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RESUME 

 

Contexte : Les tumeurs/carcinomes neuroendocrine du pancréas (TNE/CNEp) 

sont des pathologies rares dont l’incidence est en augmentation et dont le pronostic 

est variable. Leur potentiel de malignité est aujourd’hui évalué par leur capacité 

proliférative. L’objectif est de comparer deux méthodes de compte mitotique et une 

méthode de compte manuel du Ki67 dans la détermination du grade des TNE/CNEp 

en établissant leur reproductibilité inter-observateur, leur concordance et leur valeur 

pronostique et en les comparant à la méthode « gold standard » de compte du Ki67 

sur photo imprimée. 

Méthode : Le compte mitotique sur 42 tumeurs primitives du pancréas a été 

effectué selon deux méthodes et l’indice de prolifération par le Ki67 a été évalué par 

compte manuel au microscope et sur photo imprimée après numérisation. Les 

techniques ont été chronométrées. Les concordances ont été analysées selon le 

coefficient de Spearman et le test du Fisher exact et la reproductibilité inter-

observateur selon le kappa pondéré. Les courbes de survie sans récidive, analysées 

par le test du Log-Rank, étaient effectuées en fonction du grade par les 2 méthodes 

de compte mitotique et de compte du Ki67. 

Résultats : Les deux méthodes de compte mitotique (M1 et M2) qui nécessitent 

en moyenne une analyse de 15 minutes, sont reproductibles en inter-observateur 

(kappa pondéré à 0,83 0,67 ; 0,99  pour  M1; 0,63 0,42 ; 0,84  pour M2). Elles 

sont concordantes entre elles ( = 0,98 ; p < 0,0001) et avec la méthode d’analyse 

du Ki67 sur photo imprimée ( = 0,72 ; p < 0,0001). Seulement l’une des méthodes 

est corrélée au taux de survie sans récidive (p = 0.0038 pour M1; p = 0,1046 pour 

M2). La méthode de compte manuel du Ki67, qui nécessite en moyenne une analyse 

de 12 minutes, est reproductible (kappa pondéré à 0,90 (0,79 ; 1)), concordante avec 

la méthode d’analyse sur photo imprimée ( = 0,90 ; p< 0,0001) et corrélée est au 

taux de survie sans récidive (p = 0.0100). En comparant avec le gold standard, les 

discordances entre les grades sont moins importantes avec la méthode de compte 

du Ki67 qu’avec celles de compte mitotique. 

Conclusion : Ces méthodes d’analyse de l’indice mitotique et de l’indice de 

prolifération par le Ki67 sont fiables dans l’élaboration du grade des TNE/CNEp. 

L’analyse du Ki67 sur compte au microscope est supérieure au compte mitotique en 

termes de reproductibilité, concordance, de valeur pronostique et est moins longue à 

effectuer. L’analyse seule de l’IP selon la méthode de compte manuel au microscope 

se justifie. 
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INTRODUCTION 

 

I. Définition 

 

Les tumeurs/carcinomes neuroendocrines du pancréas (TNE/CNEp) sont 

constitués de cellules épithéliales pancréatiques présentant une différenciation 

phénotypique et ultrastructurale neuro-endocrine. Il a été récemment acté que toutes 

les TNE/CNEp ont un potentiel de malignité (1). Ce terme inclut les tumeurs 

neuroendocrines du pancréas (TNEp) et les carcinomes neuroendocrines du 

pancréas (CNEp) selon l’ENETS (European Neuroendocrine Tumor Society) et 

l’OMS (organisation mondiale de la santé) 2010. 

Les TNEp sont bien différenciées, de grade 1-2 et ont un potentiel de malignité plus 

faible que les CNEp, qui sont peu différenciés, de grade 3 et qui ont un fort potentiel 

de malignité.  
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II. Epidémiologie 

 

Les tumeurs et carcinomes neuroendocrines du tube digestif sont les tumeurs 

neuroendocrines les plus fréquentes dont elles représentent 70% des cas (2)(3). 

Dans la base de données des Etats-Unis (SEER, Surveillance Epidemiology and End 

Results), qui a été colligée entre 1973 et 2007, les TNE/CNEp  représentent 7% de 

toutes les tumeurs neuroendocrines (4) et 1-2% des tumeurs pancréatiques 

diagnostiquées (5)(6). Les CNEp représentent moins de 1% des carcinomes 

pancréatiques et 2-3% des TNE/CNEp (7).  

L’incidence des TNE/CNEp dans la population générale est estimée à 2 à 5 

nouveaux cas par an pour 100000 personnes (8).  

Des données épidémiologiques provenant de plusieurs pays européens, des 

Etats-Unis et du Japon suggèrent que l’incidence réelle des TNE/CNEp a été sous-

estimée et que leur incidence et leur prévalence sont en augmentation rapide au 

cours des dernières décennies (9)(10)(11)(12)(13). En effet, certaines études 

effectuées en Europe ont montré une augmentation du taux d’incidence annuelle de 

0,1 à 0,3 (14)(10)(15). Aux Etats-Unis, les études effectuées sur la base de données 

SEER montrent des résultats comparables avec une augmentation du taux 

d’incidence annuelle de 0,17 à 0,43 (4).  

Les raisons de ces augmentations remarquables ne sont pas encore clairement 

établies. Ce phénomène s’explique par l’amélioration des techniques d’imageries et 

d’autres techniques diagnostiques, comme les explorations endoscopiques 

digestives, qui sont plus sensibles et feraient découvrir fortuitement des tumeurs de 

petite taille (16)(17).  



SCHERMAN Laurine Introduction 

 

____ 

17 

Cela s’explique aussi par une réelle augmentation d’incidence des TNE/CNEp du fait 

d’autres facteurs qui ne sont pas aujourd’hui clairement définis. 

 

 

III. Caractéristiques cliniques 

 

Les TNE/CNEp surviennent à tout âge, majoritairement chez l’adulte de 30 à 60 

ans, avec un âge moyen de 50 ans, aussi bien chez la femme que chez l’homme. 

Les enfants sont rarement atteints. Ils surviennent partout au sein du pancréas. 

Dans certains cas, ils entrent dans le cadre de maladies génétiques telles que les 

néoplasies endocriniennes multiples de type 1 (NEM1), la neurofibromatose de type 

1 (NF1) ou encore la maladie de Von Hippel Lindau (VHL). Dans ces cas, ils 

surviennent en général chez le patient jeune. 

Les TNE/CNEp sont parfois associés à des syndromes cliniques spécifiques causés 

par une hypersécrétion tumorale d’hormones entéro-pancréatiques (insuline, 

glucagon, somatostatine, gastrine, peptide intestinal vaso-actif (VIP) ect.) et sont 

alors appelées tumeurs neuroendocrines fonctionnelles.  

Ce groupe comprend les insulinomes, qui sont les plus communs et représentent 

42% des tumeurs neuroendocrine fonctionnelles, les glucagonomes, les 

somatostatinomes, les gastrinomes et les VIPomes.  
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A. Les TNE/CNEp fonctionnels 

 

1. Les insulinomes 

Les insulinomes sont les plus fréquents avec une incidence annuelle à 1 par 

million d’habitants. Ils se présentent le plus souvent sous la forme d’une tumeur 

unique, de petite taille (< 1cm) et quasiment toujours au sein du pancréas.  

Les symptômes cliniques se traduisent le plus souvent par la répétition de malaises 

hypoglycémiques à jeun, une fatigue, des sueurs ainsi qu’une prise de poids. 

Lors de l’épreuve de jeûne, l’association d’une hypoglycémie organique et d’une 

élévation inappropriée du taux d’insuline et/ou de la proinsuline est 

pathognomonique. La grande majorité des insulinomes a un très faible potentiel de 

malignité. Le pourcentage d’insulinomes présentant des signes d’agressivité est 

faible et représente en moyenne 8% des insulinomes diagnostiqués (18). 

 

2. Les gastrinomes 

Ces tumeurs, uniques lorsqu’elles sont sporadiques, sont souvent multiples 

lorsqu’elles sont d’origine génétique, entrant dans le cadre d’une NEM1. Elles se 

développent le plus souvent au sein du duodénum mais peuvent être observées 

dans le pancréas. 

Les symptômes se traduisent par des douleurs abdominales par ulcères peptiques, 

multiples et récidivant, des diarrhées, et un reflux oesophagien secondaire à 

l’hypersécrétion de gastrine entrant dans le cadre du syndrome de Zollinger-Ellison. 

30% de ces tumeurs développent des métastases hépatiques (19). Une 

concentration plasmatique élevée en gastrine est une aide pour le diagnostic. 
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3. Les glucagonomes 

Ces tumeurs, de plus mauvais pronostic, sont le plus souvent uniques et de 

grande taille. Elles se développent le plus souvent dans le pancréas. Cliniquement 

elles se traduisent par la présence d’une hyperglycémie et d’une perte de poids. Des 

atteintes cutanés peuvent être observées telles que l’érythème nécrolytique 

migratoire. 

Une concentration plasmatique élevée en glucagon est une aide pour le diagnostic. 

 

4. Les VIPomes 

Ces tumeurs sont le plus souvent uniques et se présentent à un stade 

métastatique dans la majorité des cas. Elles sont localisées dans le pancréas dans la 

grande majorité des cas. Cliniquement elles se traduisent par des diarrhées profuses 

et aqueuses.  

L’élévation plasmatique du VIP est une aide pour le diagnostic. 

 

5. Les somatostatinomes 

Souvent uniques, ces tumeurs se développent aussi bien dans le pancréas que 

dans le duodénum. Les symptômes cliniques sont inconstants mais lorsqu’ils sont 

présents, se traduisent par des diarrhées, une perte de poids ou un diabète et la 

constitution de lithiases des voies biliaires. 

La mise en évidence d‘une augmentation de la concentration plasmatique de la 

somatostatine est une aide pour le diagnostic. 
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B. Les TNE/CNEp non fonctionnels 

 

Les tumeurs neuroendocrines non fonctionnelles représentent 30 à 40% des 

TNEp (18). Elles ne sont pas associées à un syndrome clinique particulier mais 

s’accompagne parfois d’une hypersécrétion hormonale non symptomatique comme 

la chromogranine A, dont le dosage est une aide au diagnostic. Elles peuvent être 

symptomatiques lorsque leur taille devient importante, lorsqu’elles envahissent les 

tissus sains adjacents ou lors de l’apparition de métastases à distance. Dans 15% 

des cas, elles sont diagnostiquées de façon fortuite.  

Les CNEp sont souvent diagnostiqués suite à la découverte de métastases 

symptomatiques. Les tumeurs primitives localisées peuvent occasionner une douleur 

et/ou un ictère. Ils surviennent généralement chez les patients âgés de plus de 40 

ans (18).  
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IV. Pronostic 

 

Tous les TNE/CNEp ont un potentiel de malignité (1) excepté le microadénome 

neuroendocrine qui est une entité particulière et qui est considéré comme bénin. 

Parmi ces TNE/CNEp, la survie à 5 ans est meilleure pour les TNE/CNEp 

fonctionnels (20)(21).  

