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L

INTRODUCTION

Le cancer colorectal représente en France 15 % de I’ensemble des cancers. Il se situe en
terme d’incidence, au troisiéme rang de tous les cancers, aprés le cancer du sein et de la
prostate. L’incidence nationale est estimée a environ 36 200 nouveaux cas par an (1). Le
cancer colorectal est un cancer grave, responsable en France de 16 000 décés annuels, et dont
le taux de survie a 5 ans dans les études de population est d'environ 55 %, toutes formes
confondues (2).

Deux situations bien différentes doivent étre considérées au plan génétique.

Les formes sporadiques représentent plus de 90 % des cancers colorectaux et surviennent en
dehors de tout contexte familial ou héréditaire. Ces cancers se développent le plus souvent a
partir de polypes adénomateux, Iésions précancéreuses qui représentent une étape de la
cancérogenese colorectale. Le dépistage de ces malades et la surveillance aprés traitement
sont bien codifiés, en particulier depuis la Conférence Frangaise de Consensus de 1998 sur la
prévention, le dépistage et la prise en charge des cancers du c6lon (3).

Les formes héréditaires sont liées a deux grands syndromes a transmission
autosomique dominante : la polypose adénomateuse familiale et le cancer colorectal
héréditaire non polyposique encore appelé syndrome de Lynch ou HNPCC pour "Hereditary
Non Polyposis Colorectal Cancer". Les malades atteints de ces formes héréditaires ont un
risque cumulé au cours de la vie de développer un cancer colorectal supérieur & 80 %. Le
diagnostic est fait dans plus de la moitié des cas avant 1'4ge de 50 ans, alors que 1'dge moyen
de survenue du cancer colorectal dans la population générale se situe entre 65 et 70 ans (4, 5).

Les cancers colorectaux développés sur une polypose adénomateuse familiale
représentent environ 1 % des cancers colorectaux (5). Cette maladie se caractérise par le
développement précoce dans le colon et le rectum de plusieurs centaines a plusieurs milliers

de polypes adénomateux. L'dge moyen de découverte des adénomes colorectaux est de 25 ans



et celui du cancer colorectal, de 42 ans (5). La polypose adénomateuse familiale est transmise
selon un mode autosomique dominant et sa pénétrance est estimée entre 80 et 100 %. Elle est
due a des mutations du géne APC (Adenomatous Polyposis Coli) localisé en 5q21, qui
aboutissent le plus souvent a la synthése d’une protéine tronquée (5). En France, la majorité
des familles et des malades atteints de polypose adénomateuse familiale est connue,
répertoriée, explorée sur le plan génétique, et suivie de maniére adaptée sur un plan clinique et
endoscopique (6).

En revanche, les malades atteints d'un syndrome HNPCC représentent environ 5 % de
I'ensemble des cas de cancer colorectal et de nombreux cas sont méconnus du fait de 1'absence

de signes cliniques ou endoscopiques évocateurs.



IL

CANCER COLORECTAL HEREDITAIRE NON POLYPOSIQUE

II.1. Biologie moléculaire

Le syndrome HNPCC est caractérisé par des altérations constitutionnelles de génes de
réparation de mésappariements de I’ADN appelés MLH1 (human Mutl homolog 1), MSH2
(human MutS homolog 2), MSH6 (human MutS homolog 6), PMS1 (human postmeiotic
segregation 1) et PMS2 (human postmeiotic segregation 2). Ces génes détectent et remplacent
les bases mal appariées lors de la synthése de I’ADN. Ils appartiennent au groupe des « génes
gardiens » (caretaker) qui interviennent dans le maintien de I’intégrité du génome, par
opposition aux genes dits « garde barriére » (gatekeeper) tels que p53 et Ki-ras qui régulent la
prolifération cellulaire et la croissance tumorale (7).

Ces protéines détectent et remplacent les bases mal appariées lors de la synthése
d’ADN. En effet, lors de la réplication, des mésappariements de nucléotides résultant d’un
dérapage réplicatif de I’ADN polymérase peuvent survenir au niveau de séquences répétitives
(8). Ces erreurs de réplication peuvent échapper a I’activité dite de relecture d’épreuve de
I’ ADN polymérase et sont alors corrigées par le systéme de réparation des mésappariements
post-réplicatifs. Chez la bactérie Escherichia coli, il s’agit du systéme MutHLS, qui reconnait
I'erreur de réplication sur le brin d’ADN nouvellement synthétisé grice 4 son absence de
méthylation. En effet, chez les procaryotes, les résidus adénine des sites GATC sont méthylés
par un enzyme du géne Dam. Au cours de la réplication de I’ADN, le brin nouvellement
synthétisé reste non méthylé pendant une période transitoire ce qui permet sa reconnaissance
par le systtme de réparation des mésappariements de I’ADN. On assiste alors 4 une cascade

de réactions.



e La protéine Mut S se lie au mésappariement.

e La protéine Mut L se lie au complexe MutS ADN, déclenchant 1’activité
endonucléasique latente de la protéine Mut H.

e On assiste alors a I’excision des nucléotides non conformes par action d’une
hélicase et d’une exonucléase, puis & une nouvelle synthése d’ADN par I’ADN polymérase
IT1, et la SSB (single-strand DNA-biding protein).

e Une ADN ligase termine la réparation.

]
> excision/resynthése
Exo I, Exo VII ou Recl],
3’ Hélicase II,

ADN Pol 111, SSB et ADN ligase

CH,

Figure 1. Action du systéme de réparation MutHLS de E. coli sur un

mésappariement au niveau de la fourche de réplication de I’ADN.

Ce systeme de réparation est plus complexe chez les eucaryotes. En effet, chez la
levure Saccharomyces cerevisiae, le mésappariement est reconnu par un hétérodimeére
homologue de Mut S, formé des protéines MSH2/MSHG6 dans le cas de mésappariements liés
a la substitution ou a I’insertion/délétion d’une base, ou formé des protéines MSH2/MSH?3

dans le cas de mésappariements liés a I’insertion délétion d’une ou plusieurs paires de bases



ou de séquences plus longues (9, 10). Puis un second hétérodimére, homologue de Mut L,
constitué par les protéines MLH1 et PMS1 (MLH1 et PMS2 chez I’homme) ou les protéines
MLHI et MLH3 (MLHI1 et PMS2 chez I’homme), va se complexer au premier pour former
un complexe tétramérique et ainsi réaliser la réparation de I’ADN par des étapes d’excision,

de synthése et de ligation (8).

Reconnaissance d'un mésappariement par substitution d'une seule base

MLH1/PMS1

Reconnaissance d'un mésappariement par insertion/délétion
| MLH1/PMS1 ]

)
MSits

I MLH1/PMSI |

Figure 2. Modélisation de la reconnaissance des mésappariements de I’ADN

chez S.cerevisiae.

Il est & noter que les géenes MSH2, MSH3, MSH6, MLH1 et PMS1 identifiés chez la
levure sont respectivement les homologues des génes humains MSH2, MSH3, MSH6, MLH1
et PMS2. Des études par immunoprécipitation et spectrométrie de masse ont montré la
présence des protéines MLH1, MSH2 et MSH6 dans le complexe BASC (BRCA1-associated
genome surveillance complex), qui associe a la protéine BRCA1 un ensemble de plusieurs

sous-unités protéiques et pourrait jouer un role de détecteur des anomalies de I’ADN (7).



Geéne MLH1

Le géne MLH1 humain a été localisé en 1994 par hybridation in situ fluorescente sur
le bras court du chromosome 3 (3p21.3) (11). Il est constitué de 19 exons étendus sur environ
100 kb et comporte dans les exons 1 & 7 une région hautement conservée dans les génes
MLH]I et PMSI de la levure (12). Son ADN complémentaire comporte 2 268 paires de bases
et la protéine 726 acides aminés (13). La protéine siége dans le noyau cellulaire pendant toute
la durée du cycle cellulaire avec une diminution d’expression de 50 % en fin de phase G1 et
pendant la phase S (14). La protéine MLHI1 est exprimée dans de nombreux tissus normaux :
colon, rectum, sein, poumon, rate, ganglions lymphatiques, testicule, prostate, thyroide,
vésicule biliaire, myocarde, lymphocytes. Dans les ganglions lymphatiques, la protéine
MLHI est exprimée par les cellules des centres germinatifs des follicules lymphoides et dans
Iépithélium digestif par les cellules épithéliales du tiers inférieur des glandes (14). Des ARN
messagers variants dus a des phénoménes d’épissage alternatif aboutissant a la perte d’un ou

plusieurs exons ont été observés dans différents tissus (15).

