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Resumé :

Chaque année, le cancer de I’endométre se développe chez environ 142 000 femmes dans le
monde. La courbe d’incidence par age typique pour le cancer de I’endomeétre montre que la
plupart des cas sont diagnostiqués apres la ménopause, avec la plus forte incidence vers la

septieme décennie de vie.

La base la plus commune pour identifier le risque de récidive consiste a classer les cancers de
I'endometre en deux types, le cancer endométrioide est associé a une histologie endométriale a
faible stade et de faible grade il est associé a un bon pronostic. Le cancer non endomeétrioiide a

un mauvais pronostic, il est caractérisé par une histologie a un haut grade.

Les facteurs de risque associés au développement de 1’adénocarcinome incluent 1’obésité, les

anomalies menstruelles, le diabéte, I’hypertension, I’irradiation pelvienne antérieure.

Le carcinome de I’endométre survient au spectre étroit dans le cadre des tumeurs MSI
('instabilité microsatellitaire se traduit par une modification de la longueur des séquences

répétées codante dites Microsatellites.

dans notre travail, nous avons approuvé I’identification du statut MSS et MSI dans toutes les

malades atteintes de carcinome de 1’endométre.

les mutations des protéines de systemes MMR sont beaucoup plus fréquentes dans les
Carcinomes endometrioides que Carcinomes non endométrioides et constituent la marque de

ce type histologique.

Mots clés: cancer de I’endomeétre, instabilité microsatellitaire le systtme MMR,
MSH6,MSH2, MLH1,PMS2
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Abstract :

Each year, endometrial cancer develops in approximately 142,000 women worldwide. The
typical age-specific incidence curve for endometrial cancer shows that most cases are diagnosed
after menopause, with the highest incidence around the seventh decade of life.

The most common basis for identifying the risk of recurrence is to classify endometrial cancers
into two subclasses, The endometrioid type is responsible for the majority of cases and is
associated with low-stage and low-grade endometrial histology it is associated with a good
prognosis. The non-endometrioid type has a poor prognosis and is characterized by high-grade

histology.

Risk factors associated with the development of adenocarcinoma include obesity, menstrual

abnormalities, diabetes, hypertension, previous pelvic irradiation.
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Introduction :

Le cancer de I'endometre est la tumeur gynécologique la plus fréquente dans les pays
développés. C’est le 4° plus fréquent des cancers de la femme aprés le cancer du sein, du col
utérin et de I’ovaire. En 2012, environ 100.000 nouveaux cas ont été diagnostiqués avec une
incidence de 13,6 pour 1.000.000 femmes (Lucas., 2018).

Plus de 90% des cancers de I’endometre surviennent chez des femmes de plus de 50 ans avec
un age médian au diagnostic de 63 ans. Cependant, dans 4% des cas, il survient chez des femmes

de moins de 40 ans qui souhaitent conserver leur fertilité (Belhaddad., 2019).

Parmi les facteurs de risque de cancer de I’endometre, on retrouve 1’hyperoestrogenie, le
diabéte, la nulliparité, I’obésité, le traitement hormonal aux cestrogénes ou par tamoxiféne,

I’HTA, I’age avancée, le syndrome (HNPCC/LYNCH) (Giovannucci et al., 2010).

Il existe deux catégories de cancers de I’endométre : les tumeurs liées aux cestrogenes dites de
type 1 (environ 80% des cas), et celles qui ne sont pas liées aux cestrogeénes ou de type 2.
Le type 1 inclue les adénocarcinomes qui se développent lentement, dont les mutations les plus
courantes incluent PTEN, KRAS. Le type 2 regroupe les carcinomes séreux, mucineux et a
cellules claires, dont les mutations les plus courantes incluent TP53, HER2, P16. (Raphaél et
Romain., 2018).

Le dysfonctionnement de systtme MMR constituent les éléments clés conduisant a 1I’expertise
oncogénétique du cancer de I’endométre le plus souvent dans les stades précoces de la

progression tumorale, mais quel est la cause majeure de cette déficience?

Ces cancers MSI sont majoritairement de type endométrioide ; ils sont associés a un age jeune

et a un indice de masse corporelle trés élevé (Zighelboim et al., 2007).