Tout grade confondu, la médiane globale de survie chez les patients présentant un 

TNE/CNEp non fonctionnel est de 38 mois. Elle est de 23 mois pour ceux qui 

présentent des métastases à distance et de 124 mois pour ceux ayant une tumeur 

localisée (20). 

Quelques études récentes portant sur de longues périodes de suivi de patients ont 

montré que même les TNEp de petite taille, découvertes de manière fortuite, 

développent des métastases ou récidivent dans 7 à 15% des cas.  

Les TNEp de grade 1 ont un taux de survie estimé à 95% à 5 ans.  

Les TNEp de grade 2 ont une survie médiane de 63 mois et un taux de survie estimé 

à 61% à 5 ans (22). 

Le pronostic des CNEp de grade 3 est plus ambivalent du fait de la présence de 

deux sous types aujourd’hui clairement établis : les CNEp de grade 3 peu 

différenciés et les CNEp de grade 3 bien différenciés.  

Les CNEp bien différenciés de grade 3 ont un moins bon pronostic que les TNEp de 

grade 2 avec une survie médiane à 32 mois et un taux de survie à 5 ans de 22% et 

un meilleur pronostic que les véritables CNEp peu différenciés de grade 3 avec une 

survie médiane à 15 mois et un taux de survie à 5 ans de 17% (22)(23)(24). 

Les facteurs pronostiques les plus pertinents aujourd’hui recensés sont le grade, la 

taille et la différenciation tumorale, un âge supérieur à 40 ans, des marges 

chirurgicales positives et la présence d’une angioinvasion (25). 
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V. TNE/CNEp : Diagnostic 

 

Sur pièces opératoires, biopsies ou microbiopsies par aspiration à l’aiguille fine, 

le diagnostic anatomopathologique des TNE/CNEp est standardisé et s’effectue sur 

la base d’une analyse macroscopique, microscopique et immunohistochimique (26). 

 

A. Macroscopie 

 

Leur taille varie en moyenne de 1 à 5 cm. Les insulinomes sont généralement 

de petite taille. Les tumeurs neuroendocrines non fonctionnelles mesurent souvent 

plus de 2 cm au moment du diagnostic.  

Les TNE/CNEp sont souvent bien circonscrits, en masse solide, rarement pseudo-

kystiques, parfois multinodulaires avec des septas fibreux. Ils sont de couleur 

blanche, jaune ou marron. Leur consistance est variable. Ils sont parfois encapsulés 

ou au contraire étendus au tissu pancréatique adjacent. De la nécrose est parfois 

observée et représente un facteur pronostique péjoratif. 

 

B. Microscopie 

 

1. Les TNEp bien différenciées  

 

Les cellules s’organisent en travées, en plages solides, en acini ou en nids de 

plus ou moins grande taille.  
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Le stroma tumoral varie considérablement d’une tumeur à l’autre. Certaines tumeurs 

prennent un aspect densément cellulaire, avec peu de stroma. D’autres contiennent 

un stroma hyalin étendu, ou amyloïde. 

Elles sont constituées de cellules au noyau rond ou ovale, uniforme et contenant 

parfois un ou plusieurs petits nucléoles. La chromatine est granuleuse, avec un 

aspect typique en « poivre et sel ». L’aspect du cytoplasme varie également d’une 

tumeur à l’autre avec parfois une hétérogénéité intra-tumorale. Certaines cellules 

présentent un cytoplasme abondant, éosinophile, typique des TNEp (figure 1) alors 

que  d’autres ont un cytoplasme d’aspect oncocytaire ou clair. 

L’aspect microscopique ne permet pas d’évaluer la capacité de sécrétion hormonale 

des TNEp. 

 

Figure 1 TNEp bien différenciée : noyaux régulier avec chromatine en « poivre et sel », 
cytoplasme abondant éosinophile ; HES x 40 

 

  



SCHERMAN Laurine Introduction 

 

____ 

24 

2. Les CNEp peu différenciés 

 

Les CNEp sont plus rares. Ils sont parfois à petites cellules mais sont plus 

majoritairement à grandes cellules. Morphologiquement, leurs cellules s’organisent 

en plages solides ou parfois en travées.  

Les CNEp à grandes cellules sont constitués de cellules au rapport nucléo-

cytoplasmique augmenté. Les noyaux sont hyperchromatiques et pléomorphes 

(figure 2) avec de gros nucléoles. De la nécrose est fréquemment retrouvée.  

Les CNEp à petites cellules, plus fréquemment diagnostiqués dans le poumon, sont 

constitués de cellules de petite taille, rondes ou fusiformes, au rapport nucléo-

cytoplasmique élevé. Les noyaux sont hyperchromatiques, avec des nucléoles 

absents ou à peine visibles.  

 

 

Figure 2 CNEp peu différencié : noyaux irrégulier, anisocaryotique avec gros 
nucléoles, cytoplasme peu abondant ; HES X 40 
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C. Immunohistochimie 

 

Une fois le diagnostic de TNE/CNEp suspecté sur la morphologie, il est 

recommandé de confirmer le diagnostic par la positivité immunohistochimique des 

anticorps anti-synaptophysine et anti-chromogranine A (26).  

La chromogranine A est une glycoprotéine composant la matrice des granules 

sécrétoires neuroendocrines (figure 3). Elle est très spécifique de la différenciation 

neuroendocrine mais présente, contrairement à la synaptophysine, une expression 

plus hétérogène et variable au sein du cytoplasme des cellules tumorales. Son 

expression est moins intense voire négative au sein des insulinomes, des TNE bien 

différenciées du rectum ou au sein des CNEp peu différenciés.  

La synaptophysine est une protéine cytoplasmique présente dans toutes les cellules 

neuroendocrines, diffusément exprimée au sein de leur cytoplasme (figure 4). C’est 

le marqueur le plus sensible de différenciation neuroendocrine. En revanche c’est un 

marqueur moins spécifique que la chromogranine A, pouvant être exprimée dans 

d’autres tumeurs telles que les tumeurs épithéliales. 
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Figure 3 Etude ImmunoHistoChimique par l'anticorps anti-chromogranine : marquage 
intense, granulaire et cytoplasmique ; X 40 

 

Figure 4 Etude ImmunoHistoChimique par l'anticorps anti-synaptophysine : marquage 
d'intensité modérée et cytoplasmique ; X 40 
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D. Facteurs pronostiques 

 

1. Les stades 

Selon l’OMS 2010, les TNE/CNEp sont classés en fonction de leur stade 

indépendamment du grade. Il existe aujourd’hui deux classifications pour déterminer 

le stade des TNE/CNEp (Figure 5) :  

- La classification TNM proposée par l’AJCC/UICC (American Joint Commitee 

on Cancer/International Union Against Cancer) depuis 2010 est basée sur la 

classification TNM (« tumor, node, metastasis ») utilisée pour l’adénocarcinome 

ductal du pancréas (27)(28). Sa pertinence a déjà été validée par quelques études et 

son utilisation est recommandée par l’OMS 2010.  

Cependant, cette classification est controversée notamment pour sa définition du 

pT3 qui correspond à l’envahissement des tissus péri-pancréatiques. Cette définition 

ne correspond pas au mode d’infiltration des CNEp (29)(30)(31) et n’est donc pas 

appropriée pour les CNEp de haut grade. 

 

- La classification TNM proposée par l’ENETS (European Neuroendocrine Tumor 

Society) depuis 2006, est validée par de multiples études (32)(33)(34) et diffère de 

celle proposée par l’UICC dans la définition du stade pT3 qui est corrélée à la taille 

tumorale (35)(36) et non à l’envahissement péri-pancréatique.  
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pT stade TNM AJCC/UICC (2010)  TNM ENETS (2006) 

pT1 Limité au pancréas, <2cm Limité au pancréas, <2cm 

pT2 Limité au pancréas, >2cm Limité au pancréas, 2-4cm 

pT3 Etendu au-delà du pancréas, 

sans atteinte des gros 

vaisseaux 

Limité au pancréas, > 4cm 

pT4 Etendu au-delà du pancréas 

avec atteinte des gros 

vaisseaux 

Etendu au-delà du 

pancréas 

Figure 5 Classifications TNM des TNE/CNEp : ENETS (2006) à droite et AJCC/UICC 
(2010) à gauche. 

 

Il existe donc, à ce jour, deux systèmes parallèles de détermination du stade 

des TNE/CNEp. Selon l’OMS 2010, le stade de la maladie doit être exprimé par la 

classification TNM de l’UICC 2010. 

 

2. Les grades 

L’établissement du grade est essentiel à l’évaluation du risque évolutif des 

TNE/CNEp et repose sur la détermination de leur capacité proliférative. Cette notion 

a été préalablement décrite par l’ENETS en 2006 et son usage a été généralisé par 

l’OMS en 2010. Le grade histologique des TNE/CNEp résulte de l’utilisation de 

l’indice mitotique (IM) et/ou de l’indice de prolifération (IP) évalué par l’analyse du 

Ki67. Associé à la différenciation cellulaire, ce système de grade a une valeur 

prédictive. Il est corrélé au risque de récidive et au devenir du patient (32)(33)(34). 
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a. L’indice Mitotique  

 

La division cellulaire est un processus constitué de différentes phases : G0 

(phase de repos), G1 (« first GAP phase »), S (phase de synthèse), G2 (« seconde 

GAP phase ») et M (phase de mitose). Les cellules en phase de mitose sont 

visualisées au microscope grâce à leurs caractéristiques morphologiques.  

Avec la coloration par l’Hématéine-Eosine, les mitoses se définissent par un 

hyperchromatisme et l’absence de membrane nucléaire. Cet hyperchromatisme est 

constitué de matériel nucléaire chromosomique. Il se présente soit en un spot unique 

(métaphase), soit en une ligne centrale (métaphase / anaphase), soit en deux spots 

séparés et opposés (télophase) (Figure 6).  

 

   

Figure 6 : A : mitoses en prophase (spot unique), B : métaphase (deux spots opposés),  

C : télophase (ligne centrale), HES x 40. 

 

 Il est clairement défini par l’ENETS que l’indice mitotique doit être déterminé par 

un compte de mitose sur au moins 40 champs au fort grossissement (HPF) et que le 

résultat doit être reporté en nombre de mitoses par 2mm2 (Figure 8) : 

-Les TNE/CNEp de grade 1 présentent moins de 2 mitoses par 2mm2. 

-Les TNE/CNEp de grade 2 présentent entre 2 et 20 mitoses par 2mm2. 

-Les TNE/CNEp de grade 3 présentent plus de 20 mitoses par 2mm2. 

A B C 
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Ce compte est effectué sur des lames colorées préalablement par la coloration à 

l’hématoxyline-Eosine-Safran (HES), au sein des zones les plus mitotiques après un 

screening global de la lame au plus faible grossissement. 

 

b. Ki67  

 

 L’antigène Ki67 est une protéine nucléaire exprimée dans toutes les phases 

actives du cycle cellulaire (G1, S, G2 et Mitose) mais absente dans les cellules au 

repos (G0). La présence de l’antigène Ki67, strictement associée au cycle cellulaire, 

est limitée au noyau. La détermination de l’indice de prolifération (IP) s’effectue par 

technique immunohistochimique avec l’anticorps anti-Ki67.  