Géne MSH2

Le géne MSH2 humain a été localisé en 1993 sur le bras court du chromosome 2
(2p22-p21) par étude d’hybrides somatiques (16). Il est constitué de 73 kb, contient 16 exons,
et son ADN complémentaire comporte 2727 paires de bases (17). La protéine comporte 934
acides aminés (16, 17) et a une expression tissulaire similaire a celle de la protéine MLH1
(14, 18, 19). Le niveau d’expression de I’ARN messager et de la protéine MSH2 ne varie pas
pendant le cycle cellulaire (13). Comme pour MLH1, des ARN messagers variants dus a des

phénomeénes d’épissage alternatif aboutissant & une perte d’un ou plusieurs exons ont été



observés dans différents tissus (15). La protéine MSH2 agit sous la forme d’un hétérodimere

formé avec la protéine MSHG6 ou la protéine MSH3.

Géne MSH6

Le géne MSH6 humain, encore appelé GTBP pour « G/T binding protein », a été
localisé en 1995 sur le bras court du chromosome 2 (2p16), a une distance maximale de
0.5 Mb du géne MSH2 (9). On pense ainsi que' MSH2 et MSH6 pourraient résulter de la
duplication d’un géne Mut S primitif. Le géne MSH6 comporte 10 exons et la protéine
correspondante 1 360 acides aminés. Elle a pour fonction essentielle de corriger les mésap-
pariements liés a la substitution ou a I’insertion/délétion d’une seule base, sous la forme d’un
hétérodimere MSH2-MSH6 (9). Il a été montré que I’extrémité N-terminale des protéines
MSH6 et MSH3 contient un site de liaison au « proliferating cell nuclear antigen » (PCNA),
suggérant ainsi que MSH6 et MSH3 pourraient intervenir dans le processus de réparation de

I’ ADN par I’intermédiaire d’une interaction avec le PCNA (20).

Géne MSH3

Le géne MSH3 humain, localisé en 1989 sur le bras long du chromosome 5 (5q11-
q12) en amont du géne de la dihydrofolate réductase, a été identifié grace & une homologie de
séquence de plus de 50 % de la partie C-terminale de la protéine correspondante avec la
protéine MutS de Escherichia coli et la protéine MSH3 de la levure (21). Il comporte 24 exons
étendus sur 160 kb (22). La protéine MSH3, constituée de 1 128 acides aminés, forme un
hétérodimere avec la protéine MSH2 qui corrige les mésappariements lids &

I’insertion/délétion de plusieurs paires de bases ou de séquences plus longues (8, 9).



Génes PMS1 et PMS2

Les génes humains PMS1 et PMS2 ont été respectivement localisés en 1994 par
hybridation in situ fluorescente sur le bras long du chromosome 7 (2q31-q33) et sur le bras
court du chromosome 7 (7q22) (23). Ces deux génes ont été appelés PMS1 et PMS2 car ils
possédent une grande homologie de séquence avec le géne PMS1 de la levure. En effet, la
protéine PMS1 de la levure a une homologie de 27% avec une protéine de 932 acides aminés
codée par un cadre ouvert de lecture de 2795 pb contenu dans I’ADN complémentaire du géne
PMSI humain, et une homologie de 32% avec une protéine de 862 acides aminés contenu
dans ’ADN du géne complémentaire du géne PMS2 humain (10). Le géne PMS2 comporte
15 exons répartis sur 16 kb (24). On lui rattache une famille de génes localisés sur le bras long
du chromosome 7 qui partagent avec PMS2 un degré élevé d’homologie de séquence des
exons 1 & 5 (24). Les protéines PMSlet PMS2 comportent respectivement 932 et 862 acides

amings et agissent sous la forme d’un hétérodimére avec la protéine MLHI (23).

De la mutation constitutionnelle au cancer

Les anomalies des geénes de réparation de I’ADN entrainent des erreurs de réplication
et une instabilité génomique (25). Contrairement & I’inactivation d’un géne suppresseur de
tumeur ou a [I’activation d’un oncogeéne, I’inactivation d’un géne de réparation des
mésappariements de I’ADN n’intervient pas directement au cours de la transformation
maligne mais facilite les événements de cette transformation. En effet, I’inactivation

somatique du second allele d’un géne de la réparation a pour conséquence une instabilité des
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séquences répétitives présentes dans le génome. Cette instabilité a deux conséquences

principales :

e une mutation du récepteur du TGF béta de type II, qui contient dans
sa région codante une séquence répétée de 10 résidus adénines. La délétion d’une ou de deux
adénines conduit a I’inactivation de ce récepteur qui permet normalement la transmission d’un
signal inhibiteur de la prolifération cellulaire. La distribution cellulaire du récepteur du TGF
béta de type II au niveau des cellules épithéliales, en particulier coliques, pourrait expliquer le

spectre des cancers s’intégrant au syndrome HNPCC (26, 27).

e une mutation du géne Bax qui est un promoteur de 1’apoptose. Ainsi,
une délétion ou une insertion d’une guanine dans un séquence de 8 guanines au sein du géne
Bax est retrouvée dans 50 % des cancers coliques ayant une mutation d’un géne de réparation
de ADN. Ainsi, une cellule avec un phénotype mutateur, contenant de multiples
mésappariements de I’ADN, ne pourra pas évoluer vers 1’apoptose ce qui favorisera

I’émergence d’un cancer (28).

L’altération des génes de réparation de I’ADN est responsable du syndrome HNPCC
qui entraine le développement accéléré des cancers colorectaux. Les individus atteints héritent
de I’alléle muté d’un des genes de réparation de I’ ADN du parent atteint, et de 1’alléle sauvage
du parent non atteint. L’activité de réparation de ’ADN est maintenue dans les tissus
normaux grace a I’expression de la protéine produite par 1’all¢le sauvage (14, 19). Pendant la
croissance tumorale, ’alléle sauvage présent dans les cellules tumorales est inactivé par
mutation, délétion ou hyperméthylation, ce qui entraine une perte de I’expression de la

protéine et une déficience de réparation des mésappariements de I’ADN conduisant & une
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augmentation du taux de mutations spontanées des loci microsatellites (10, 29-32). Cette
anomalie qui a été appelée initialement phénotype RER (pour « replication error »), puis
actuellement instabilité¢ des microsatellites, correspond & une augmentation du taux de
mutations dénommée phénotype mutateur (25). Une instabilité des microsatellites est présente
dans presque tous les adénocarcinomes colorectaux, ainsi que dans la majorité des adénomes
associés au syndrome HNPCC (29, 32-36). Une instabilité des microsatellites est également
présente dans 10 a 15 % des cancers colorectaux sporadiques, soit par inactivation somatique
des deux alleles d’un géne de réparation de I’ADN, soit par méthylation de résidus cytosine
situés sur le promoteur du géne MLH]1. Dans ce cas la séquence des deux alléles est normale,
mais la méthylation du promoteur entraine une inactivation des deux alleles et I’absence de

synthése de la protéine MLH1 dans les cellules tumorales (37, 38).

Les mutations germinales des génes de réparation de I’ADN responsables du
syndrome HNPCC concernent dans environ 90 % des cas les génes MLH1 et MSH2, plus
rarement les génes MSH6, PMS1 et PMS2. Le nombre de mutations pathogénes différentes
rapportées est de plus de 332, concernant le gene MLH1 dans 49 % des cas, le géne MSH2
dans 38 % des cas, le géne MSH6 dans 9 % des cas, les génes PMS2 et MLH3 dans 2 % des
cas chacun et enfin le géne PMS1 avec une seule mutation germinale rapportée (39). Aucune
mutation constitutionnelle du géne MSH3 responsable de syndrome HNPCC n’a été signalée

chez I’homme.
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I1.2. Aspects cliniques

La premiere observation de cancers du cdlon et de I’endométre survenant dans une
méme famille date de la fin du XIX¢ siécle. En 1895, la couturiére du docteur Alfred Whartin
lui déclara qu’elle devrait mourir jeune d’un cancer colique ou gynécologique, car « la plupart
des membres de sa famille mourraient de ces cancers ». Conformément 2 cette prédiction, elle
mourut d’un cancer de I’endométre (40). Cette famille, connue désormais sous le nom de
famille G, fut étudiée par Whartin (41-43) puis par d’autres (44, 45). Ce n’est qu’une
soixantaine d’années plus tard que fut reconnue la valeur de 1’agrégation, dans la famille G,
de cancers du colon, de I’endométre et de I’estomac a la suite de la publication par Henry
Lynch de la généalogie détaillée de deux familles a cancers sous I’appellation de syndrome du
cancer familial (« cancer family syndrome ») (46). En 1984, ce syndrome fut appelé cancer
colorectal héréditaire non polyposique (« hereditary nonpolyposis colorectal cancer » :
HNPCC) ou syndrome de Lynch (47). Son mode de transmission autosomique dominant fut
¢tabli par analyse de ségrégation en 1986 (48).

On distingue deux formes cliniques du syndrome HNPCC en fonction de la présence

ou de I’absence de cancers extra-coliques (40, 49).

