa

miné en totalité. Quoi qu'il en soit, il n'est pas
conseillé de prélever une partie de la lésion sans
I'aide d'un pathologiste, car les repéres anato -
miques utiles au diagnostic et au pronostic (stade
PTNM) peuvent alors manquer.

A titre protocolaire et exceptionnel, des copeaux de
tumeur peuvent étre coupés en deux et analyses en
miroir par les pathologistes et par les chercheurs.

La congélation se fait dans un cryotube plongé en
azote liquide dans les plus brefs délais (moins de 30
minutes) et doit répondre & plusieurs impératifs
[174].

2. BANQUE DE TUMEURS

Les progres récents de larecherche médicale en can-
cérologie incitent a penser que I'identification des
génes dont I'expression est modifiée dans les cel-
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lules cancéreuses sera, demain, une analyse de routi-
ne. Aujourd hui les méthodes classiquement utili-
sées ne permettent généralement d analyser qu’un
seul géne ou une seule protéine a la fois et sont
basées sur I’ étude des acides nucléiques par PCR,
RT-PCR, hybridation in situ et des protéines par
western blot, extraction protéique, dosage biochi-
migue ou immunohistochimie.

Une nouvelle technique d analyse d’ expression de
I’ADN dite <xDNA array » ou «membrane a haute
densité» ou «pucesa ADN» perme désormais d’ana-
lyser simultanément plusieurs centaines de génes.

Pour réaliser des analyses tissulaires et des analyses
mol éculares fiablessur tout prélévement eff ectué dens
un but diagnostique, il faut prendre des précadtions.

LaDirectiondelaRecherche Cliniquedel’ Assstance
Publique & I’ Agence Nationde d Accréditaion et
d Evduation en Santé (ANAES) ont émis des recom-
mandations accessibles sur le dte suivant
http//mwww.drrc.ap-hop-paris.fr/cryopréservation et
parues récemment dans la revue Annaes de
Pahologie[174]. Ces recommandations visent aaider
les structures qui veulent mettre en place une banque
de tissus et/ou de cdlules ou al’amdiorer.

Des conditions sont ains essentielles pour garantir la
qualité des cellules & des tissus tumoraux :

Le ddai entrele prdévement e lacongélation doit
étre court (30 minutes au maximum), surtout s des
études moléculares doivent étre réalistes sur
I’ARN.

S'il doity avoir une étape de mise en culture, les
manipulations des prélévements doivent les proté-
ger des contaminations et é&re effectuées avec du
matérid stérile.

Les procédures de congélaion doivent préserver
laviabilité des cdlules.

Pour les piécesopérataires, le ou lesfragments des-
tinés alacongélation sont choisis par I’ anatomopa-
thologiste en fonction des rensagnements cliniques
et des données macroscopiquesafinde ne pascom-
promettre lediagnodtic.

Un contrdle microscopique de la nature de la
Iésion et dela représentativité des prélévements
congdés est indispensable avant toute analyse
moléculaire.

Laconservation doit étrefaite soit en azoteliquide,
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soit en vapeur d azoteliquide, soit en congélateurs
a une températureinférieure & -70°C.

Lataille minimum du prdévement congelé et un
bloc de 5 mm sur 10 mm a partir duquel les ADN
ou lesARN peuvent étre extraitsde coupesde 10 et
20 microns d’ épaissevur.

L’archivage des prélevements et leur tracabilité
nécessite le recueil d’'informations permettant de
retrouver rapidement le patient, le prélévement, la
conservation, le transport et la distribution.

V. FICHE STANDARDISEE POUR LE
RECUEIL DES DONNEES
ANATOMO-CLINIQUES

Le principe et I utilisation de cette fiche ont été mis
a |’ épreuve depuis 1974 par les pathologistes et les
urologues du CHU de Besangon et une version a été
récemment éaborée en accord avec les membres du
CCAFU, et publiée également dans le cadre des
Recommandations Pratiques destinées aux anatomo-
pathologistes [175]. La version présentée ici en est
directement inspirée (voir pages suivantes).

Cette fiche est destinée a recuelllir les données de
I’ examen macroscopique et microscopique, €lle est
concue alafois pour les prélévements par voie endo-
scopique et pour les pieces de cystectomie.

Elle rassemble lesinformations utiles pour |’ analyse
anatomo-pathologique et I' évaluation pronostique et
évite que certaines données soient négligées. Les
informations recueillies doivent étre suffisamment
claires et complétes pour faire I’ objet de travaux de
recherche et d’ études statistiques.

Ce mode de recueil des données se préte a I’infor-
matisation des dossiers médicaux et constitue un
outil précieux pour le suivi des patients. Il contribue
par ailleurs & homogeénéiser le langage qui se réféere
aux classifications internationales en matiére de
grade et de stade.

Au recto, laficherassembleles informations cliniques
néocessaresa une bonneinterprétation morphologique
des lésions (mode de prélévement, traitement) les
données de I’ examen endoscopiques pour une résec-
tion ou les données de I'examen macroscopique Sl
Sagit d’'une piéce de cystectomie Cette partie de la
fiche seradoncrempliepar|’ urologue & parfois par le
pathologiste. Au versosont consignéesles donnéesde
I’examen microscopique.
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. Col vésical : région postérieure
. Orifice urétéral droit

. Orifice urétéral gauche

. Trigone

. Face latérale droite

. Face latérale gauche

. Rétrotrigone

. Uretre prostatique sus-montanal
. Lobe prostatique droit

10. Lobe prostatique gauche

11. Col vésical : région antérieure
12. Face latérale droite antérieure
13. Face latérale gauche antérieure
14. Déme vésical. Bulle d'air
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