Le pourcentage de cellules tumorales marquées, c’est à dire présentant un 

marquage nucléolaire ou nucléaire diffus, de faible à forte intensité, est déterminé sur 

un échantillon d’au moins 2000 cellules au fort grossissement au sein des zones de 

plus forte densité en cellules marquées (« hot spot ») (Figure 7).  

-Les TNE/CNEp de grade 1 présentent un IP inférieur à  3%. 

-Les TNE/CNEp de grade 2 présentent un IP compris entre 3 et 20%. 

-Les TNE/CNEp de grade 3 présentent un IP supérieur à 20% 
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Figure 7 : « Hot spot » d’une TNEp bien différenciée, ImmunoHistoChimie par le Ki67, x 10.  
A gauche : Zone faiblement marquée ; A droite : « hot spot » zone de plus forte densité de 

cellules marquées 

 

Trois grades sont donc définis : Le grade 1 (G1), pour les tumeurs peu proliférantes, 

le grade 2 (G2) pour les tumeurs de capacité proliférante intermédiaire et le grade 3 

(G3) pour les carcinomes fortement proliférants (Figure 8). 

Différentes méthodes sont utilisées pour l’évaluation de l’IP : 

- Evaluation globale au microscope ou « eye-balling » : il s’agit d’évaluer 

globalement le pourcentage de cellules marquées au sein des zones de 

« hot spot » sans effectuer de réel compte cellulaire. 

- Evaluation par compte manuel au microscope : il s’agit d’évaluer le 

pourcentage de cellules marquées après un compte précis sur un total 

d’au moins 2000 cellules au fort grossissement au sein d’un « hot spot » 

au microscope. 

- Evaluation par compte manuel sur image imprimée : Il s’agit, après 

numérisation de la lame sélectionnée et impression sur papier de l’image 

de la zone de « hot spot »,  d’évaluer sur papier le pourcentage de 

cellules marquées. 
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- Evaluation par compte automatisé : Il s’agit d’effectuer un compte de 

cellules marquées de façon automatisé grâce à un logiciel informatique 

analysant les images après numérisation des lames sélectionnées. 

 

Grade Indice mitotique (mitoses 

pour 2 mm²) 

Indice de prolifération 

Ki 67 (% de cellules 

marquées) 

G1 < 2 < 3 

G2 2 - 20 3 - 20 

G3 > 20 > 20 

Figure 8 : Etablissement du grade des TNE/CNEp selon l’ENETS 2006 et l’OMS 2010 ; 

A gauche, l’indice mitotique ; A droite, l’indice de prolifération. 

 

c. La différenciation 

 

Ce facteur pronostique, initialement au premier plan, est maintenant utilisé en 

association au grade tumoral (18).  

Les TNE/CNEp sont classés en deux catégories morphologiques : les TNEp bien 

différenciées et les CNEp peu différenciés.  

Les TNEp bien différenciées sont constituées de cellules organisées 

architecturalement. Elles s’agencent en travées, en nids ou en glandes. Les cellules 

ont un cytoplasme abondant, et un noyau régulier avec une chromatine en « poivre 

et sel ». La grande majorité des TNEp bien différenciées est classée en grade 1 ou 2. 

Les CNEp peu différenciés sont constitués de cellules se disposant le plus souvent 

en plages avec une perte de l’organisation architecturale. Pour les CNEp à grandes 

cellules, les cellules ont un rapport nucléo-cytoplasmique augmenté et un noyau 

irrégulier et nucléolé. Le cytoplasme est toujours visualisable. La totalité des CNEp 

peu différenciés est classée en grade 3. 
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Cependant alors que tous les CNEp peu différenciés sont de grade 3, toutes les 

TNEp bien différenciées, comme définies par l’OMS, ne sont par réparties entre le 

grade 1 et le grade 2 mais certaines sont aussi de grade 3. Ce problème de 

classification est actuellement source de difficultés dans la prise en charge et la 

stratégie thérapeutique à adopter pour certains patients.  

Ces tumeurs, bien différenciées, mais ayant un indice de prolifération supérieur à 

20%, ont également, pour la grande majorité des cas, un indice de prolifération 

inférieur à 50%. Ces cas intermédiaires sont encore classés aujourd’hui comme des 

grade 3 et ont un pronostic qui est meilleur que celui des CNEp peu différenciés et 

moins bon que celui des TNEp de grade 2 (22).  

Une étude récente définit les « vrais carcinomes neuroendocrines » par un indice de 

prolifération par le Ki 67 supérieur à 50% (24) et il est maintenant plus clairement 

établi que les CNEp de grade 3 devraient être séparé en deux sous-grades 

comprenant les tumeurs bien différenciées avec un Ki 67 supérieur à 20 % mais 

plutôt inférieur à 50% et les vrais CNEp peu différenciés qui ont le plus souvent un 

Ki67 très élevé, supérieur à 50%. 
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VI. Prise en charge thérapeutique 

 

La prise en charge des TNE/CNEp dépend de la différenciation, de la taille, de 

la localisation tumorale, du grade, du stade ainsi que des comorbidités du patient. 

 

A. Formes bien différenciées 

 

1. Formes localisées ou localement avancées 

 

Qu’il s’agisse d’une TNEp ou d’un CNEp, pour les formes bien différenciées, 

non métastatiques et sporadiques, le traitement de référence est la chirurgie 

associée ou non à un curage ganglionnaire (25) suivi d’une surveillance 

scannographique régulière. L’amélioration de la survie des patients après résection 

chirurgicale a été démontrée (37) (38).  

Même si les TNEp sont souvent indolentes, elles présentent toutes un potentiel de 

malignité et il a été montré qu’elles donnent des métastases ganglionnaires dans 

30% des cas (39).  

Cependant, en cas de TNEp non fonctionnelle de découverte fortuite et dont la taille 

est inférieure à 2cm, une abstention thérapeutique associée à un suivi rapproché est 

proposée mais cette attitude thérapeutique est aujourd’hui débattue. 
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2. Formes métastatiques 

 

Pour les cas particuliers avec métastases hépatiques, la prise en charge 

consiste en l’exérèse de la tumeur primitive et, si cela est possible, un traitement 

locorégional des métastases.  

Une prise en charge sera effectuée en cas de lésion de grade 1 ou 2, en l’absence 

de métastases ganglionnaires ou extra-abdominales non résécables et en l’absence 

de carcinose. En fonction du nombre de métastases, le geste chirurgical consiste soit 

en une simple énucléation, en une résection segmentaire hépatique ou en une 

hépatectomie totale avec greffe. Un complément par d’autres techniques de 

destruction tumorale peut être réalisé (radiofréquence, radiothérapie vectorisée 

interne, chimioembolisation …). 

Ce traitement, lorsqu’il est possible dans une population sélectionnée, donne un taux 

de survie à 5 ans de 60 à 80%, comparé à 30% en l’absence de chirurgie (40) 

 

En cas  de TNEp avec métastases non résécables, d’autres thérapeutiques sont 

proposées : 

- Les traitements antiprolifératifs tels que les analogues de la 

somatostatine (octréotide ou lanréotide) et l’interferon-alpha associés à 

une surveillance en cas de métastases non progressives et non 

symptomatiques et en l’absence de métastases osseuses. 

- les chimiothérapies combinant streptozotocine et la doxorubicine ou le 5-

FU en première ligne pour les métastases évolutives ou symptomatiques 

et/ou présence de métastases osseuses. 

- Les thérapies ciblées (évérolimus, sunitinib) sont indiquées en première 

ou deuxième ligne au cas par cas. 
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B. Formes peu différenciées 

 

Le traitement des CNEp peu différenciés, métastatiques, de grade 3 sera discuté au 

cas par cas. La chirurgie est très rarement proposée, uniquement si elle paraît 

curative ou en l’absence de métastases ganglionnaires. Dans les cas contraires, la 

chimiothérapie possiblement associée à la radiothérapie est le traitement de 

première intention (41). En première ligne, les chimiothérapies systémiques 

combinant de l’etoposide et du cisplatine sont indiquées. En deuxième intention, les 

protocoles de chimiothérapie Folfox ou Folfiri sont proposés. 

 

Il existe une particularité pour la prise en charge des CNEp bien différenciés qui n’est 

pas encore bien établie. Elle doit être discutée au cas par cas et se baser sur la 

clinique. La prise en charge peut être la même que celle des TNEp de grade 1-2 ou 

au contraire être identique à celles des CNEp de grade 3 peu différenciés. 
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VII. Objectifs de l’étude 

A. Objectif principal 

 

Notre étude est rétrospective, monocentrique et a été réalisée en double 

aveugle. 

L’objectif principal est de comparer deux méthodes de compte mitotique (M1 et M2) 

dans la détermination du grade des TNE/CNEp en établissant leur reproductibilité 

inter-observateur, leur concordance et leur valeur pronostique. Ces méthodes seront 

chacune comparées à la méthode « gold standard » d’évaluation de l’indice de 

prolifération par compte manuel du Ki67 sur photo imprimée (K2). 

 

L’objectif secondaire est d’établir la reproductibilité inter-observateur de la méthode 

d’évaluation de l’indice de prolifération par compte manuel au microscope (K1), 

établir sa concordance avec la méthode « gold standard » d’évaluation de l’indice de 

prolifération par compte manuel sur photo imprimée (K2) et établir sa valeur 

pronostique. 
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B. Intérêt de l’étude 

 

Les TNE/CNEp sont des pathologies rares dont l’incidence et la prévalence 

sont en augmentation constante. Ces tumeurs sont associées à un pronostic variable 

avec une survie allant de 6 mois à 20 ans (20).  

La prise en charge thérapeutique de ces lésions est de plus en plus diversifiée (42) 

et l’établissement de marqueurs pronostiques fiables et reproductibles est devenu 

primordial afin d’orienter la prise en charge thérapeutique.  

Le potentiel de malignité des TNE/CNEp est aujourd’hui évalué par deux critères : la 

différenciation tumorale et la capacité proliférative ou grade. 

Le grade histologique, basé sur le compte mitotique et/ou l’analyse du Ki67, est le 

facteur pronostique le plus pertinent, son utilisation est aujourd’hui recommandée au 

niveau international et il est devenu un élément incontournable dans la prise en 

charge efficace et adaptée des TNE/CNEp (43). Il a un intérêt pronostique pour la 

survie sans progression (44). 

La mise en place de techniques précises, fiables et reproductibles est donc 

indispensable à son élaboration. 

 

1. Compte mitotique  

Il est défini par l’ENETS et l’OMS que l’indice mitotique doit être déterminé par 

un compte de mitoses sur au moins 40 champs à fort grossissement (HPF) et que le 

résultat doit être reporté en nombre de mitose par 2mm2.  