Le type I (syndrome de Lynch I) ou syndrome HNPCC site spécifique, se caractérise
par une susceptibilité¢ héréditaire au cancer colorectal dans une méme famille avec une
transmission autosomique dominante, un 4ge moyen de survenue du cancer situé entre 41 et
44 ans, soit environ 20 ans plus t6t que dans la population générale, une localisation
préférentielle au colon droit, et un excés de cancer colorectaux synchrones et métachrones

(40, 50).



13

Le type II (syndrome de Lynch II) associé au cancer colorectal, des tumeurs extra-
coliques dites du spectre HNPCC, dont la famille G décrite par Whartin est un exemple (45).
Cette association & d’autres tumeurs est possible chez le proposant ou d’autres membres de sa
famille. Les cancers qui ont €té observés dans les familles atteintes du syndrome de Lynch II,
sont, outre les adénocarcinomes de I’endométre (51, 52), des adénocarcinomes de I’estomac
(30, 19), des carcinomes urothéliaux de 1’uretére et du bassinet (53, 54), des adénocarcinomes
de Iintestin gréle (55), du pancréas (56), des voies biliaires (57, 58), de ’ovaire (59), du sein
(57, 60), des cancers cutanés (61, 62), du larynx (63), des tumeurs cérébrales (64, 65, 66), et
des hémopathies malignes (67, 68). On distingue parmi les syndromes de Lynch II deux
syndromes particuliers :

- ’association a des tumeurs cutanées des glandes sébacées qui porte le nom de

syndrome de Muir-Torre (61, 62, 69-73).

- I'association a des tumeurs cérébrales qui porte le nom de syndrome de Turcot (74,
75). Ce syndrome est en fait hétérogeéne et comporte des entités distinctes :

® la premicre se caractérise par des malades présentant un cancer colorectal, un petit

nombre d’adénomes colorectaux (moins de 100) et une tumeur cérébrale astrocytaire a

un 4ge jeune. Les tumeurs de ces malades présentent une instabilité des

microsatellites, et des mutations constitutionnelles ont été identifiées au sein des génes
de réparation de mésappariements de ’ADN. Cette premiére entité s’apparente donc

au syndrome HNPCC.

® la deuxieme se caractérise par la survenue de tumeurs du systéme nerveux central,
le plus souvent de type médulloblastome, dans un contexte de polypose adénomateuse
familiale colique. Des mutations constitutionnelles du géne APC ayant été identifiées

chez de tels malades, il s’agit donc d’une vraie polypose adénomateuse familiale avec
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manifestations tumorales extra-coliques, entrant dans le cadre de ce qui était

anciennement appelé le syndrome de Gardner.

IL.3. Aspects histopathologiques

Certaines particularités tumorales ont été retrouvées avec une plus grande fréquence
dans les syndromes HNPCC que dans les cancers colorectaux sporadiques (76). Certaines sont
bien connues; il s’agit d’un siége préférentiel au niveau du cdlon droit, d’une faible
différenciation ou d’une différenciation mucineuse (77-80), la présence d’un front d’extension
de type expansif (81). D’autres, consistant en une réaction lymphocytaire intra-tumorale
importante et une réaction inflammatoire lymphoide péri-tumorale, ont été moins étudiés (80).

Bien que le syndrome HNPCC ne soit pas associé & une polypose colique, les cancers
colorectaux présents dans ce syndrome peuvent étre le résultat de la transformation
d’adénomes (82, 83). Ces adénomes sont souvent multiples, de grande taille, de morphologie
le plus souvent villeuse et semblent se transformer plus vite que dans la population générale
(49, 84). De plus, les polypes adénomateux sont plus nombreux chez les malades ayant un
cancer colorectal dans le cadre d’un syndrome HNPCC que chez les malades ayant un cancer
colorectal sporadique (50, 83).

Le terme de cancer colorectal héréditaire non polyposique semble donc mal adapté &
ce syndrome, du fait de la présence possible de polypes adénomateux et de cancers extra-
coliques, ce qui fait proposer la dénomination de syndrome de déficience héréditaire des
geénes de réparation des mésappariements de I’ADN ou HMRDS pour « hereditary mismatch

repair deficiency syndrom » (85).
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IL.4. Critéres du diagnostic

Comme il n’existe pas de phénotype caractéristique de la maladie, tant clinique
qu’anatomopathologique chez un individu donné, des critéres, dits critéres d’Amsterdam I,
ont été¢ définis lors d’une conférence internationale en 1990 afin de collecter des familles de
cancers colorectaux héréditaires pour identifier les différents génes en cause (86-89).

En pratique courante, ces critéres cliniques sont restrictifs et difficiles a réunir, et de
plus sont incomplets pour permettre 1’identification de tous les malades (85, 90-92). C’est
pourquoi des critéres moins stricts ont été ultérieurement proposés, les critéres de Bethesda,
en 1998, les critéres d’Amsterdam II et en 2004 les criteres de Bethesda modifiés (tableaux 1
et 2). Cependant de nombreux sujets susceptibles d’avoir un géne de prédisposition
héréditaire au syndrome HNPCC sont probablement méconnus (93) : il s agit de malades sans
antécédents présentant un cancer colorectal avant I’age de 50 ans ou bien de malades qui, quel
que soit leur age, ont déja une histoire personnelle ou familiale de cancers colorectaux ou

d’autres cancers du spectre HNPCC.

Les conséquences de cette méconnaissance sont graves pour le suivi du malade lui-
méme et de ses apparentés. En effet, les recommandations internationales prévoient pour la
surveillance des membres de la famille ayant un syndrome HNPCC (94-96) :

® une coloscopie dés ’age de 25 ans ou 5 ans avant 1’Age d’apparition de
premier cas de cancer dans la famille s’il survient plus tot. Cet examen doit étre répété tous
les deux ans, et sans limite d’4ge de fin

® une fibroscopie gastrique tous les ans ou tous les 2 ans
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® chez les femmes, un examen gynécologique annuel avec échographie
endovaginale éventuellement complétée d’un frottis aspiratif aprés 1’dge de 30 ans ainsi
qu’une échographie ovarienne

® une échographie rénale annuelle dans le cas de familles ot des membres sont

atteints de tumeurs urothéliales des voies urinaires supérieures.

Cette surveillance a fait la preuve de son efficacité avec une diminution de la mortalité
par cancer colorectal dans le groupe dépisté par rapport 4 un groupe de malades atteints du
syndrome HNPCC ayant refusé d’étre suivis réguliérement (97-99).

Lorsque la maladie est exprimée, en particulier en cas de découverte d’adénomes, une
colectomie prophylactique peut étre proposée. De méme, en raison du risque important de
survenue de cancers métachrones (40 % a 10 ans), une colectomie totale avec anastomose
iléo-rectale est proposée chez les malades appartenant a une famille HNPCC, porteurs d’une
mutation et opérés pour un cancer colorectal (100).

A Toccasion de la colectomie, une hystérectomie et une ovariectomie peuvent étre
proposées aux femmes ménopausées ou aux femmes dgées de plus de 40 ans ne désirant plus

d’enfants.
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Criteres d’ Amsterdam du cancer colorectal héréditaire non polyposique (88, 89).

Nom

Critéres

Amsterdam [

1990

- 3 membres de la famille atteints d’un cancer colique ou
rectal prouvé histologiquement

- 2 sujets unis par un lien de parenté au premier degré

-au moins deux générations sont affectées

- Un des cancers au moins découvert avant I’dge de 50 ans

- Absence de polypose adénomateuse familiale

Amsterdam I1

1998

- Au moins 3 sujets atteints d’un cancer du spectre HNPCC
prouvé histologiquement (adénocarcinome colorectal, de
I’endomeétre, de I’intestin ou tumeur urothéliale des voies
urinaires supérieures)

- 2 sujets unis par un lien de parenté au premier degré

- Au moins deux générations successives affectées

- Un des cancers au moins découvert avant I’Age de 50 ans

- Absence de polypose adénomateuse familiale si présence

de cancers colorectaux
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Criteres cliniques de Bethesda du cancer colorectal héréditaire non polyposique (86,92).

Nom

Critéres

Bethesda

1996

- Malade avec critéres d’ Amsterdam 1.

- Malade avec 2 cancers du spectre HNPCC incluant cancers
synchrones ou métachrones.

- Malade avec cancer colorectal et apparenté au premier
degré ayant un cancer colorectal ou un adénome ou un cancer
apparenté HNPCC avec 4ge de découverte d’un des cancers
inférieur & 45 ans ou d’un adénome inférieur a 40 ans.

- Malade 4gé de moins de 45 ans avec cancer colorectal
touchant le c6lon droit et histologie peu différenciée ou en

bague a chaton.

Bethesda modifié

2004

- Présence de tumeurs synchrones ou métachrones
colorectales ou du spectre HNPCC, dge indifférent.

- Cancer colorectal diagnostiqué chez un patient de moins
de 50 ans.

- Cancer colorectal avec caractéristiques histologiques de
type MSI élevé diagnostiqué chez un patient de moins
de 60 ans.