Les carcinomes de I’endométre MSI issus d’une mutation germinale sont associés a un age plus

jeune par rapport aux tumeurs sporadiques, et s’accompagnent de stades plus avancés et de
tumeurs de haut grade. La valeur pronostique de MSI dans les cancers de I’endometre reste

controversée (Coulibaly., 2020).
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CHAPITRE 1:

Chapitre 1 : Cancer de I’endomeétre

I. Rappels Anatomique et Histologique

L'utérus, aussi appelé matrice, est un organe musculaire creux médian (7 cm de long, 4
cm de large, légérement aplati d’avant en arriére), composé d’une portion dilatée : le corps,
dont la partie supérieure forme le fond et d’une partie cylindrique (I’isthme) en continuité avec

le col qui s’ouvre dans le vagin. Le col est centré par le canal cervical. (Sureau., 1986).

La paroi utérine, relativement épaisse, est constituée de trois tuniques : une muqueuse appelée
endometre, une musculeuse portant le nom de myometre et une séreuse au niveau du corps et

une adventice au niveau du col. (Amant et al., 2005; Gérard et al., 2016). Figure 1

Epithélum

Membrane basale

Glandes tubuleuses

Stroma endométrial

Myométre

Figure 1 : Anatomie de I’endométre (Coulibaly., 2020)

L’endomeétre est la muqueuse qui tapisse I’intérieur de ’utérus. Elle se compose d'un
épithélium prismatique unistratifié avec ou sans cils (selon la période du cycle menstruel), de
sa lame basale, des glandes utérines et d'un tissu conjonctif ou stroma spécialisé, dit chorion

cytogene, car cellulaire et contenant un riche réserve de vaisseaux sanguins (Coulibaly., 2020).

L’endométre peut étre divisé en deux zones : La zone fonctionnelle qui desquame & chaque

menstruation s’il n’y a pas eu fécondation, et se renouvelle a chaque cycle et la zone basale ou
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résiduelle ou profonde dont la structure ne change pas au cours du cycle et qui prolifere pour

redonner un nouvel épithélium et un nouveau chorion cytogene (Sureau., 1986). Figure 2.

Le myometre est la tunique la plus épaisse de la paroi. Pendant la gestation, le myomeétre
présente une croissance importante due, a la fois a une hyperplasie et une hypertrophie des
cellules musculaires lisses qui le composent. L’adventice est un tissu conjonctif dense et revétue
sur une grande partie de son étendue par la séreuse péritonéale. (Sureau., 1986; Gérard et al.,
1986).

endométriales
)

Figure 2: Histologie de I’endomeétre (HES, x5)
(D’apres Atlas d’Histologie Humaine et Animale, FUNDP, 1 : endométre ; 2 : musculeuse ;
3 : zone profonde résiduelle ; 4 : zone fonctionnelle (Bergeron., 2006)

I1. Epidémiologie
2.1. Incidence et mortalité

Les cancers de I’endométre sont les cancers de 1’utérus les plus fréquents. C’est le
quatrieme cancer le plus fréquent chez les femmes et représente 4,8% des cancers dans le
monde. Les données des études épidémiologiques descriptives des cancers de I’endométre
suggerent qu’actuellement, il existe par année 319 500 nouveaux cas diagnostiques ainsi que
76 000 déces dans le monde. (Rahib et al., 2014).

Plus de 90% des cas de cancers de I’endométre surviennent chez les femmes de plus de 50 ans,
I’dge médian au moment du diagnostic étant de 63 ans. Cependant, 4% des femmes atteintes
d’un cancer de I’endomeétre ont moins de 40 ans et beaucoup d’entre elles souhaitent toujours

pouvoir enfanter. (Weiss et al., 1976).
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La majorité des cancers de I’endométre sont diagnostiqués précocement (80% au stade I), avec

des taux de survie a cing ans supérieurs a 95%. Cependant, les taux de survie a cing ans sont

beaucoup plus bas s’il ya une invasion locorégionale (68%). (Sheikh et al., 2014).

En Algérie, 4440 nouveaux cas de cancers ont été enregistrés chez les femmes en 2019, soit
une incidence brute de 237,1 nouveaux cas pour 100 000 femmes et une incidence standardisée
de 207,6 nouveaux cas pour 100 000 femmes. Les cancers gynécologiques (ovaire, col utérin,

corps utérin) représentent 9,4% et 47,2% si on y ajoute le cancer du sein. (Insp., 2019).
2.2. Age

I1 a été établi que le risque de cancer de I’endométre est corrélé positivement a 1’age croissant.
Le cancer de I’endomeétre étant plus fréquent chez les femmes ménopausées que chez les
femmes non ménopausées. En effet, plus de 90% des cas sont diagnostiqués aprés 1’age de 50
ans. (Ali., 2013).