Il n’existe cependant pas de précision sur la technique à adopter pour effectuer ce 

compte. En pratique, les mitoses sont comptées sur 5 séquences de 2mm². Les 
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résultats devant être donnés pour 2mm², il existe deux possibilités de calcul de 

l’indice mitotique :  

- Etablir la moyenne des résultats des séquences   

- Ne retenir que la séquence la plus péjorative parmi les différentes 

séquences analysées 

A l’institut de pathologie du CHRU de Lille, l’évaluation de l’indice mitotique est 

réalisée par compte de mitoses sur au moins 4 séquences de 2mm² au sein des 

zones les plus mitotiques. Le résultat est secondairement annoncé comme un 

nombre de mitoses par 2mm2 après avoir effectué la moyenne de ces séquences.  

L’objectif est donc de valider l’utilisation de cette technique en déterminant sa 

reproductibilité inter-observateur et sa performance pronostique. Elle sera comparée 

à la deuxième méthode d’évaluation de l’indice mitotique décrite précédemment. 

 

Plusieurs études ont montré la supériorité de l’indice de prolifération par 

l’analyse du Ki67 par rapport à l’indice mitotique en terme de fiabilité pronostique et 

de précision (45)(46)(47)(48). 

Parmi les différentes méthodes d’évaluation de l’indice de prolifération, celle par 

compte manuel sur photos imprimées ressort comme la plus fiable et la plus 

reproductible (49)(50). Il est donc intéressant de comparer les deux méthodes de 

compte mitotique à la méthode « gold standard » d’indice de prolifération en évaluant 

leur concordance et leur fiabilité pronostique.  
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2. Ki 67 

Le Ki67 est l’un des marqueurs de prolifération cellulaire les plus utilisés ces 

vingt dernières années. Etant déjà largement utilisé comme facteur pronostique dans 

les tumeurs mammaires et les tumeurs gliales, l’élaboration de l’indice de 

prolifération par le Ki67 est devenue également une étape indispensable dans 

l’élaboration d’un compte rendu anatomopathologique des TNE/CNEp. Il est un 

facteur pronostique majeur dans l’évaluation du risque de récidive et dans la survie 

globale des patients présentant un TNE/CNEp (51)(52)(53)(44)(54)(55). Certaines 

études ont également suggéré que sa valeur prédictive montre, pour les CNEp à 

haut pouvoir proliférant, une meilleur sensibilité aux chimiothérapies et, pour les 

TNEp à faible pouvoir proliférant, une meilleur réponse aux biothérapies (56).  

L’utilisation du Ki67 est reconnue comme particulièrement utile dans les cas 

diagnostiques de TNE/CNEp sur biopsie ou cytologie, où les comptes mitotiques sont 

difficiles voire impossibles et il a été reconnu comme étant un indicateur pronostique 

significatif (57)(58)(59).  

L’évaluation de l’indice de prolifération est importante pour la suite de la prise en 

charge et du suivi des patients (55)(60) et il est donc indispensable d’utiliser une 

méthode d’évaluation fiable et reproductible, spécialement pour les tumeurs se 

situant dans des zones charnières entre différents grades. 

De nombreuses études ont permis de décrire et de comparer les différentes façons 

d’élaborer cet indice de prolifération et il existe encore de nombreux désaccords en 

ce qui concerne la méthode optimale (1). 

La méthode de compte manuel au microscope sur au moins 2000 cellules, proposée 

par l’ENETS, a déjà été décrite et propose des résultats mitigés. Certaines études 

présentent cette technique comme difficilement faisable en pratique courante (61), 
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d’autre la définissent comme acceptable et devant être utilisée de façon standardisée 

(62)(63). L’estimation globale, sans compte au microscope ou méthode 

d’ « eyeballing » ne semble pas être la méthode adéquate pour l’évaluation du grade 

qui nécessite, de par sa définition, un compte précis et non une estimation (62)(64).  

La méthode ressortant comme la plus reproductible et fiable semble celle du compte 

manuel sur photo imprimée (49).  

Cependant il semble que le plus important dans l’élaboration de cet indice ne serait 

pas le type de méthode utilisé mais d’être uniforme et précis selon le type de 

technique utilisée (65). 

Au CHRU de Lille, la méthode utilisée pour l’élaboration de l’indice de prolifération, 

fidèle aux recommandations de l’ENETS, est celle du compte manuel au microscope. 

L’objectif secondaire de cette étude est donc de démontrer la validité de cette 

technique en termes de reproductibilité inter-observateur et de comparer ses 

résultats et sa valeur pronostique à ceux de la méthode par compte manuel sur 

photo imprimée, considérée comme le « gold standard ». 
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MATERIELS ET METHODES 

 

I. Sélection des cas 

 

42 patients présentant un ou plusieurs tumeurs/carcinomes neuroendocrines du 

pancréas diagnostiqués à l’institut de pathologie du Centre Hospitalier Régional 

Universitaire (CHRU) de Lille durant la période de janvier 2005 à janvier 2014 ont été 

sélectionnés et inclus à l’aide du logiciel DIAMIC dans cette étude rétrospective et 

monocentrique.  

Le diagnostic de ces tumeurs était effectué sur la base d’une analyse morphologique 

standard, et sur la positivité en analyse immunohistochimique des anticorps anti-

chromogranine et/ou anti-synaptophysine.  

Les critères d’exclusion étaient la présence d’une tumeur de taille inférieure ou égale 

à 1cm,  et la présence concomitante d’un autre cancer évolutif. 

 

Les données démographiques de chaque patient tel que le sexe et l’âge ont été 

répertoriées ainsi que la taille tumorale, la présence ou l’absence de nécrose, 

d’embole vasculaire et l’atteinte ou non des limites chirurgicales.  

 

Le suivi du patient a été répertorié. La durée du suivi était calculée, en mois, du jour 

de l’intervention chirurgicale au jour de la récidive, du décès du patient ou des 

dernières nouvelles. La récidive était définie comme une évolution par rapport à l’état 

au jour de l’opération c’est à dire l’apparition de nouvelles métastases, 

l’augmentation de la taille des métastases connues ou d’une récidive locale. 
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II. Evaluation du grade tumoral 

 

Les grades de chaque tumeur, établis par l’indice mitotique et par l’indice de 

prolifération par le Ki67 étaient évalués en double aveugle par deux pathologistes 

différents. 

Les pièces opératoires avaient été échantillonnées après fixation par le formol 

tamponné à 10% pendant 12 à 48 heures. Les prélèvements avaient été 

secondairement inclus en paraffine (bloc d’inclusion). Chaque bloc d’inclusion de 

tumeur avait été coupé à 4 m au microtome manuel. Les coupes étaient 

secondairement étalées sur un film d’eau glycerinée-albuminée sur lame, puis 

placées sur plaque chauffante. Elles étaient ensuite colorées à l’Hématéine Eosine 

Safran (HES). 

 

A. L’indice mitotique 

 

Les lames correspondantes aux prélèvements tumoraux représentatifs de la 

lésion primitive, ont été désarchivées et analysées afin de déterminer les secteurs 

les plus mitotiques.  

Le compte de mitoses était effectué sur les secteurs les plus mitotiques, sur 5 

séquences de 7 HPF consécutifs (7HPF = 2mm2; diamètre du champ = 0,62mm). Le 

temps passé pour cette analyse était chronométré pour les deux opérateurs. 

Deux méthodes ont été utilisées pour déterminer le grade sur le compte mitotique :  

- La première méthode (M1) consistait à effectuer une moyenne des 

résultats des comptes des 5 séquences de 7 HPF. 



SCHERMAN Laurine Matériels et méthodes 

 

____ 

44 

- La deuxième méthode (M2) consistait à ne retenir que la séquence de 7 

HPF avec le compte de mitose le plus élevé. 

Le résultat était donné sous forme d’un nombre de mitose pour 7HPF ou 2mm².  

 

Les tumeurs dont le compte mitotique était inférieur à 2 mitoses pour 2mm2 étaient 

classées en grade 1. Celles dont le compte mitotique était évalué entre 2 et 20 

étaient classées en grade 2 et celles dont le compte mitotique était supérieur à 20 

mitoses pour 2mm² était classées en grade 3. 

 

B. L’indice de prolifération par l’évaluation 

immunohistochimique du Ki 67 

 

1. ImmunoHistoChimie 

 

L’étape d’immunohistochimie était réalisée par l’automate du service, de type : 

Benchmark XT (Ventana Roche). La technique a été menée pour les 42 patients lors 

d’un même cycle. 

Une coupe tissulaire de 4 μm était réalisée à partir du bloc, inclus en paraffine, de 

tissu tumoral, représentatif de la lésion primitive de chaque patient, ainsi que d’un 

bloc de tissu appendiculaire,  utilisé comme témoin externe.  

Chacune de ces coupes (tumorale et appendiculaire) était étalée sur une lame 

silanée (DakoFlex) et séchée à l’étuve à 56°C pendant 12 heures. Les étapes de 

déparaffinage, de prétraitement, de blocage de l’activité peroxydase endogène, 

d’incubation, d’amplification et de révélation étaient automatisées pour l’anticorps 
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anti-Ki67 (clone Mib-1, dilution 1/50, Dako), permettant d’obtenir des résultats 

homogènes et d’éviter des erreurs de manipulation.  

 

2. Evaluation de l’indice de prolifération (IP) 

 

L’indice de prolifération a été déterminé selon deux méthodes :   

- Evaluation par compte manuel au microscope  

- Evaluation par compte manuel sur image imprimée   

L’analyse par compte manuel au microscope était effectuée en double aveugle par 

deux pathologistes indépendants.  

L’analyse par compte manuel sur image imprimée était effectuée en aveugle par un 

pathologiste. 

 

a. Compte manuel au microscope (K1) 

 

Les lames ont initialement été analysées au microscope au faible 

grossissement afin de déterminer le « Hot Spot », zone de plus forte densité de 

cellules marquées. Le pourcentage de cellules tumorales marquées, c’est à dire 

présentant un marquage nucléolaire ou nucléaire diffus de faible à forte intensité, 

était ensuite déterminé sur un échantillon d’au moins 2000 cellules au fort 

grossissement. Cette technique était chronométrée. 
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b. Compte manuel sur image imprimée (K2) 

 

Cette méthode a été évaluée en simple aveugle par un opérateur. 

Afin d’obtenir des images exploitables pour le comptage manuel, les lames 

immunomarquées par l’anticorps anti-Ki67 étaient scannées au grossissement x20 

par le scanner de lame de l’Institut de Pathologie du CHRU de Lille, de type iScan 

HT Ventana-Roche. Les images numérisées étaient ensuite exploitées via le logiciel 

Virtuoso fourni par la société Ventana-Roche. 

Sur les images numérisées, pour chaque patient, une zone tumorale représentant au 

moins 2000 cellules tumorales et correspondant à la zone de plus forte densité en 

cellules marquées (« Hot Spot ») était délimitée grâce à l’outil « sélection de zone » 

du logiciel Virtuoso.  

Sur cette zone, des clichés étaient effectués au grandissement X40 et les images 

obtenues étaient imprimées sur papier format A4, en couleur. La qualité était 

suffisante pour permettre une reconnaissance visuelle des cellules tumorales et des 

cellules non tumorales du stroma. 