- Cancer colorectal diagnostiqué chez 2 personnes ou
plus, de la famille au premier ou deuxiéme degrés, en
association avec un cancer du spectre HNPCC, quelque

soit leur age.
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Ainsi, un syndrome HNPCC peut étre évoqué a partir de critéres familiaux, de critéres
cliniques et de critéres histologiques. Cette détection peut étre affinée par des éléments ne
faisant pas partie des systemes de critéres diagnostiques :

- par biologie moléculaire en recherchant une instabilité génomique ou

phénotypique RER positif (101-103).
- par méthode immunohistochimique en détectant une perte de I’expression
normale des protéines de réparation de I’ADN (101,104-106).

Le but de ce travail a été de rechercher de maniére rétrospective par immuno-
histochimie I’existence d’une perte d’expression des protéines MSH2, MLHI, MSH6 et
PMS2, et de la comparer a l’existence d’une instabilité¢ des séquences microsatellite
recherchée par biologie moléculaire. Nous avons étudié¢ une population de malades dgés de
moins de 40 ans, car ’dge moyen des malades opérés d’un cancer colorectal se situant entre
65 et 70 ans, la probabilité d’avoir une forme héréditaire est plus élevée lorsqu’il survient

chez des malades jeunes (107, 108).
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III. MATERIEL ET METHODES

IIT.1. Effectif

I1 s’agit d’une étude rétrospective, a partir des piéces de colectomie pour cancer
colorectal analysées dans le laboratoire d’ Anatomie Pathologique du CHRU de Limoges,
associces a 15 cas communiqués par des laboratoires extérieurs (tableau 3).

Les critéres d’inclusion des malades ont été :

» age inférieur ou égal a 40 ans lors de I’intervention chirurgicale

= adénocarcinome colorectal vérifié histologiquement.

Tableau 3. Origine des prélévements

Origine Nombre
Chirurgie A 14
Chirurgie B 22
Chirurgie Pédiatrique 1
Clinique Chénieux 2
Clinique des Emailleurs 1
Cabinet de pathologie et Centre Hospitalier d’ Angouléme 5
Hopital Le Kremlin Bicétre 1
Cabinet de pathologie de Brive 2
Hopital de Guéret 4
Cabinet de pathologie de Montauban 1
Service de Génétique CHU de Poitiers 1
Hoépital de Saint-Junien 2
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IIL.2. Etude anatomopathologique standard

Toutes les pieces de colectomie ont suivi le méme processus afin d’arriver a ’examen

histologique.

e Etude macroscopique
Elle est réalisée sur pi¢ce opératoire fraiche.

Elle comporte :

* la localisation tumorale. La classification retenue a été celle utilisée dans les études
epidémiologiques ou le c6lon droit est défini comme étant situé en amont de I’angle colique
gauche suivi du colon gauche et du rectum. Cette classification a été retenue en raison de sa
plus grande fréquence dans les études publiées (109)

* la longueur de la piéce opératoire

* la taille tumorale (hauteur, largeur, épaisseur)

* le pourcentage d’envahissement par rapport a la circonférence (1/4, 1/2, 3/4, 4/4)

» la distance entre le pole de la tumeur et la limite de résection la plus proche

= la distance par rapport a la marge anale pour les cancers du rectum

» I’aspect macroscopique (bourgeonnant, ulcérant, infiltrant, plan)

» la présence ou I’absence de perforation

» la présence de polypes associés et leurs types

* le nombre de ganglions lymphatiques présents sur la piéce opératoire aprés fixation.
Si leur nombre était inférieur & 12, nombre nécessaire pour conclure de maniére fiable a
I’absence d’atteinte ganglionnaire depuis la révision 1997 de la classification TNM, une post-
fixation du mésocdlon dans le liquide de Bouin était effectuée afin d’obtenir un nombre

supérieur de ganglions lymphatiques (110).
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® Préparation histologique
Apres I’examen macroscopique, les piéces ont été fixées 24 heures dans du formol a

10 % puis un échantillonnage représentatif a été fait comportant au moins trois blocs de

tumeur et un bloc de tissu sain.

Les prélévements ont été inclus en paraffine aprés déshydratation dans un appareil

automatique (Shandon, Cheshire, UK).

Des coupes de Sum ont été réalisées et colorées par 1’hématéine éosine safran (HES).

II1.3. Immunohistochimie

L’étude immunohistochimique a été réalisée sur la premiére tumeur en cas de tumeurs

métachrones ou sur la tumeur de stade le plus avancé en cas de tumeurs synchrones.

Anticorps utilisés
Les différents anticorps utilisés et leurs caractéristiques principales sont résumés dans

le tableau 4.
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Tableau 4. Anticorps utilisés

Anticorps Localisation Espéce Nature Dilution Fournisseur
d’origine

MLHI Nucléaire Souris Monoclonal 1/20 Calbiochem
IeGl clone FE1 1

MSH2 Nucléaire Souris Monoclonal 1/30 Pharmingen
IgGl clone G-168-15

MSH6 Nucléaire Souris Monoclonal 1/125 Becton Dickinson

clone 44

IgG1

PMS2 Nucléaire Souris Monoclonal 1/150 BD Pharmingen
IgGl clone A16-4

Anticorps anti MLH1

Le clone G168-15 produit des anticorps monoclonaux de souris dirigés contre la
protéine humaine MLH]1. L’isotype des anticorps est IgG1.

L’anticorps a été utilisé a une concentration de 1/20.

Les centres clairs des follicules lymphoides et 1’épithélium colique non tumoral ont

servi de témoin interne positif pour I’anticorps anti MLH]1.

Anticorps anti MSH2

Le clone FE11 a été obtenu en immunisant une souris BALB/c avec le fragment
carboxy-terminal de la protéine humaine MSH2 puis en les fusionnant avec la lignée
cellulaire de myélome murin SP2/0. Ce clone produit donc des anticorps monoclonaux de

souris dirigés contre une protéine humaine. L’isotype des anticorps est IgG1 k.




24

L anticorps a été utilisé & une concentration de 1/30.

Les centres clairs des follicules lymphoides et 1’épithélium colique non tumoral ont

servi de témoin interne positif pour I’anticorps anti MSH2.

Anticorps anti MSH6

Le clone 44 produit des anticorps monoclonaux de souris dirigés contre la protéine

humaine MSH6. L’isotype des anticorps est IgG1.
L’anticorps a été utilisé a une concentration de 1/125.
Dans ce travail, les centres clairs des follicules lymphoides et 1’épithélium colique non

tumoral ont servi de témoin interne positif pour 1’anticorps anti MSH6.

Anticorps antiPMS2

Le clone A16-4 produit des anticorps monoclonaux de souris dirigés contre la protéine
humaine PMS2. L’isotype des anticorps est IgG1 K.
L’anticorps a été utilisé a une concentration de 1/50.

Les centres clairs des follicules lymphoides et 1I’épithélium colique non tumoral ont

servi de témoin interne positif pour I’anticorps anti PMS2.

Technique

Pour les anticorps MLH1, MSH2 et MSH6 et PMS2 il a été utilisé¢ une technique

automatisée sur BenchMark XT (Ventana).
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A partir des blocs, des coupes de Spm sont réalisées. Les coupes sur lame sont placées

directement dans la machine ou elles subissent les étapes suivantes :

e Pour MSH2 et MSH6

—> déparaffinage a I’EZ Prep® (Ventana)

= application du tampon CCl1 (Cell Conditioner 1 Ventana), solution tampon de
démasquage a pH8, pendant 60 minutes

> ringage avec le Reaction Buffer (Ventana), solution tampon a pH 7,5-7,6

—> application du I-view Inhibitor (Ventana), produit inhibant les péroxydases
endogénes

= ringage avec le Reaction Buffer (Ventana), solution tampon a pH 7,5-7,6

-> application de I’anticorps et incubation 32 minutf:s

= application de I-view Biotin Ig (Ventana), réactif servant a visualiser le signal
antigénique, et incubation 8 minutes

= application de I-view SA-HRP (Ventana), réactif servant a visualiser le signal
antigénique, et incubation 8 minutes

= application de I-view DAB (Ventana) chromogene, et de I-VIEW H202 (Ventana)
eau oxygénée servant a activer le chromogeéne, incubation 8 minutes

—> application de I-view Copper (Ventana), réactif servant a fixer la réaction
immunologique, et incubation 4 minutes

-> contre coloration a I’'Hemotoxylin II (Ventana) et incubation 8 minutes

> post contre coloration au Bluing Reagent (Ventana) et incubation 4 minutes

> ringage de la lame au Reaction buffer (Ventana)

Les lames sont ensuite montées a I’Eukitt (Prolabo, Paris).
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e Spécificités du cycle concernant MLH1

Apres incubation de I’anticorps anti MLH]1 :

— application de Amplifier A (Ventana), kit d’amplification du signal
immunologique, et incubation 8 minutes

= application de Amplifier B (Ventana), kit d’amplification du signal
immunologique, et incubation 8 minutes

Puis reprise du protocole commun aux anticorps MSH2 et MSH6 a I’étape application

de I-view Biotin Ig.

e Spécificités du cycle concernant PMS2

Application du tampon CC1 pendant 90 minutes.