I11. Facteurs de risque

3.1. Facteurs liés a I’état général de patientes
3.1.1. Obésité

Le risque de cancer de I'endometre augmente selon la taille de la patiente. Il en résulte que les
personnes en surpoids ou obeses courent un risque plus élevé que celles dont le poids est normal.
(Bendifallah et al., 2017).

3.1.2. Diabéte et L’hypertension

Le diabete augmente le risque de développer un cancer de I’endométre. Cette maladie se
caractérise par une glycémie excessive. Elle est causée par un dysfonctionnement du
mécanisme insulinique, I'hormone qui régule la quantité de glucose dans le sang. Avec le temps,
le diabéte peut avoir des conséquences graves sur 1’organisme et notamment sur le coeur, les
vaisseaux sanguins, les yeux, les reins et les nerfs. L hypertension est un terrain classique. Il

est dii a I’age et aussi a I’obésité. (Lukanova et al., 2004), (Giovannucci et al., 2010).
3.1.3. Histoire familiale « LE SYNDROME DE LYNCH »

Le syndrome de Lynch est une maladie héréditaire rare qui augmente le risque de développer
certains cancers, en particulier le cancer colorectal et le cancer de I’endométre. Par ailleurs,

I’age d’apparition du cancer est alors plus précoce que dans la population générale ; il survient

5
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généralement avant 50 ans. En raison du risque élevé de développer un cancer de I’endométre,
une surveillance de I’endométre est recommandée des 1’age de 30 ans pour les femmes atteintes

du syndrome. (Larissa et al., 2008)

Environ 2 a5 % des cancers de I’endométre seraient dus a une prédisposition génétique, la plus

fréquente étant le syndrome de Lynch. (Renaud et al., 2013).
3.2. Facteurs hormonaux
3.2.1. Hyperoestrogénie

On estime que 1’exposition a une quantité excessive d’oestrogénes non compensés favorise la
carcinogenese et non que ces oestrogénes constituent des agents cancérogenes en eux-mémes
Des taux tres élevés d’eestrogénes dans la circulation sanguine chez la femme provoquent

I’augmentation du risque de I’adénocarcinome de 1’endométre. (Maryse., 2016).

L’exposition a une quantité excessive d’oestrogenes endogenes est courante chez les femmes
qui :

v/ Connaissent une ménarchie précoce

v Connaissent une ménopause tardive

v'Sont nullipares

v Présentent un syndrome des ovaires polykystiques

v Présentent des antécédents d’infertilité associés a I’anovulation

3.2.2. Traitement au tamoxiféne

Le tamoxiféne constitue aussi un facteur causal dans la pathogenése du cancer de I’endomeétre

et peut entrainer la multiplication du risque par six ou huit. (Renaud., 2016)

3.2.3. La thérapie par stimulation ovarienne

La thérapie de stimulation ovarienne augmente le risque de cancer de I’endomeétre par rapport

la population générale, mais pas par rapport aux femmes stériles. (Manson et al., 2013).

3.2.4. Traitement hormonal substitutif aux cestrogénes seuls (THS)
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L’cestrogénothérapie consiste a utiliser de 1’cestrogeéne seul pour compenser les symptomes de
la ménopause. L’ utilisation d’cestrogénes seuls augmente le risque de cancer de I’endometre
jusqu’a 20 fois car elle prolonge I’exposition aux cestrogénes en retardant 1’age de la
ménopause. Ceci est di au fait que 1’ cestrogénothérapie est associée au risque de développement

d’une hyperplasie de I’endomeétre, qui est souvent un précurseur du cancer de 1’endomeétre.

L’exces d’cestrogéne mene a la stimulation illimitée et continue de I’endométre avec
augmentation de la production locale de facteur ’IGF1 (Insulin-like growth factor) qui peut

conduire a I’hyperplasie endométriale. (Chkarnat., 2014).
3.2.5 Traitement hormonal aux cestrogénes combinés a la progestérone

Les estrogenes entrainent la prolifération de tissu épithélial endométrial alors que la
progestérone mene a la transformation et a la prolifération de ce tissu en tissu sécrétoire, propice
a I’implantation. Si on a un déséquilibre entre eux, cela peut mener a I’hyperplasie endométriale

(Areege., 2016) et conduire au développement du cancer de I’endométre. (Chkarnat., 2014).