Seules les cellules tumorales étaient prises en compte. Les cellules tumorales 

étaient considérées comme positives dès la présence d’un marquage très faible du 

caryoplasme. Chaque cellule comptée, était cochée par des crayons feutres de 

couleur différente pour les cellules tumorales et les cellules non tumorales afin de ne 

pas les prendre en compte plusieurs fois par erreur (Figure 9). 

Ce compte manuel était considéré dans notre étude comme la méthode « gold 

standard » à laquelle était comparée la méthode de compte manuel au microscope.  
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Figure 9 Compte manuel de l’indice de prolifération sur photo imprimée. 
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III. Etude statistique 

 

L’analyse statistique a été réalisée par l’Unité de Biostatistiques du CHRU de 

Lille sur le logiciel SAS version 9.4 (Statistical Analysis System). 

Les variables continues des caractéristiques cliniques étaient exprimées en 

moyenne, médiane, et intervalle interquartile. La normalité par le test du Shapio-Wilk 

avait été vérifiée. 

 

Concernant les variables qualitatives, elles étaient représentées par l’effectif et le 

pourcentage. 

 

Pour déterminer la concordance entre les deux méthodes de compte mitotique, la 

méthode M1 de compte mitotique et la méthode K2 de compte du Ki 67, la méthode 

M2 de compte mitotique et la méthode K2 de compte du Ki 67 et entre les méthodes 

K1 et K2 de compte du Ki 67 selon les valeurs numériques, le coefficient de 

corrélation de Spearman a été analysé.  

Pour l’évaluation de la concordance entre les méthodes de compte mitotique et la 

méthode K2, les moyennes des résultats obtenus entre les deux opérateurs pour les 

méthodes M1 et M2 étaient utilisées  

Pour l’évaluation de la concordance entre la méthode K1 de compte du Ki 67 et la 

méthode K2, les moyennes des résultats obtenus entre les deux opérateurs pour la 

méthode K1 étaient utilisées. 

 

Les comparaisons de fréquence entre les grades, items qualitatifs  ont été analysées 

par le test du Khi-deux ou le test du Fisher exact. 
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La reproductibilité inter-observateur a été calculée au moyen de coefficient de 

concordance intra-classe. Les valeurs seuils de kappa pondérés sont  les suivantes : 

<0.4 mauvais, entre 0.4 et 0. 6 modéré, entre 0.6 et 0.75 bon et >0.75 excellent. 

 

L’analyse de survie sans récidive a été effectuée en appliquant le test du Log-Rank 

et en réalisant les courbes de Kaplan Meier. 

Une p-value <0.05 était considérée comme statistiquement significative.  

Pour l’élaboration de ces courbes de survie, les moyennes des résultats obtenus 

entre les deux opérateurs étaient utilisées. 
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RESULTATS 

 

I. Caractéristiques clinico-pathologiques de la population 

étudiée 

 

Parmi les 42 patients étudiés, 20 (48%) étaient des hommes et 22 (52%) 

étaient des femmes.  

L’âge médian au moment du diagnostic de TNE/CNEp était de 55 ans avec des 

extrêmes allant de 18 à 85 ans. La taille tumorale médiane au diagnostic était de 3,5 

cm avec des extrêmes allant de 1,5 à 14,5 cm. Au moment du diagnostic, 20 patients 

(48%) présentaient un envahissement ganglionnaire, 22 patients (52%) présentaient 

des emboles tumoraux au sein des vaisseaux péri-tumoraux et 10 patients (24%) 

présentaient de la nécrose. 

Onze patients (26%) présentaient des métastases synchrones à distance. Cinq 

patients (12%) présentaient un CNEp de morphologie peu différenciée à l’analyse 

anatomopathologique. Chez 10 patients (24%), les limites chirurgicales étaient 

atteintes à l’analyse anatomopathologique (résection R1). 

Le tableau 1 illustre les principales caractéristiques cliniques et 

anatomopathologiques des patients et des TNE/CNEp étudiés.  
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Tableau 1 : Caractéristiques cliniques et anatomopathologiques de la 

population étudiée 

 
 
  

Caractéristique Nombre (N=42) % 

Sexe  Femme : 22 

Homme : 20 

52 

48 

Age (année) (médiane + écart type) 55 48 ; 64  

Taille tumorale (cm) au diagnostic 

(médiane + écart type) 
3,5 2,5 ; 5,5  

Emboles vasculaires 22 52 

nécrose 10 24 

Métastases à distance synchrones 11 26 

Métastases ganglionnaires 

synchrones 
20 48 

Envahissement des limites 

chirurgicales 
10 24 

Différenciation : 

- Bien différencié 

- Peu différencié 

 

37 

5 

 

88 

12 
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II. Evaluation de l’indice mitotique (IM) 

 

A. Reproductibilité inter-observateur 

 

La moyenne de temps passé pour l’évaluation de l’indice mitotique par le premier 

opérateur était de 15 minutes par cas. Celle du deuxième opérateur était de 14 

minutes par cas. 

 

1. Méthode M1  

 

La première méthode consistait à effectuer une moyenne des résultats des 

comptes des 5 séquences de 7 HPF. 

Avec le compte du premier opérateur (M1OP1), 27 cas étaient classés de grade 1 

avec une moyenne de mitose de 0,6 pour 2mm2 et avec des extrêmes de 0 à 1,8 

pour 2mm2. Douze cas, dont  2 peu différenciés étaient classés de grade 2 avec une 

moyenne de mitose de 7,5 pour 2mm2 et avec des extrêmes de 2,2 à 15 pour 2mm2. 

Trois cas peu différenciés étaient classés de grade 3 avec une moyenne de mitose 

de 54 mitoses pour 2mm2 et avec des extrêmes de 20,6 à 96,8 pour 2mm2.  

Avec le compte du deuxième opérateur (M1OP2), 28 cas étaient classés de grade 1 

avec une moyenne de mitose de 0,3 pour 2mm2 avec des extrêmes de 0 à 1,8 pour 

2mm2. Douze cas, dont 3 peu différenciés étaient classés de grade 2 avec une 

moyenne de mitose de 6,2 pour 2mm2 et des extrêmes de 2,2 à 20 pour 2mm2. Deux 

cas peu différenciés étaient classés en grade 3 avec une moyenne de mitose de 53,7 

pour 2mm2 et des extrêmes de 38,2 à 69,2 pour 2mm2 (Tableau 2).  
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Un patient classé de grade 1 par l’opérateur 1 a été classé de grade 2 par l’opérateur 

2. Deux patients classés de grade 2 par l’opérateur 1 ont été classés de grade 1 par 

l’opérateur 2. Un patient classé grade 3 par l’opérateur 1 a été classé de grade 2 par 

l’opérateur 2 (Tableau 2). 

 
 Tableau 2 : Résultats en grade des indices mitotiques évalués par les deux 

opérateurs par la méthode M1 (M1OP1 ; M1OP2) 

 

L’étude statistique effectuée sur les résultats sous forme brute, numérique, de 

l’analyse des indices mitotiques par la méthode M1 montre un taux de concordance 

entre les deux opérateurs à 0,94. 

L’étude statistique effectuée sur les résultats sous forme de grade, montre un kappa 

pondéré à 0,83 [0,67 ; 0,99]. 

  

M1OP1 M1OP2 

 G1 

<2 

G2 

2-20 

G3 

>20 

Total 
Nombre  
Moyenne (mitoses 
par 2mm

2
) + 

extrêmes 
G1 ; <2 26 

 

1 

 

0 27 

0,6 (0; 1,8) 

G2 ; 2 - 20 2 

 

10 

 

0 12 

7,5 (2,2; 15) 

G3 ; >20 0 1 

 

2 

 

3 

54 (20,6; 96,8) 

Total 
Nombre  
Moyenne (mitoses par 
2mm

2
) + extrêmes 

28 

0,3 (0 ; 1,8) 

12 

6,2 (2,2 ; 20) 

2 

53,7 (38,2 ; 69,2) 

42 
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2. Méthode M2 

 

La deuxième méthode consistait à ne retenir que la séquence de 7 HPF où le 

compte de mitose était le plus élevé. 

Avec le compte du premier opérateur (M2OP1), 16 cas étaient classés de grade 1 

avec une moyenne de mitose de 0,4 pour 2mm2 et des extrêmes de 0 à 1 pour 

2mm2. Vingt-trois cas, dont 2 peu différenciés, étaient classés de grade 2 avec une 

moyenne de mitose de 6,7 pour 2mm2 et des extrêmes de 2 à 20 pour 2mm2. Trois 

cas peu différenciés étaient classés de grade 3 avec une moyenne de mitose de 69 

mitoses pour 2mm2 et des extrêmes de 34 à 120 pour 2mm2. 

Avec le compte du deuxième opérateur (M2OP2), 24 cas étaient classés de grade 1 

avec une moyenne de mitose de 0,4 pour 2mm2 et des extrêmes de 0 à 1 pour 

2mm2. Quinze cas dont 2 peu différenciés étaient classés de grade 2 avec une 

moyenne de mitose de 6,8 pour 2mm2 et des extrêmes de 2 à 14 pour 2mm2. Trois 

cas peu différenciés étaient classés en grade 3 avec une moyenne de mitose de 52,7 

pour 2mm2 et des extrêmes de 24 à 87 pour 2mm2.  

 

Un patient classé de grade 1 par l’opérateur 1 était classé de grade 2 par l’opérateur 

2. Neuf patients de grade 2 par l’opérateur 1 étaient classés de grade 1 par 

l’opérateur 2 (Tableau 3). 
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Tableau 3 : Résultats en grade des indices mitotiques évalués par les deux 

opérateurs par la méthode M2 (M2OP1 ; M2OP2). 

 

L’étude statistique effectuée sur les résultats sous forme brute, numérique, de 

l’analyse des indices mitotiques par la méthode M2 montre un taux de concordance 

entre les deux opérateurs à 0,94. 

L’étude statistique effectuée sur les résultats sous forme de grade, montre un kappa 

pondéré à 0,63 [0,42 ; 0,84]. 

 

B. Concordance entre la méthode M1 et la méthode M2 

 

1. Opérateur 1 

 

Onze patients classés de grade 1 par la méthode M1 étaient de grade 2 par la 

méthode M2 (tableau 4)(Figure 10). 

En valeur numérique, les résultats d’indice mitotique obtenus selon la méthode M1 

sont concordants avec ceux obtenus selon la méthode M2 ( = 0,98 ; p < 0,0001). 

M2OP1 M2OP2 

 G1 

<2 

G2 

2-20 

G3 

>20 

Total 
Nombre  
Moyenne (mitoses 
par 2mm

2
) + 

extrêmes 
G1 ; <2 15 

 

1 

 

0 16 

0,4 (0 ; 1) 

G2 ; 2 - 20 9 

 

14 

 

0 23 

6,7 (2 ; 20) 

G3 ; >20 0 0 3 

 

3 

69 (34 ; 120) 

Total 
Nombre  
Moyenne (mitoses par 
2mm2) + extrêmes 

24 

0,4 (0 ; 1) 

 

15 

6,8 (2 ; 14) 

3 

52,7 (24 ; 87) 

42 
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En grade, les résultats d’indice mitotique obtenus selon la méthode M1 sont 

concordants avec ceux obtenus selon la méthode M2 (p < 0,0001). 