Aprés incubation de I’anticorps anti PMS?2 :

= application de Amplifier A (Ventana), kit d’amplification du signal
immunologique, et incubation 8§ minutes

= application de Amplifier B (Ventana), kit d’amplification du signal
immunologique, et incubation 8 minutes

= application de Blocker A (Ventana), réactif servant a bloquer les biotines
endogenes, et incubation 4 minutes

— application de Blocker B (Ventana), réactif servant a bloquer les biotines
endogenes, et incubation 4 minutes

Puis reprise du protocole commun aux anticorps MSH2 et MSHG6 a 1’étape application

de I-view Biotin Ig.
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1I1.4. Etude des microsatellites

L’étude de I'instabilité des microsatellites a été réalisée pour 23 cas dans le laboratoire
du docteur Michel Longy de I’Institut Bergonié a Bordeaux

Pour les 16 premiers cas, I'ADN a été extrait sur place a partir de tissu normal et de
tissu tumoral obtenus de blocs d'inclusion en paraffine différents selon un protocole
précédemment décrit (111). En bref, une coupe tissulaire de 10 pm d'épaisseur a été
déparaffinée et incubée pendant 3 h a 60°C avec 250 pl de tampon TNE (Tris pH 8, 10 mM ;
EDTA pH 8, 1 mM ; NaCl pH 8, 100 mM) et de la protéinase K a la concentration de 10
ng/100 pl. L'ADN était ensuite purifié dans une colonne (Wizard DNA clean up system,
Promega, Madison, WI, USA), rincé a travers une minimembrane (Ultrafree MC 30,
Millipore SA, Saint-Quentin en Yvelines, France), et repris dans 50 pl de tampon TE (Tris pH
8,10 mM ; EDTA pH 8, 1 mM).

Pour les 7 autres cas, ’ADN a été extrait dans le service d’ Anatomie Pathologique a
Limoges selon le protocole QIAamp DNA mini kit (Qiagen S.A., Courtaboeuf, France) en
suivant les recommandations du fabricant, 4 I’exception de la digestion par la protéinase K qui
était effectuée pendant 18 heures. Le tissu utilisé provenait de blocs de paraffine dans 3 cas, et
de matériel congelé dans 4 cas. Le produit d’extraction étant ensuite envoyé a I’Institut
Bergonié de Bordeaux

Cinq microlitres du produit final d'extraction ont été utilisés comme matrice pour
'amplification par PCR de six microsatellites : BAT25, BAT26, BAT40, L-mycVpA,
D16S512 et D16S515 a l'aide d'amorces fluorescentes. Les produits d'amplification ont été
séquencés sur un séquenceur ABI Prism 377 (Perkin Elmer/Applied Biosystems,
Courtaboeuf, France) et analysés avec le logiciel Genescan 6712 (Perkin Elmer/Applied

Biosystems, Courtaboeuf, France).
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La recherche d’une instabilité des microsatellites a ensuite été réalisée pour 10 cas a
Limoges. L’ADN a €t¢ extrait & partir de blocs de tumeurs et de tissu sains inclus en paraffine,
selon le protocole QIAamp DNA mini kit (Qiagen S.A., Courtaboeuf, France) comme
précédement. Entre 100 et 200 ng d’ADN extrait a été utilisé comme matrice pour
I’amplification par PCR de 5 microsatellites : BAT25, BAT26, NR21, NR24, NR27. Le
protocole d’amplification suivi est celui mis au point par le docteur Richard Hamelin de
I'INSERM U434, du Centre d’Etude du Polymorphisme Humain & Paris (112). Les produits
d’amplification ont été séquencés sur un séquenceur ABI Prism 310 Genetic Analyser
(Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) et analysé avec le logiciel Gen scan 3.1 (Applied
Biosystems, Courtaboeuf, France).

Pour le cas provenant de Montauban, le pathologiste qui a fait parvenir le prélévement
a fait réaliser la recherche d’instabilité par le docteur Janick Selves du centre hospitalier de

Toulouse Purpan.

L'instabilité des microsatellites était définie par la présence d'alléles de taille anormale
des produits amplifiés a partir de I'ADN tumoral par rapport aux produits amplifiés a partir de
I'ADN non tumoral correspondant. Les tumeurs ayant une instabilité microsatellitaire de type
€levée (MSI-H pour "MSI high") étaient définies comme ayant une instabilité d'au moins 30
% des marqueurs étudiés, les tumeurs ayant une instabilité microsatellitaire de type faible
(MSI-L pour "MSI low") étaient définies comme ayant une instabilité de moins 30 % des
marqueurs étudiés, et les tumeurs sans instabilité microsatellitaire étaient définies comme

n'ayant aucun marqueur instable (113).
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III.5. Lecture des résultats

Toutes les coupes histologiques et immunohistochimiques ont été analysées par deux
anatomopathologistes.

L’interprétation a été bimodale, présence ou absence de perte d’expression au niveau
des noyaux des cellules tumorales, les centres clairs des follicules lymphoides et I’épithélium

colique non tumoral servant de témoin positif interne.

II1.6. Etude statistique

Les données ont été saisies sur le logiciel Exel 5 (Microsoft) puis exportées et

analysées sur le logiciel Statwiev 4.5 (Abacus concept Inc.)
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RESULTATS

IV.1. Données cliniques

56 patients d’age inférieur ou égal 4 40 ans ont été inclus.

L’age moyen de ces 55 malades a la date de leur intervention chirurgicale était de 34,3
+ 5,8 ans (extrémes 14,6 - 40,9 ans).

Il y avait 25 femmes et 30 hommes, respectivement 46,4 % et 53,6 %, soit un sexe

ratio de 1,15.

IV.2. Données macroscopiques

Le siege des tumeurs était le suivant : célon droit 26,8 %, colon gauche 44,6 %,
rectum 28,6 %.

La taille de la tumeur était en moyenne de 5,0 + 2.4 cm.

La distance moyenne par rapport  la section chirurgicale la plus proche était de 8 +
8,3 cm.

Le nombre moyen de ganglions par piéce opératoire était de 12,6 =+ 8.6.
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IV.3. Données microscopiques

IV.3.1. Extension tumorale et facteurs apparentés

e Le degré d’envahissement en profondeur était, selon la classification TNM,

réparti ainsi :

pTis (intra muqueux) 1,8 %
pT1 (limité a la sous muqueuse) 0,0 %
pT2 (limité a la musculeuse) 14,2 %
pT3 (envahissement sous séreux) 55,4 %

pT4 (envahissement du revétement séreux

ou des organes de voisinage) 28,6 %

¢ Le nombre moyen de ganglions lymphatiques envahis par piéce opératoire

était de 2,7 + 3,8. Leur répartition, suivant la classification TNM, était la suivante :

pNO (absence de ganglions atteints) 41,0 %
pNI (de 1 a 3 ganglions atteints) 25,0 %
pN2 (plus de 3 ganglions atteints) 34,0 %

La présence d’une effraction capsulaire n’est pas prise en compte dans cette

classification, mais était présente dans 20 % des cas.

e La présence d’une métastase synchrone était retrouvée dans 20 % des cas ; 80
% des patients ne présentaient pas de métastase au moment de 1’exérése tumorale. Les

métastases étaient situées au niveau: du péritoine dans 3 cas, du foie dans 10 cas, des
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poumons dans 2 cas, de ’estomac dans 1 cas et du duodénum dans 1 cas. Les métastases ont

¢té examinées en histologie dans 10 cas sur 11.

e Des embols tumoraux vasculaires étaient présents dans 59 % des tumeurs.

e La présence d’engainements tumoraux péri-nerveux était mise en évidence
dans 25,0 % des cas.

e Une des marges chirurgicale proximale ou distale était le siége d’un

envahissement tumoral dans 1,8 % des cas.

1V.3.2. Différenciation

Dans 64,3 % des cas, la tumeur correspondait 4 un adénocarcinome bien ou

moyennement différencié, et dans 21,4 % des cas a un adénocarcinome mucineux.