Par ailleurs de nombreuses études ont démontré que la progestérone pouvait inverser divers
degrés d’hyperplasies du tissu endométrial en phénotype normal et méme entrainer une

régression de la Iésion précancéreuse.

La littérature indique que de la thérapie combinée séquentielle augmente le risque de cancer,

méme lorsque le traitement dure moins de 5 ans. (Sjogren et al., 2016).

IV. Pathogéneése du cancer de ’endométre

Deux voies sont envisagées dans la carcinogénese endométriale
4.1. La voie classiqgue hormonodépendante

Elle concerne 80 a 85% des carcinomes de 1’endometre. Il s’agit de carcinomes de type
endométrioide de bas grade, bien ou moyennement différenciés, observes chez des femmes
jeunes de preés de 50 ans avec un terrain d’hyper-oestrogénie et d’autres facteurs de risqué de
cancer de I’endometre (obésité, diabete, HTA, menopause tardive et puberté précoce). Figure
3

Ces tumeurs sont associées dans 25% des cas, a une hyperplasie complexe atypique. Elles

expriment les récepteurs hormonaux (oestrogenes et progesterone).

1
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Dans 40% des cas, on observe une inactivation de PTEN (gene suppresseur de tumeur,
chromosome 10¢23.3). Une mutation de 1I’oncogéne K-ras est présente dans 20% des cas et dés

le stade d’hyperplasie complexe atypique; rarement une mutation du gene TP53. (Pedro et
Rmirez., 2020).

4.2 La voie non hormonodépendante

Elle concerne 10 a 15% des carcinomes de I’endometre, souvent de haut grade et de type non
endométrioide (séreux ou a cellules claires). Ces tumeurs touchent les femmes d’age moyen de

66 ans et sans terrain de stimulation hormonale.

Une mutation du gene TP53 est observée dans 75 a 100% des cas et le stade de carcinome intra-
épithélial. (Pedro et Ramirez., 2020).

Les adénocarcinomes endométriaux du type endométrioide sont majoritairement observés en

association avec un endométre hyperplasique, par contre le type non endométrioide survient

sur le fond d’atrophie. (Fiche., 2016). Figure 3.

Figure 3 : Endometre normal et adénocarcinome de type 1 :a : endomeétre normal— a droite, tumoral—
a gauche, en bas coloration [HEx20] hématéine éosine ** b situation normale de I’endométre :
expression du récepteur des cestrogenes dans les noyaux des cellules des glandes de 1’endomeétre et du
stroma endométriale (astérisque) [ IHCx20]**c : adénocarcinome endométrioide de grade 1
[HEx20]** d : adénocarcinome endomeétrioide de type 1 : expression des récepteurs de progestérone
dans les noyaux tumoraux (Fiche., 2016)

4.3. L'hyperplasie avec atypie : constitue la premiere étape vers le néoplasie, et présente les
criteres suivants : perte de polarité, chromatine irréguliere, noyau arrondi, pluri stratification,
une anisocytose, une activité mitotique variable, cytoplasme plus éosinophile. (Clement.,
2002). Figure 4.
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Figure 4 : L hyperplasie avec atypies. Les cellules sont cylindriques, stratifiées et présentent
des atypies cytonucléaires variées (Clement., 2002).

V. Anatomie pathologie

5.1. Classification Histologique des carcinomes de I’endometre (OMS)

La premiére classification des cancers de I’endométre a été classée en deux types
clinicopathologique et moléculaire principaux, en effet, en 1983 Bokhman a classé les cancers

de I’endométre en deux catégories :

Les carcinomes de l’endométre sont classés histologiquement selon le systtme OMS «

classification de lI'organisation mondiale de la santé » (Belhaddad., 2019).

IIs sont divises en sous-classes suivantes: adénocarcinome endométrioide, a cellules claires,
séreux, a cellules mixtes et autres formes rares, tels que les carcinomes mesonephric-like, les
tumeurs neuroendocrines a petites cellules, I’adénocarcinome mucineux, carcinome a grandes
cellules ou tumeur carcinoide), carcinome indifférencié, carcinome dédifférencié. (Ting-Tai.,
2020).

5.1.1 Carcinome de type endométrioide

Figure 5 : Histologie de carcinome de I’endométre glandulaire et cribriforme aves des cellules
cylindriques au noyau allongé (Clement., 2002).
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Il représente la forme majoritaire des cancers de I’endométre (80%). (Raoudha et al., 2018)
Les adénocarcinomes du type endométrioide sont dépendants des cestrogénes. Ils se

développent au sein d’une hyperplasie glandulaire. (Alberteni et al., 2012).