 
Tableau 4 : Résultats en grade des indices mitotiques évalués selon les deux 

méthodes par l’opérateur 1(M1OP1 ; M2OP1). 

 

Figure 10 Concordance entre la méthode 1 (M1) et la méthode 2 (M2) de compte 
mitotique par l'opérateur 1 
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30

G1 G2 G3

Méthode M1

Méthode M2

M1OP1 M2OP1 

 G1 

<2 

G2 

2-20 

G3 

>20 

Total 
Nombre  
Moyenne (mitoses 
par 2mm

2
) + 

extrêmes 
G1 ; <2 16 

 

11 

 

0 27 

0,6 (0 ; 1,8) 

G2 ; 2 - 20 0 

 

12 0 12 

7,5 (2,2 ; 15) 

G3 ; >20 0 0 3 

 

3 

54 (20,6 ; 

96,8) 

Total 
Nombre  
Moyenne (mitoses par 
2mm

2
) + extrêmes 

16 

0,4 (0 ; 1) 

 

23 

6,7 (2 ; 20) 

3 

69 (34 ; 120) 

42 
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2. Opérateur 2 

 

Quatre patients classés de grade 1 par la méthode M1 étaient de grade 2 par la 

méthode M2. Un patient classé de grade 2 par la méthode M1 était de grade 3 par la 

méthode M2 (tableau 5)(figure 11). 

En valeur numérique, les résultats d’indice mitotique obtenus selon la méthode M1 

sont concordants avec ceux obtenus selon la méthode M2 ( = 0,99 ; p < 0,0001). 

En grade, les résultats d’indice mitotique obtenus selon la méthode M1 sont 

concordants avec ceux obtenus selon la méthode M2 (p < 0,0001). 

 

Tableau 5 : Résultats en grade des indices mitotiques évalués selon les deux 

méthodes par l’opérateur 2 (M1OP2 ; M2OP2). 

 

M1OP2 M2OP2 

 G1 

<2 

G2 

2-20 

G3 

>20 

Total 
Nombre  
Moyenne (mitoses 
par 2mm

2
) + 

extrêmes 
G1 ; <2 24 

 

4 

 

0 28 

0,3 (0 ; 1,8) 

G2 ; 2 – 20 0 

 

11 1 12 

6,2 (2,2 ; 20) 

G3 ; >20 0 0 2 

 

2 

53,7 (38,2 ; 

69,2) 

Total 
Nombre  
Moyenne (mitoses par 
2mm

2
) + extrêmes 

24 

0,4 (0 ; 1) 

 

15 

6,8 (2 ; 14) 

3 

52,7 (24 ; 87) 

42 
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3.  

Figure 11 Concordance entre la méthode 1 (M1) et la méthode 2 (M2) de compte 
mitotique par l'opérateur 2. 

 

C. Concordance entre les méthodes de compte mitotique et la 

méthode K2 de compte du Ki67  

 

1. Méthode K2 

 

Cette méthode n’a été évaluée que par un simple opérateur, en aveugle. 

La moyenne de temps passé à la réalisation de cette méthode, en comprenant les 

étapes de scan des lames, de sélection des « hot spot », d’impression et de compte, 

était d’environ 45 minutes par cas. 

Sur les 42 patients inclus, 21 (50%) étaient classés de grade 1 avec une moyenne 

de compte de 1,3% et des extrêmes de 0,1 et 2,9%, 15 (36%) étaient classés de 

grade 2 avec une moyenne de 9% et des extrêmes de 3,2% et 15,6% et 6 (14%) 

dont 5 peu différenciés étaient classés de grade 3 avec une moyenne de 44% et des 

extrêmes de 23,4% et 64%.  
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2. Concordance entre les méthodes M1 et K2 

 

En valeur numérique, le compte mitotique obtenu selon la méthode M1 en 

moyenne des deux opérateurs sont concordants avec ceux obtenus par la méthode 

K2 ( = 0,72 ; p < 0,0001).  

En grade, ces résultats sont concordants avec les résultats obtenus par compte 

selon la méthode K2 (p < 0,0001).  

Sept cas classés de grade 1 selon la méthode M1 du compte de mitose étaient 

classés de grade 2 selon la méthode K2. Trois cas classés de grade 2 selon la 

méthode M1 étaient classés de grade 3 selon la méthode K2 (tableau 6)(figure 12). 

 
Tableau 6 : Résultats en grade de la moyenne des indices mitotiques des deux 

opérateurs par la méthode M1 (M1OP1+2) et des indices de prolifération par  la 

méthode K2 

M1OP1 + 2 K2 

Nombre G1 

<3 

G2 

3-20 

G3 

>20 

Total 

G1 ; <2 21 

 

7 

 

0 28 

 

G2 ; 2 – 20 0 8 3 11 

G3 ; >20 0 0 3 3 

Total 21 15 6 42 
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Figure 12 Concordance entre la méthode M1 de compte mitotique et la 
méthode K2 de compte du Ki67. 

 

 

3. Concordance entre les méthodes M2 et K2 

 

En valeur numérique, le compte mitotique obtenu selon la méthode M2 en 

moyenne des deux opérateurs sont concordants avec ceux obtenus par la méthode 

K2 ( = 0,73 ; p < 0,0001).  

En grade, les résultats obtenus par compte mitotique selon la méthode M2 en 

moyenne des deux opérateurs sont également concordants avec les résultats 

obtenus par compte selon la K2 (p < 0,0001). 

Quatre cas classés de grade 1 selon la méthode M2 du compte de mitose étaient 

classés de grade 2 selon la méthode K2. Quatre cas classés de grade 2 selon la 

méthode M2 étaient classés de grade 1 selon la méthode K2  et  3 cas classés de 

grade 2 selon la méthode M2 étaient classés de grade 3 selon la méthode K2 

(tableau 7)(figure13). 
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Tableau 7 : Résultats en grade de la moyenne des indices mitotiques des deux 

opérateurs par la méthode M2 (M2OP1 + 2) et des indices de prolifération par la 

méthode K2 

 

 

 

Figure 13 Concordance entre les résultats en grade de la moyenne des indices 
mitotiques des deux opérateurs par la méthode M2 (M2OP1+2) de compte 

mitotique et la méthode K2 de compte du Ki67. 
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M2OP1 + 2 K2 

Nombre G1 

<3 
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Total 

G1 ; <2 17 

 

4 

 

0 21 

 

G2 ; 2 - 20 4 

 

11 3 18 

G3 ; >20 0 0 3 3 

Total 21 

 

15 

 

6 42 
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D. Courbes de survie sans récidive 

 

1. Méthode M1  

 

Sur les 28 patients classés de grade 1 selon la méthode M1 de compte mitotique 

en moyenne des résultats obtenus par les deux opérateurs, 4 (14%) ont récidivé. La 

première récidive a été observée à 31 mois de délai. 

Sur les 11 patients classés de grade 2, 8 (73%) ont récidivé. La première récidive a 

été observée à 9 mois de délai. 

Sur les 3 patients classés de grade 3, un seul (33%) a récidivé à 8 mois de délai. 

L’évaluation du grade par cette méthode est corrélée aux taux de survie sans 

récidive des patients (p = 0.0038), illustrée par la figure 14. 

 

Figure 14 Courbe de survie sans récidive selon les grades évalués par la 
méthode M1 de compte mitotique. 
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2. Méthode M2  

 

Sur les 21 patients classés de grade 1 selon la méthode M2 de compte mitotique, 

en moyenne des résultats obtenus par les deux opérateurs, 3 (14%) ont récidivé. La 

première récidive a été observée à 31 mois de délai. 

Sur les 18 patients classés de grade 2, 9 (50%) ont récidivé. La première récidive a 

été observée à 9 mois de délai. 

Sur les 3 patients classés de grade 3, un seul (33%) a récidivé à 8 mois de délai. 

L’évaluation du grade par cette méthode n’est pas significativement corrélée aux taux 

de survie sans récidive des patients (p = 0,1046), illustrée par la figure 15. 

 

 

Figure 15 Courbe de survie sans récidive selon les grades évalués par la 
méthode M2 de compte mitotique. 
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3. Méthode K2 

 

Sur les 21 patients classés de grade 1 selon la méthode K2 d’évaluation de l’IP, 3 

(14%) ont récidivés. La première récidive a été observée à 31 mois de délai. 

Sur les 15 patients classés de grade 2, 6 (40%) ont récidivé. La première récidive a 

été observée à 9 mois de délai. 

Sur les 6 patients classés de grade 3, 4 (67%) ont récidivé. La première récidive a 

été observée à 8 mois de délai. 

L’évaluation du grade par cette méthode est corrélée aux taux de survie sans 

récidive des patients (p = 0.0009), illustrée par la figure 16. 

 

 

Figure 16 Courbe de survie sans récidive selon les grades évalués par la 
méthode K2 de compte du Ki67. 
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III. Evaluation de l’indice de prolifération (IP) par le Ki67 par 

compte manuel au microscope (K1) 

 

La moyenne de temps passé pour l’évaluation de l’IP par le premier opérateur était 

de 12 minutes par cas. Celle du deuxième opérateur était de 10 minutes par cas. 

 

A. Reproductibilité inter-observateur  

 

Avec le compte du premier opérateur (K1OP1), 24 cas (57 %) étaient classés 

de grade 1 avec une moyenne en pourcentage d’IP de 0,8 % et avec des extrêmes 

de 0,2 à 1,8 % pour au moins 2000 cellules . Douze cas (29 %) étaient classés de 

grade 2 avec une moyenne de mitose de 7,4 % et des extrêmes de 2,6 à 11,8 pour 

au moins 2000 cellules. Six cas (14 %) étaient classés de grade 3 avec une 

moyenne de mitose de 50 % et des extrêmes de 22 à 75 % pour au moins 2000 

cellules. 

Avec le compte du deuxième opérateur (K1OP2), 22 cas (52 %) étaient classés 

de grade 1 avec une moyenne en pourcentage d’IP de 0,9  et des extrêmes de 0,5 à 

2 % pour au moins 2000 cellules. Quinze cas (36 %) étaient classés de grade 2 avec 

une moyenne de 8,3 et des extrêmes de 3,5 à 19 % pour au moins 2000 cellules. 

Cinq cas étaient classés en grade 3 avec une moyenne de 44,2 % et des extrêmes 

de 21 à 60 % pour au moins 2000 cellules (Tableau 8).  

 

Deux patients classés de grade 1 par l’opérateur 1 ont été classés de grade 2 par 

l’opérateur 2. Un patient classé de grade 3 par l’opérateur 1 a été classé de grade 2 

par l’opérateur 2 (Tableau 8). 
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Tableau 8: Résultat en grade des indices de prolifération évalués par la 

méthode K1 par les deux opérateurs (K1OP1 ; K1OP2). 

 

L’étude statistique effectuée sur les résultats sous forme brute, numérique de 

l’analyse des IP par la méthode K1 montre un taux de concordance entre les deux 

opérateurs à 0,95. 