1V.3.3. Autres critéres

e La présence d’une composante adénomateuse en périphérie de la tumeur était mise
en évidence dans 14,5 % des cas.

e Le front d’expansion tumoral, situé¢ a la partie la plus profonde de la tumeur, était
dans 55,4 % des cas de type expansif et dans 44,6 % des cas de type infiltrant.

e La présence d’une réaction lymphoide péritumorale de niveau 2, comprenant au

moins 2 follicules lymphoides, était retrouvée dans 26,8 % des cas.
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IV.4. Résultats immunohistochimiques

e La perte d’expression d’au moins une protéine était trouvée dans 19 cas soit

34,0 %.

e Une perte d’expression de la protéine MLH1 était trouvée dans 8 cas, soit dans
14,2 % des cas. La perte n’était jamais isolée, elle était associée  une perte d’expression de

PMS2 dans 7 cas et associée a une perte d’expression de PMS2 et de MSH6 dans 1 cas.

e Une perte d’expression de la protéine MSH2 était trouvée dans 8 cas, soit dans

14,2 % des cas. La perte était isolée dans 1 cas et associée & une perte d’expression de MSH6

dans 7 cas.

e Une perte d’expression de la protéine MSH6 était trouvée dans 10 cas, soit 18,0 %
des cas. Cette perte était isolée dans 2 cas soit 3,6 %, associée a une perte d’expression de

MSH2 dans 7 cas et associée a une double perte MLH1/PMS2 dans 1 cas.

e Une perte d’expression de la protéine PMS?2 était retrouvée dans 9 cas, soit 16,0%
des cas. Cette perte était isolée dans 1 cas soit 1,8% des cas de la série, associée a une perte
d’expression de MLH1 dans 7 cas, et associée a une perte d’expression de MLH1 et de MSH6

dans 1cas (figures 3 et 4).

Tous les cas présentant une perte d’expression sont détaillés dans le tableau 5.
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Tableau 5. Profils des pertes d’expression en immunohistochimie et instabilités microsatellites

correspondantes.

Cas Sexe | Age Siége MSI MLH1 MSH2 MSH6 PMS2
87001948 M 28 Colon droit Elevé Perte Normal Normal Perte
92009603 M 28,8 Cblon gauche Elevé Normal Perte Perte Normal
96014417 M 36,1 Célon gauche Elevé Normal Perte Perte Normal
97008394 M 38 Célon droit Elevé Perte Normal Normal Perte
98000728 M 30,1 Célon gauche Faible Perte Normal Normal Perte
98008569 M 31,7 Colon gauche Elevé Normal Perte Perte Normal
98009090 F 222 Colon gauche Elevé Perte Normal Normal Perte
98009294 M 26,2 Cblon droit Elevé Normal Perte Perte Normal
99001160 F 23,9 Célon droit Elevé Normal Perte Perte Normal
99011892 M 37,5 Rectum Non fait Perte Normal Normal Perte
00012010 M 39,8 Céolon gauche Elevé Normal Normal Normal Perte
01007142 F 394 Cadlon droite Elevé Normal Perte Perte Normal
02004260 F 38 Colon gauche Elevé Normal Perte Normal Normal
02005724 M 26,6 Coélon droit Elevé Normal Normal Perte Normal
02005980 M 39,2 Colon gauche Elevé Perte Normal Normal Perte
03003114 F 373 Colon droit Elevé Perte Normal Perte Perte
03004090 M 33,1 Colon droit Elevé Normal Perte Perte Normal
04008017 M 35,7 Célon droit Non fait Normal Normal Perte Normal
05001640 M 36,5 Célon droit Elevé Perte Normal Normal Perte
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Figure 3. Adénocarcinome moyennement différencié colique gauche
chez une femme de 39,9 ans (x100).
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- R - . =g 9 ~ in
- \\ . Ll ‘\\‘b‘q‘ \"h‘\\\‘:\
NP s A \
VMG Yo T ""’33:‘- ; \

LF O\

\ . S K
. "‘ v','{:ﬁl'\ \\'A:i,\" ‘\,".
- L A TR LR L) T b LT
RN 27 ¢ . ‘. W '\.\}\
N e 4y 8, » R W
e *taep % » *a NN o
v )" "’ A . W
v N 'b‘:(lr’ RPCREL
: e E RS IRWN
S DT LI N 2 T L SN
Ere-L Y, U'.'.":-\". >
A -'J.“" -".‘... S"-\-‘\‘ Ny N E R
. » 5 g
y O 2 . .. - . e, u\‘-i i".‘\\‘\ Q‘
- \ - A D \
v ¢ ) NG AN
Nop el ow & w RV PR
\.";\ “~ ¥, “- \\"\\ e
\ \ N X " :" Ve e g
\‘,~ ) \\\ Y “s
5 \ ~ N . g, > ™
\ \‘ N N -y ™ A Y
L - e N ~ o - N

Figure 4. Adénocarcinome mucineux de siége colique gauche
chez un homme de 39,8 ans (x100).
Expression normale de la protéine PMS2 par les lymphocytes

et perte d’expression par la tumeur.
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IV.5. Instabilité des microsatellites

Sur les 56 malades concernés, 34 ont bénéficié d’une étude de D’instabilité des
microsatellites, 16 avaient une tumeur de phénotype stable, 1 une tumeur de phénotype MSI
faible et 17 une tumeur de phénotype MSI élevé.

Tous les patients présentant une perte d’expression en immunohistochimie avaient un
phénotype MSI €levé ou MSI faible, aucun d’entre eux un phénotype MSI stable (tableaux 5
et 6).

Un cas présentait une instabilit¢ microsatellite de type élevée, mais sans perte
d’expression des protéines de réparation.

A noter, 14 tumeurs fixées au liquide de Bouin et non congelées, ainsi que 3 cas
présentant de trop rares cellules tumorales secondairement a une radiothérapie pré-opératoire,
n’ont pas pu étre étudiés,

Cing cas récents n’ont pas encore été étudiés.
q

Tableau 6. Phénotypes des microsatellites de la série.

Statut Statut IHC | Perte en IHC Total
microsatellites normal
MSI élevé 1 16 17
MSI faible 0 1 1
Stable 16 0 16
Non fait 20 2 22

Dans cette série, la sensibilité de I’examen immunohistochimique par rapport a la

recherche d’instabilité est de 94,4 %, avec une spécificité de 100 %.
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La valeur prédictive positive de I’examen immunohistochimique par rapport a la

recherche d’instabilité est de 100 %.

La valeur prédictive négative de I’examen immunohistochimique par rapport a la

recherche d’instabilité est de 94,4 %. (tableau 7)

Tableau 7. Phénotypes des microsatellites selon leur statut en immunohistochimie.

MSI élevé ou faible MSI stable

Perte d’expression en IHC 17 0
Pas de perte d’expression en IHC 1 16
Total 18 16

IV.6. Consultation d’oncogénétique

Parmi tous les cas, a notre connaissance, 10 ont bénéficié d’une consultation génétique
soit 17,8 % des cas (tableau 8).
Dans ce groupe, 9 présentent une perte d’expression d’au moins une protéine, parmi eux 8
étaient de phénotype MSI élevé et le dernier n’a pas pu bénéficier d’une étude de I’instabilité
en raison d’un trés faible reliquat tumoral aprés radiothérapie pré-opératoire. La consultation
d’oncogénétique a été suivie d’une recherche de mutation des génes de MLH1 et MSH2 dans
7 cas, 3 présentaient une mutation de MSH2 dont 2 personnes de la méme famille. Les 4
autres ne présentaient pas de mutation décelée.

Un cas ne présentait pas de perte protéique, mais son statut MSI n’a pu étre détermingé

en raison d’un trés faible reliquat tumoral aprés une radiothérapie pré-opératoire.
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Tableau 8. Répartition des cas ayant bénéficié d’une consultation d’oncogénétique.

Perte d’expression | Absence de perte
Consultation d’oncogénétique 9 1
Statut MSI élevé 8 0
Statut MSI impossible 1 1
Recherche de mutation MLH1, MSH2 7 0
Mutation detectée 3 0

IV.7. Résultats comparatifs

Le groupe des cancers colorectaux présentant une perte d’expression d’au moins une
protéine de réparation a été¢ comparé au groupe ne présentant pas de perte d’expression
(tableau 9).

Le groupe présentant une perte d’expression avait les caractéristiques suivantes :
e Prépondérance masculine avec 73,7 % versus 43,2 % (p = 0,0306)
e Si¢ge principalement au cdlon droit (p = 0,0018)
e Taille supérieure de la tumeur avec 6 + 3,2 cm versus 4,6 + 1,8 cm (p = 0,0474)
e Absence de ganglions envahis, statut NO (p = 0,0425)
* Mode d’extension principalement expansif (p = 0,048)
* Présence d’une réaction lymphoide péri tumorale de grade 2 (p = 0,0002)
® Présence d’une instabilit¢ des microsatellites de type élevé ou faible avec

respectivement 94,1 % et 5,9 % versus 5,9 % et 0 % (p < 0.0001).
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Le groupe présentant une perte n’était pas différent de I’autre concernant les points

suivants :

e L’age moyen d’apparition était de 33 ans versus 35,2 ans (p = 0,2356)

e L’infiltration de la paroi colique du stade Tis & T4 présentait une répartition quasi
identique dans les 2 groupes (p = 0,6765)

e La présence de métastases au moment du diagnostic était identique dans les 2
groupes (p = 0,8491)

® Les types de différenciation selon ’OMS présentaient une répartition équivalente
dans les 2 groupes (p = 0,9738), avec 63,2 % de bien & moyennement différencié dans le
groupe avec perte versus 64,9 %, 15,8 % de peu différencié versus 13,5 % et 21 % de

mucineux versus 21,6 %.

Tableau 9. Corrélations clinico-pathologiques. Résultats exprimés en pourcentages

Caractéristiques anatomo- Perte en IHC Statut IHC normal p
cliniques N=19 N=37
Age moyen (ans) 33,0 +5,7 352 +5,8 0,2356 NS
Sexe
- hommes 73,7 43,2 0.0306
- femmes 26,3 56,8
Siege
- droit 52,6 13,5
- gauche 42,1 46,0 0,0018
- rectum 53 40,5
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Taille (en cm) 6+32 4,6 +1,8 0,474
T
- Tis 0 2,7
- T2 10,5 16,2 0,6765 NS
- T3 52,6 56,8
- T4 36,9 24,3
N
- NO 63,2 29.7
- N1 10,5 32,4 0,0425
- N2 26,3 37,9
M
- MO 73 81 0,8491 NS
- M1 21 19
Différenciation
- bien-moyen 63,2 64,9
- peu 15,8 13,5 0,9738 NS
- mucineux 21 21,6
Mode d’extension
- infiltrant 26,3 54 0,048
- expansif 3.7 46
Réaction lymphoide
péri-tumorale de grade 2 57,9 10,8 0,0002
Statut microsatellite
- stable 0 94,1 <0,0001
- faible 3.9 0
- élevé 94,1 59
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DISCUSSION

Les critéres d’Amsterdam sont souvent considérés comme trop restrictifs pour la
recherche de syndrome de type HNPCC, environ 17 % des patients porteurs de mutations
répondent aux critéres d’ Amsterdam stricts. Nous avons étudié I’expression des 3 principales
protéines de réparation de ’ADN MLH1, MSH2, MSH6, associée a celle de PMS?2 dans un
groupe de tumeurs a haut risque de perte d’expression des protéines de réparation de I’ADN
(111, 113). En effet cette population d’4ge inférieur a 40 ans représente seulement 1 % des
cancers colorectaux diagnostiqués, mais cette précocité au diagnostic est plus fréquemment

retrouvée dans un contexte d’HNPCC que dans les cancers sporadiques.

La présence d’une instabilité des microsatellites est la marque des cancers de type
HNPCC, mais elle nécessite le recours a un laboratoire de biologie moléculaire, et semble
difficile a effectuer en routine pour tous les cancers colorectaux. En revanche, les techniques
d’immunohistochimie sont simples, rapides, moins cotiteuses et largement répandues dans les
laboratoires d’anatomie pathologique. La recherche d’une perte d’expression des protéines de
réparation de ’ADN en immunohistochimie semble étre la premiére étape a réaliser dans la

détection de cancers pouvant appartenir au syndrome HNPCC (114, 115-117).

La perte d’expression d’une protéine de réparation de I’ADN est retrouvée dans notre
série dans 34 % des cas. Cette proportion est nettement supérieure 4 la fréquence du syndrome
HNPCC qui est estimé a moins de 5 % de tous les cancers colorectaux et a la fréquence des
cancers colorectaux avec instabilité microsatellitaire de type élevée dans les cancers

colorectaux sporadiques qui est de 10 a 15 % (115). Sur Peffectif étudié, la perte d’une
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protéine de réparation de I’ADN concernait la protéine MLHI dans 14,2 % des cas, la
protéine MSH2 dans 14,2 % des cas, la protéine MSH6 dans 3,6 % des cas et la protéine
PMS2 dans 1,8 % des cas. La perte d’une protéine que ce soit MLH1 ou MSH?2 était constatée
dans 16 cas sur 19, ce qui se conforme aux données de la littérature pour lesquelles, plus de
80 % des mutations présentes dans le syndrome HNPCC, sont retrouvées sur les genes de
MLHI1 et MSH2 (118).

Le fait que les patients soient trés jeunes permet de penser que la perte de MLHI n’est
pas due & une hyperméthylation du promoteur du géne MLH1, mais & une mutation du gene.
Cette méthylation est retrouvée dans la majorité des cancers colorectaux sporadiques avec
instabilité¢ microsatellitaire et perte d’expression de MLH]1, dont la fréquence augmente avec

I’age (119).

Il existe deux couples de double perte déja connus : celui de la paire MSH2/MSH6 et
celui de la paire MLH1/PMS2. Dans notre série, la double perte MSH2/MSHS6 est présente 7
fois. Elle a déja été rapportée dans des cancers colorectaux provenant de familles atteintes de
syndrome HNPCC par mutation germinale de MSH2 (120-123). Les protéines MSH2 et
MSH6 agissent ensemble sous la forme d’un hétérodimére homologue de MutS. Des études in
vivo chez la souris et in vitro sur cellules humaines ont montré que la protéine MSHG6 est
instable en 1’absence de son partenaire la protéine MSH2 (124, 125). Ce phénoméne est causé
par une dégradation rapide de la protéine MSH6 lorsqu’elle ne peut former des hétérodimeéres
fonctionnels avec MSH2. Ainsi, une mutation germinale du géne MSH?2 responsable d’une
perte d’expression de la protéine MSH2 pourrait expliquer la perte d’expression simultanée de
la protéine MSHS6.

Seuls 2 cas avaient une perte d’expression isolée de la protéine MSHS, il s’agissait de

2 hommes, 1'un 4gé de 26,6 ans opéré d’un adénocarcinome du célon droit de stade pT3N2
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présentant une instabilité microsatellite de type élevée, 1’autre dgé de 35,7 ans opéré d’un
adénocarcinome du colon droit de stade pT3NO, dont le statut des microsatellites n’a pas été
déterminé, en raison d’une fixation de la piéce au liquide de Bouin. Cela est en accord avec
les 5 % de mutations germinales de MSH6 retrouvés sur I’ensemble des mutations des
protéines de réparation de I’ADN dans les cancers de type HNPCC (126). Sur ces 2 cas, un
seul a bénéficié d’une recherche d’instabilité des microsatellites, elle s’est révélée &tre de
statut MSI élevé. On ne peut préjuger du statut MSI du deuxiéme cas. Le géne MSH2
présente une activité de réparation de I’ADN dans la sous-unité MutS en association avec
MSH6 ou MSH3. Or il existe une redondance d’activité partielle entre MSH3 et MSH6 dans
leur fonction de réparation, de ce fait la perte de MSH6 n’est pas forcément lie 4 un statut
MSI ¢€levé, et se présente cliniquement de maniére différente. La perte de MSH6 est souvent
associée a des cancers du colon ou de I’endométre, dans des familles ne répondant pas aux
criteres d’ Amsterdam (127). De plus, il a été montré que MSH6 était rarement impliqué dans
le développement d’une instabilité microsatellitaire dans les cancers du colon sporadiques

(128).

Toutes les tumeurs avec perte d’expression de MLH1 avaient également une perte
d’expression de la protéine PMS2. Cette double perte a déja été rapportée dans la littérature
(121-123). Ces deux protéines forment un hétérodimeére, et correspondent 2 MutLo chez la
bactérie. Une perte de MLH1 due & une mutation peut par conséquent entrainer une perte
secondaire de PMS2 par absence de formation du complexe. En effet, I’absence de ligation
induirait une dégradation de PMS2, car les ARNm de PMS2 sont toujours retrouvés dans le
cytoplasme des cellules tumorales méme en I’absence de ce dernier (122).

On remarque aussi qu’une de nos tumeurs présentait une perte isolée d’expression de

la protéine PMS2, associée a un phénotype MSI élevé. 11 s’agit d’un homme de 39,8 ans ayant
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un adénocarcinome de type mucineux localisé au cdlon gauche avec des métastases
hépatiques synchrones, décédé 5 mois apres I’intervention chirurgicale avant que ne puisse
étre réalisé une enquéte familiale. Ce type de perte isolée associée a un tel phénotype a déja
¢été décrit dans la littérature (129). Cette absence d’expression de PMS2 peut étre expliquée de
deux fagons :

- soit I’anomalie est située au niveau de PMS2, aboutissant a une perte et un phénotype
MSI-H. En effet, il est admis par certains que PMS2 peut étre responsable d’une faible
proportion de syndromes HNPCC selon un mode autosomique dominant, bien que la
pénétrance d’une mutation germinale de PMS2 soit trés inférieure aux mutations des génes
des autres protéines de réparation de I’ADN (123, 127, 130).

- soit I’anomalie est située au niveau de MLHI1. Dans ce cas, il peut s’agir d’une
mutation germinale de MLH1 non mise en évidence par le marquage immunohistochimique
ou bien d’une mutation somatique de MLHI ne permettant pas la formation du complexe
MLH1/PMS2 (129).

Selon les équipes, la nécessité d’inclure PMS2 dans le panel des anticorps utilisés pour
la recherche de perte d’expression des protéines de réparation de I’ADN est discuté. Pour
Rigau ef al.(121) cela n’est pas nécessaire. En effet, ils ont observé dans leur série seulement
4 cas de pertes isolées de PMS2 et toutes avaient des séquences microsatellites stables. En
revanche selon de Jong ef al. (123) I’usage de PMS2 leur a permis de trouver de vraies pertes
de PMS2 et d’accroitre significativement I’identification de porteurs d’une mutation
germinale de MLH1 (116, 127).