L’étude statistique effectuée sur les résultats sous forme de grade, montre un kappa 

pondéré à 0,90 [0,79 ; 1]. 

 

B. Concordance entre les méthodes K1 et K2 

 

En valeur numérique, les moyennes des résultats des deux opérateurs obtenus 

par l’évaluation de l’IP selon la méthode K1 sont concordants avec ceux obtenus par 

la méthode K2 ( = 0,90 ; p < 0,0001).  

En grade, les moyennes des résultats des deux opérateurs obtenus par l’évaluation 

de l’IP selon la méthode K1 sont concordantes avec les résultats obtenus par compte 

selon la méthode K2 (p < 0,0001).  

K1OP1 K1OP2 

 G1 

<3 

G2 

3-20 

G3 

>20 

Total  
Nombre 
Moyenne (% de 
cellules marquées) 
+ extrêmes 

G1 ; <3 22 2 0 24 

0,8 (0,2 ; 1,8) 

G2 ; 3 - 20 0 

 

12 

 

0 12 

7,4 (2,6 ; 11,8) 

G3 ; >20 0 1 

 

5 

 

6 

50 (22 ; 75) 

Total 
Nombre 
Moyenne (% de cellules 
marquées) + extrêmes 

22 

0,9 (0,5 ; 2) 

 

15 

8,3 (3,5; 19) 

5 

44,2 (21 ; 60) 

42 
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Deux cas classés de grade 1 selon la méthode K1 étaient classés de grade 2 selon 

la méthode K2 d’évaluation du Ki 67. Un cas classé de grade 2 selon la méthode K1 

était classé de grade 3 selon la méthode K2 (tableau 9)(figure17). 

 
Tableau 9 : Résultats en grade de la moyenne des indices de prolifération des 

deux opérateurs par la méthode K1 (K1OP1 + 2) et des indices de prolifération 

par la méthode K2 

 

 

Figure 17 Concordance entre les résultats en grade de la moyenne des indices 
de prolifération des deux opérateurs par la méthode K1 (K1OP1+2) et la 

méthode K2 de compte du Ki67. 
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C. Courbes de survie sans récidive 

 

1. Méthode K1 

 

Sur les 23 patients classés de grade 1 par la méthode K1 d’évaluation de l’IP, 4 

(17%) ont récidivé. La première récidive a été observée à 31 mois de délai. 

Sur les 14 patients classés de grade 2, 6 (43%) ont récidivé. La première récidive a 

été observée à 9 mois de délai. 

Sur les 5 patients classés de grade 3, 3 (40%) ont récidivé. La première récidive a 

été observée à 8 mois de délai. 

L’évaluation du grade par cette méthode est corrélée aux taux de survie sans 

récidive des patients (p = 0.0100), illustrée par la figure 18. 

 

 

Figure 18 Courbe de survie sans récidive selon les grades évalués par la 
méthode K1 de compte du Ki 67. 
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DISCUSSION 

 

I. Evaluation des deux méthodes de compte mitotique  

 

L’objectif principal de cette étude était de comparer deux techniques de compte 

de mitose dans l’évaluation du grade des TNE/CNEp sur une série de 42 patients, 

inclus sur la période de janvier 2005 à janvier 2014 au CHRU de Lille. 

 

A. Reproductibilité inter-observateur 

 

Selon nos résultats, les deux méthodes de compte mitotique évaluées sont 

significativement reproductibles entre les deux opérateurs. Cependant même si la 

plupart des résultats sont similaires, en utilisant la méthode de grade de l’ENETS, 

par la méthode M1, 4 patients n’ont pas été classés dans la même catégorie de 

grade entre les deux opérateurs et par la méthode M2, 10 patients n’ont pas été 

classés dans la même catégorie de grade entre les deux opérateurs. Ces résultats 

sont en faveur d’une plus grande reproductibilité de la méthode M1 avec moins de 

discordances décrites et un kappa pondéré plus élevé. 

Les discordances les plus fréquemment rencontrées, toutes méthodes utilisées, 

concernent les classements dans les catégories de grade 1 et 2 puisqu’elles 

représentent 3 patients sur 4 selon la méthode M1 et tous les patients selon la 

méthode M2. Cela met en avant la réelle difficulté des pathologistes à effectuer le 

compte mitotique sur les TNE/CNEp peu proliférants et à repérer les zones les plus 
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mitotiques au sein de tous les prélèvements effectués sur la tumeur primitive. Les 

mitoses sont rares au sein de ces tumeurs peu proliférantes, ce qui diminue le 

pouvoir discriminatif de l’indice mitotique. 

 

B. Concordance entre les méthodes M1 et M2 

 

Selon nos résultats, les deux méthodes de compte mitotique étaient 

concordantes en valeurs numériques et en grade. 

Cependant, en additionnant les résultats des deux opérateurs, 15 patients classés de 

grade 1 par la méthode M1 étaient classés de grade 2 par la méthode M2. Entre les 

deux méthodes, les discordances concernent donc majoritairement les classements 

dans les catégories de grade 1 et 2. 

Un patient classé de grade 2 avec 20 mitoses pour 2mm2  par la méthode M1 était 

classé de grade 3 avec 24 mitoses pour 2mm2 par la méthode M2. Cette tumeur était 

décrite comme bien différenciée.  

Cette discordance met en évidence la difficulté d’établir un grade fiable pour les 

tumeurs se situant en zone charnière entre grade 2 et grade 3. En comparaison, les 

autres CNEp de grade 3 de notre étude présentaient en moyenne 62 et 68 mitoses 

pour 2mm2  pour les méthodes M1 et M2. Notre étude retrouve donc, comme il l’a 

déjà été décrit, deux catégories de CNEp : les peu proliférants, souvent bien 

différenciés, avec un nombre de mitose proche de la valeur seuil avec les grades 2 et 

les CNEp très proliférants avec un nombre de mitoses très élevé. Certaines études 

ont montré que ces CNEp peu ou très proliférants auraient un pronostic et des 

capacités de réponse à la chimiothérapie différents (66)(24). 
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La méthode M2 établit un indice mitotique plus élevé et donc un résultat plus péjoratif 

que la méthode M1.  

 

C. Concordance entre les méthodes de compte mitotique et la 

méthode K2 

 

Selon les méthodes statistiques, les résultats obtenus par les deux méthodes 

d’évaluation de l’indice mitotique sont concordants avec ceux obtenus par la 

méthode K2 d’évaluation de l’IP en valeur numérique et en grade.  

Cependant en comparant les résultats obtenus par la méthode M1 et ceux par la 

méthode K2, 10 cas sont discordants, et concernent majoritairement la catégorie de 

classement G1 et G2 et en comparant les résultats obtenus par la méthode M2 et 

ceux par la méthode K2, 11 cas sont discordants et concernent également 

majoritairement la catégorie de classement G1 et G2 (Tableau 6 et 7).  

Ces deux méthodes de compte mitotique sont donc comparables et donnent des 

résultats quasiment similaires avec un seul cas discordant de plus pour la méthode 

M2. 

L’évaluation du grade par l’indice mitotique et l’indice de prolifération sont des 

méthodes statistiquement comparables. Il existe tout de même quelques 

discordances et celles-ci majoritairement pour différencier les TNEp de grade 1 de 

celles de grade 2. Dans notre étude, la méthode K2 donne des résultats plus 

péjoratifs que les méthodes de compte mitotique et cela de façon plus marqué en 

comparant avec la méthode M1.  
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Ces discordances peuvent s’expliquer par la rareté des mitoses au sein de ces 

tumeurs peu proliférantes, ce qui rend le pouvoir discriminatif de l’indice mitotique 

moins bon que celui de l’indice de prolifération par le Ki67.  

Elles pourraient également remettre en question la pertinence des seuils choisis par 

l’ENETS pour différencier les grades 1 des grades 2 par l’indice mitotique et par 

l’indice de prolifération, comme il l’a déjà été fait par de nombreuses études. 

Certaines en accord avec la définition du grade établie par l’ENETS (67) d’autres 

ayant déterminé des seuils plus significativement associés à la survie et plus 

pertinents pour l’évaluation des grades comme Scarpa et al. et Khan et al. qui 

définissent le seuil de 5% pour différencier les grades 1 des grades 2 par l’analyse 

du Ki67 (68)(57)(46). 

 

Pour les deux méthodes de compte mitotique, 3 cas classés de grade 2 avec 

un nombre moyen de mitose de 12 pour 2mm2 étaient reclassés de grade 3 avec un 

pourcentage de Ki67 moyen de 33% par la méthode K2. Avec l’analyse du Ki67, le 

nombre de CNEp de grade 3 était multiplié par 2.  

Ces résultats sous-entendent une capacité moindre des méthodes de compte 

mitotique à distinguer les cas de hauts grades comme il l’a été montré dans d’autres 

études (69). 

Cela s’explique par la difficulté technique plus importante pour l’élaboration du 

l’indice mitotique que pour celui de l’indice de prolifération. En effet, les mitoses sont 

beaucoup plus difficilement repérables sur une coupe colorée par l’HES que des 

noyaux marqués par l’anticorps anti-Ki67.  Les mitoses prennent un aspect différent 

en fonction de la phase du cycle dans laquelle la cellule tumorale se trouve et cela 

participe à la difficulté technique.  
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Lors d’une mauvaise préservation tissulaire, le compte mitotique sur 40 HPF s’avére 

très difficile du fait de l’aspect très pycnotique des noyaux. Ceci entraine un 

désavantage par rapport au Ki67 dont l’évaluation s’effectue de toute façon sur 

l’analyse de 2000 cellules dans des zones sélectionnées et non pas sur des champs 

de cellules. Cela apporte une qualité supérieure de l’analyse de l’IP par rapport à 

celle du compte mitotique. De plus, l’analyse de l’IP s’effectue au sein de zones de 

« hot spot » qui sont souvent facile à mettre en évidence, contrairement aux zones 

riches en mitoses pour l’évaluation du compte mitotique.  

Cette discordance s’explique également par le fait que la phase de mitose en elle 

même ne représente qu’une petite partie du cycle cellulaire. Le Ki67 s’exprime, quant 

à lui, au sein des cellules en phase G1 à G2, concernant une plus grande population 

cellulaire et permettant ainsi d’affiner l’évaluation du pouvoir proliférant d’une tumeur. 

De plus en plus de diagnostics de TNE/CNEp sont effectués sur microbiopsies. 

Sur ces prélèvements de petite taille, il est très souvent impossible de réaliser le 

compte mitotique, ne pouvant être effectué sur 40 HPF du fait du manque de 

matériel.  

Quelques études récentes sur cytologies ont mis en évidence la fiabilité de l’IP par le 

Ki67 par rapport à l’indice mitotique évalué par l’anticorps anti-phosphohistone H3 

(70)(71). 

Dans ces cas, il est aujourd’hui clairement établi que l’IP est la méthode la plus fiable 

avec la meilleur valeur pronostique (58), autant sur les pièces opératoires que sur les 

microbiopsies et les cytologies.  