Pour que la fonction de réparation de I’ADN soit effective, 1’hétérodimére
MLH1/PMS2 doit étre importé du cytoplasme vers le noyau. Pour pouvoir se lier et étre
importés dans le noyau MLH1 et PMS2 doivent avoir des séquences C-terminales conservées.

Si la mutation concerne PMS2, celui-ci ne peut se lier 8 MLH1, mais MLH1 peut étre présent
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au niveau du noyau. L’hétérodimére MLH1/PMS2 constitue MutLa, mais il ne faut pas
oublier que MLH1 peut aussi se lier 8 MLH3 et PMS1 pour constituer MutL. Ainsi I’absence
de PMS2 n’induit pas forcément 1’absence de MLH1 (128), mais elle peut aussi révéler des
mutations de MLHI non détectées par I’immunohistochimie. Certaines mutations comme des
mutations non sens, certaines délétions et certaines variantes non identifiées peuvent inactiver
la fonction d’une protéine, mais pas son expression. L’expression de MLHI en
immunohistochimie peut alors étre normale, dans cette situation, la mutation ne sera révélée
que par la perte de PMS2. L’étude de I’expression de PMS2 affine celle de MLHI, car la
détection de la perte de MLHI semble liée dans certains cas aussi bien au type d’anticorps
utilisé, qu’au pré-traitement réalisé. Cette utilité est renforcée dans le cas de sujets jeunes, car
il est moins probable que la perte de MLH1 soit secondaire 2 une hyperméthylation du
promoteur, comme chez les sujets dgés, qu’a une mutation germinale délétére. Ainsi, Rigau et
al. (121) n’ont pas jugé bon d’inclure PMS2 dans les protéines a rechercher, car il
considéraient que la majorité des tumeurs de statut MSI élevé associée a une perte de MLH]1
devaient présenter une hyperméthylation du promoteur (122, 123, 127, 131).

L’immunohistochimie est efficace dans la recherche de mutations produisant une
protéine tronquée ou rapidement dégradée, mais elle est moins sensible vis-a-vis de mutations
inactivant la fonction sans aboutir & une dégradation de la protéine.

Dans notre série, seul un cas présentait une perte isolée de PMS2.11 s’agissait d’un
homme de 39,8 ans opéré d’une adénocarcinome mucineux du colon gauche. Une précédente
¢étude avait montré une expression clinique identique aux autres cancers avec perte d’une
protéine de réparation, & 1’exception d’une prépondérance masculine (127, 132). Dans ce cas,
le sexe et le caractére peu différencié du cancer correspondent. Cependant, il ne représente

que 1,8 % des cancers de cette série de cas de moins de 40 ans, soit 4 peu prés le méme



46

pourcentage que dans la population générale, seule une étude portant sur un nombre supérieur

de cas pourrait rechercher I'importance de I’age (127).

Le rdle de la protéine PMS2 parait encore trés sous-évalué dans le cancer colorectal,
car elle a été peu étudiée dans les séries, étant considérée comme mineure. D’autre part, il est
parfois difficile de mettre en évidence une mutation du géne, du fait de la présence de
nombreuses séquences homologues sur le méme chromosome. Ces séquences, parfois situées
dans un locus proche de celui de PMS2, interférent avec la détection des mutations. 1l en

résulte un sous diagnostic des mutations de PMS2 (132).

La recherche d’une instabilité des microsatellite est toujours considérée comme le
«gold standard » pour le dépistage des cancers de type HNPCC, mais 1’examen
immunohistochimique tend & avoir une place de plus en plus importante.

D’un point de vue technique, la recherche d’instabilité des microsatellites nécessite
d’avoir de la tumeur et du tissu sain, soit congelés, soit fixés au formol et inclus en paraffine.
Cependant, seuls les prélévements fixés au formol sont utilisables, la fixation par le liquide de
Bouin détériorant '’ ADN ainsi que les protéines. Cela limite les études rétrospectives, le
liquide de Bouin étant encore fréquemment utilisé comme fixateur il y a quelques années
(133).

Dans le cas de tumeurs ayant subi une radiothérapie pré-opératoire, le nombre de cellules
tumorales présentes sur les coupes histologiques est souvent trés réduit. Cela rend impossible
la recherche d’une instabilité des microsatellites par PCR, mais il reste parfois possible
d’étudier I’expression des protéines de réparation. Dans ces cas, seul I’immunohistochimie
peut orienter le diagnostic vers un cancer de type HNPCC. Pour certains,

I'immunohistochimie doit étre utilisée en premier et en routine pour dépister les patients ayant
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une perte d’expression des protéines de réparation de I'ADN (115, 116). L’étude de la
protéine PMS2, associée a celle des autres protéines de réparation, se justifie en premiére
intention car elle est détectée dans 1,5 % des cas de cancers colorectaux, car elle permet une
détection plus sensible des anomalies de MLHI, surtout chez un sujet jeune. De plus, I’étude
groupée des protéines est plus rationnelle d’un point de vue cofit et gain de temps. L’examen
immunohistochimique devient méme indispensable car au-dela du diagnostic de cancer de
type HNPCC, il permet d’orienter la recherche de mutation vers une ou plusieurs protéines
(134,135).

Dans notre série, a notre connaissance, seules 10 personnes ont bénéficié d’une
consultation d’oncogénétique. Selon les recommandations du Plan cancer lancé en mars 2003,
tous les patients de moins de 40 atteints d’un cancer colorectal doivent y étre adressés, car la
probabilité de cancer de type MSI est supérieure & 50 % (136). Cependant une étude menée
aux Etats-Unis s’est heurtée a la réticence des patients comme de leur famille. Les principales
raisons évoquées étaient : le manque d’intérét, ’absence de personne a risque dans la famille,
I"absence d’envie d’engager la famille et le risque d’augmentation de la prime d’assurance

(127).
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CONCLUSION

La recherche d’une perte d’expression des protéines de réparation de I’ADN en
immunohistochimie est un moyen de détection efficace des cancers de type HNPCC. Dans
cette série ’étude de I’expression de PMS2 a révélé sa perte isolée dans un seul cas. Cela
revient 2 1,8 % des cas, soit la méme fréquence que dans I’ensemble des cancers
colorectaux. Il faudra des cohortes de patients plus importantes afin de définir si la perte
de PMS2 induit un phénotype particulier. Cependant, I’association de PMS2 aux trois
autres protéines habituellement étudiées permet un gain de temps et d’efficacité dans le
diagnostic. En effet, I'immunohistochimie oriente la recherche de mutation germinale vers
le géne de la protéine atteinte. Le diagnostic de cancer de type HNPCC di & une perte de
PMS2 a des retombées pour le patient: surveillance accentuée, modification des
chimiothérapies (la perte de PMS2 induit une certaine résistance aux agents alkylants). Et
des retombées pour sa famille avec la possibilité d’une enquéte génétique a la recherche

de la mutation, suivie d’une surveillance accentuée en présence de la mutation.
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RESUME :

Le cancer colorectal héréditaire non polyposisque (HNPCC) est lié a une mutation
dans les génes des protéines de réparation de I’ADN. La présence d’une mutation peut étre
révélée par I’étude de I’instabilité des microsatellites, ou par la perte d’expression de
protéines de réparation en immunohistochimie.

L’expression de protéines de réparation MLH1, MSH2, MSH6 et celle de PMS2 ont
été étudiées en immunohistochimie sur une série de 56 cas de cancers colorectaux chez des
sujets 4gés de moins de 40 ans. Cette étude était couplée a la recherche d’une instabilité des
microsatellites par PCR.

Parmi les 19 cas présentant une perte d’expression, tous avaient une instabilité des
microsatellites, 8 présentaient une double perte MLHI/PMS2, 8 une double perte
MSH2/MSHS, 2 une perte isolée de MSH6 et 1 une perte isolée de PMS2. L’ajout de PMS2
au panel d’anticorps a permis de détecter un cas supplémentaire d’instabilité, mais permet
aussi de sensibiliser la recherche de celle de MLH1 et d’aider a identifier le géne sur lequel on
pourra rechercher une mutation.

La perte d’expression de la protéine PMS2 est présente dans 1,5 % des cas de cancers
du colorectaux. Son étude couplée a celles des protéines MLH1, MSH2 et MSH6 est une
méthode sensible pour détecter 1’instabilités des microsatellites en vue d’un diagnostic de

syndrome HNPCC.

TITRE ANGLAIS

Expression of PMS2 protein in colorectal cancer before 40 years of age.

MOTS CLES :
- Adénocarcinome colorectal.
- HNPCC.
- Instabilité des microsatellites.
- MLH1, MSH2, MSH6, PMS2.

- immunohistochimie.