Cependant, même si avec la technique d’évaluation manuelle du Ki67 sur photo 

imprimée le risque est diminué, il est toujours possible de confondre les cellules 

tumorales avec celles du stroma ou avec les cellules inflammatoires, ce qui 

conduirait à donner un résultat d’indice de prolifération faussement plus élevé. Le 
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seuil utilisé pour séparer une tumeur de grade 1 d’une tumeur de grade 2 est 

tellement bas que quelques cellules peuvent parfois suffire à surévaluer le grade. 

Une double technique immunohistochimique associant marqueurs neuroendocrines 

et Ki 67 pourrait s’envisager en pratique courante pour les cas difficiles à classer. 

 

D. Courbes de survie sans récidive 

 

L’IP par l’évaluation du Ki67 selon la méthode manuelle sur photo imprimée a été 

montré comme très corrélée au devenir clinique et au pronostic des patients. 

Certaines études ont montré la supériorité du Ki67 par rapport au compte de mitose 

en terme de valeur pronostique (46). D’autres études au contraire ont montré une 

nette concordance entre ces deux méthodes (72). 

Même si les courbes de survie sans récidive semblent comparables entre les deux 

méthodes de compte mitotique, notre étude a montré que seule la méthode M1 de 

compte mitotique est corrélée au taux de survie sans récidive de façon significative. 

Nos résultats doivent cependant être interprétés avec prudence et il ne peut y avoir 

d’affirmation statistique du fait d’un effectif réduit de patients ayant un CNEp de 

grade 3. 

Les deux méthodes de compte mitotique donnent des résultats quasiment 

comparables en terme de survie avec un cas récidivant en plus pour les TNEp de 

grade 1 selon la méthode M1 et un cas en plus pour les TNEp de grade 2 selon la 

méthode M2. Cela s’explique par des résultats plus péjoratifs de l’IM selon la 

méthode M2. 
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Les courbes de survies selon les grades évalués par la méthode K2 semblent 

réparties de façon plus homogène avec une nette différence de pente entre celle 

représentant les CNEp de grade 3 et celle des TNEp de grade 2.  

Selon les méthodes de compte mitotique, les récidives sont plus nombreuses pour 

les patients ayant une TNEp de grade 2 que pour les patients ayant un CNEp de 

grade 3. Certaines tumeurs de grade 2 étaient d’ailleurs peu différenciées. Cela 

dénonce les limites de l’indice mitotique, qui est moins fiable que l’indice de 

prolifération pour déterminer les CNEp de grade 3 et relève l’importance de la 

différenciation tumorale comme marqueur pronostique. 

Ces résultats vont dans le sens de la supériorité de la méthode d’analyse de l’IP par 

compte sur photo imprimée par rapport de l’IM en termes de valeur pronostique. Ces 

résultats doivent cependant être interprétés avec prudence et ces différences sont 

également dues à un effectif réduit de tumeurs de haut grade et ce de façon plus 

importante avec les méthodes de compte mitotique entrainant un biais dans 

l’interprétation des résultats. Ce faible effectif de CNEp s’explique par le fait que ces 

tumeurs de haut grade ne bénéficient que rarement d’un traitement chirurgical. 

 

Ces deux méthodes de compte mitotique pourraient donc être utilisées pour 

l’élaboration de l’indice mitotique avec une préférence en termes de reproductibilité 

inter-observateur pour la méthode M1. 

L’indice mitotique reste un facteur pronostique fiable, assez rapidement analysable et 

reproductible. Toutefois, ces capacités discriminatoires sont moins bonnes que celles 

du Ki67 et cela de façon plus importante en cas de mauvaise préservation tissulaire. 

De plus en plus de diagnostics de TNE/CNEp sont effectués sur microbiopsies. 

L’enjeu d’une évaluation exacte et fiable du grade dans ce cas de figure est 

important car déterminant pour la suite de la prise en charge. Sur ces prélèvements 
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de petite taille, il est très souvent impossible de réaliser le compte mitotique, ne 

pouvant être effectué sur 40 HPF du fait du manque de matériel. Dans ces cas, il est 

aujourd’hui clairement établi que l’IP est la méthode la plus fiable et ayant la 

meilleure valeur pronostique (58). Cependant, l’interprétation du Ki 67 peut s’avérer 

difficile dans certains cas de figure tel que la mauvaise fixation tissulaire ou encore 

en présence de difficultés techniques.  

Dans de nombreuses circonstances, le Ki 67 semble être la méthode de choix dans 

l’élaboration du grade des TNE/CNEp. 

 

II. Evaluation de la méthode d’analyse de l’IP par compte manuel 

au microscope (K1) 

 

De multiples études comparant les différentes techniques de compte du Ki 67 

dans l’élaboration de l’IP ont déjà été menées. La plupart d’entre elles concluent à la 

supériorité de la méthode de compte manuel sur photo imprimée. La méthode par 

compte manuel au microscope ressort souvent comme peu concordante et  peu 

reproductible (49).  

Dans notre étude, l’analyse de l’IP par compte manuel au microscope est une 

méthode reproductible. Sa reproductibilité est meilleure que celles des deux 

méthodes de compte mitotique avec seulement 3 cas discordants. 

Elle montre également des résultats très concordants avec ceux de la méthode par 

compte manuel sur photo imprimée et cela de façon plus importante que ceux des 

méthodes de comptes mitotiques avec seulement, en additionnant les résultats des 

deux opérateurs, 5 cas discordants dont 1 cas concernant les grades 2 et 3. 
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Les courbes de survie correspondant aux deux méthodes de grade par analyse de 

l’IP sont comparables. 

Cette méthode d’évaluation du grade apparaît donc comme supérieure à celle de 

l’indice mitotique en termes de reproductibilité inter-observateur et de concordance 

avec la méthode « gold standard ». Elle est également moins longue à effectuer. 

Son utilisation en pratique courante se justifie. 

La technique par compte manuel sur photo imprimée est largement reconnue comme 

la plus reproductible et la plus fiable dans la littérature. En 2010, Verbeke a 

recommandé son utilisation en pratique courante mais sans en expliquer la 

méthodologie (73). Dans notre expérience, cette technique est longue à effectuer et 

peu envisageable en pratique courante. Cependant, elle pourrait être utilisée en cas 

de discordance entre l’IM et l’IP pour trancher et décider du grade final ainsi que pour 

les cas où les résultats du Ki67 par la méthode de compte au microscope seraient 

situés autours des valeurs seuils. 
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CONCLUSION 

 

 

L’évaluation du compte mitotique dans l’élaboration du grade pronostique des 

TNE/CNEp est une méthode fiable et reproductible.  

Les deux méthodes analysées dans notre étude sont comparables en tous points 

excepté une meilleure reproductibilité dans l’évaluation du compte mitotique en 

effectuant la moyenne de 5 séquences de 2mm2.  

Quelques discordances entre les grades ont été mises en évidence et cela de façon 

plus marquée pour les faibles grades amenant la question souvent posée de la 

pertinence des seuils établis de façon arbitraire par l’ENETS dans la définition des 

grades pronostiques. 

Nous avons montré la supériorité de l’IP par compte du Ki 67 par la méthode 

manuelle au microscope par rapport au compte mitotique en termes de 

reproductibilité, de temps passé à l’analyse et de concordance avec la méthode 

« gold standard » par compte du Ki67 sur photo imprimée. 

Du fait de réelles difficultés pour l’élaboration de l’indice mitotique dans certains cas 

tels que sur prélèvements biopsiques ou lors d’une mauvaise préservation tissulaire, 

la question de son intérêt par rapport à l’indice de prolifération par le Ki 67 est à 

aborder.  

Aujourd’hui la pratique courante dans l’élaboration du grade des TNE/CNEp privilégie 

l’analyse du Ki67 qui, par de nombreuses études, a été démontré comme un facteur 

pronostique supérieur au compte mitotique. En cas de situation de discordance entre 

les deux techniques, la valeur de l’IP est souvent retenue dans l’élaboration du 
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grade. L’analyse par compte manuel sur photo imprimée du Ki67 est difficilement 

utilisable en pratique car très longue à réaliser et nécessitant un matériel encombrant 

et coûteux. 

L’analyse seule de l’IP par évaluation du Ki67, lorsque celle-ci est possible, selon la 

méthode de compte manuel au microscope est donc justifiée et cela aussi bien sur 

pièce opératoire, sur biopsie que sur cytologie.  
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Résumé :  

 

Contexte : Les tumeurs/carcinomes neuroendocrine du pancréas (TNE/CNEp) sont des pathologies rares 

dont l’incidence est en augmentation et dont le pronostic est variable. Leur potentiel de malignité est 

aujourd’hui évalué par leur capacité proliférative. L’objectif est de comparer deux méthodes de compte 

mitotique et une méthode de compte manuel du Ki 67 dans la détermination du grade des TNE/CNEp en 

établissant leur reproductibilité inter-observateur, leur concordance et leur valeur pronostique et en les 

comparant à la méthode « gold standard » de compte du Ki67 sur photo imprimée. 

Méthode : Le compte mitotique sur 42 tumeurs primitives du pancréas a été effectué selon deux méthodes et 

l’indice de prolifération par le Ki67 a été évalué par compte manuel au microscope et sur photo imprimée 

après numérisation. Les techniques ont été chronométrées. Les concordances ont été analysées selon le 

coefficient de Spearman et le test du Fisher exact et la reproductibilité inter-observateur selon le kappa 

pondéré. Les courbes de survie sans récidive, analysées par le test du Log-Rank, étaient effectuées en 

fonction du grade par les 2 méthodes de compte mitotique et de compte du Ki67. 

Résultats : Les deux méthodes de compte mitotique (M1 et M2) qui nécessitent en moyenne une analyse de 

15 minutes, sont reproductibles en inter-observateur (kappa pondéré à 0,83 0,67 ; 0,99  pour M1; 0,63 

0,42 ; 0,84  pour M2). Elles sont concordantes entre elles ( = 0,98 ; p < 0,0001) et avec la méthode 

d’analyse du Ki67 sur photo imprimée ( = 0.72 ; p < 0,0001). Seulement l’une des méthodes est corrélée au 

taux de survie sans récidive (p = 0.0038 pour M1; p = 0,1046 pour M2). La méthode de compte manuel du 

Ki67, qui nécessite en moyenne une analyse de 12 minutes, est reproductible (kappa pondéré à 0,90 (0,79 ; 

1)), concordante avec la méthode d’analyse sur photo imprimée ( = 0.90 ; p< 0,0001) et corrélées au taux de 

survie sans récidive (p = 0.0100). En comparant avec le gold standard, les discordances entre les grades 

sont moins importantes avec la méthode de compte du Ki67 qu’avec celles de compte mitotique. 

Conclusion : Ces méthodes d’analyse de l’indice mitotique et de l’indice de prolifération (IP) par le Ki67 sont 

fiables dans l’élaboration du grade des TNE/CNEp. L’analyse du Ki67 sur compte au microscope est 

supérieure au compte mitotique en termes de reproductibilité, concordance et valeur pronostique et est moins 

longue à effectuer. L’analyse seule de l’IP selon la méthode de compte manuel au microscope se justifie. 
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