Tous cancers de I’endometre sont généralement associés a des altérations génétiques, aussi d’ un
phénotype mutateur des régions promotrices des CTNNB1, PTEN, MLH1 (Lucas., 2018).
Figure 5.

5.1.2. Carcinomes non endométrioides

IIs représentent environ 20% des cancers endométriaux, (Collent et al., 2008). Ils
correspondent soit a un adénocarcinome a cellules claires (1-6%), soit des Carcinome séreux
(1-10%) des cancers de I’endométre localis¢é mais 25% des stades avancés et les

carcinosarcomes (<5%) /Tumeur Mixe maligne de Muller.

Les adénocarcinomes séreux et a cellules claires dérivent d’une modification maligne du
revétement épithélial (Beinse et al., 2020). Cette classe de tumeurs suit une voie histogénétique
hormonoindépendante, sur un endomeétre atrophique et dérivant d’un carcinome intraépithélial,
(Belhaddad., 2019). Les carcinomes non endométrioides sont principalement moins bien
différenciés et ont une évolution clinique agressive. (Joanne., 2015).

A. Carcinome séreux
Le carcinome séreux est le prototype le plus fréquent des cancers non endométrioide de
I’endometre. (Lax., 2002).

Ils constituent la forme la plus fréquent aprés les carcinomes de type endométrioide.

Histologiquement ils sont caractérisés par une prolifération tumorale d’architecture micro

papillaire avec des calcospherites. Les atypies nucléaires ayant des activités mitotiques tres

importanes. (Belhaddad., 2019). Le carcinome séreux de haut grade est de loin le plus fréquent

(95 % des carcinomes séreux, 70 % des cas de stade avancé) (Kurman., 2013). Figure 6.
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La mutation du géne suppresseur de tumeur TP53 représente une mutation majeure des

carcinomes séreux de I’endométre. (Pierre., 2016).

Figure 6 : Aspects macroscopique et microscopique (coloration HE) du Carcinome séreux
(Yen., 2020)

B. Carcinome a cellules claires : Il représente d’environ 2% des carcinome endométriale et

touchent principalement les femmes agées (Belhaddad., 2019).

C’est un carcinome de haut grade, les cellules cancéreuses se déposent généralement en

monocouche, a une cytoplasme abondant clarifié riche en glycogéne qui peuvent étre clair et

ou clarifié, ce type de tumeur ne s’exprime pas les récepteurs hormonaux, a une phénotype

mutateur de gene TP53. Il constituée de cellules a limites cytoplasmiques nettes, a cytoplasme
clair ou parfois éosinophile, d’aspect en clou de tapissier ou polygonale, Les atypies nucléaires

sont de haut grade et le noyau est pléomorphe, volumineux (Fadare et al., 2013). Figure 7.

4t 1”/ % wﬁ“""’&? m*“x 5

Figure 7 : Aspects macroscopique et microscopique (coloration H&E du Carcinome a cellules claire
(YYen., 2020).

C. Le carcinosarcome : est rare, appelé aussi tumeur mullérienne mixte maligne (Matias-

Guiu., 2019). Il s'agit d'une tumeur biphasique a la fois carcinomateuse et sarcomateuse.
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(Matsuo et al., 2016). Les carcinosarcomes utérines sont des cancers agressifs et donnent des

metastases selon un schéma similaire a carcinomes de I'endomeétre. (Anupama et al., 2013).
5.1.3. Autres formes rares

A. Les Carcinomes indifférenciés : sont des tumeurs trés agressives qui ne présentent aucune

différenciation histologique. (Bell et Ellenson., 2019).

B. Les Carcinomes dédifférenciés : C’est un carcinome endométrioide de grade 3, qui contient

géneralement au moins des zones focales de différenciation glandulaire. (Wu et al., 2013).

C. Le carcinome mesonephric-like: entité difficile a diagnostiquer, leur aspect morphologique

est spécifique avec un mélange d’architecture différents (tubes a sécrétion éosinophile, territoire

papillaire) (Deolet et al., 2021).
5.2. Classifications moléculaire des carcinomes endométriaux

Les analyses génomiques récentes du TCGA (The Cancer Génome Atlas), combinant des
analyses génomiques, transcriptomiques et protéomiques effectuées sur 373 carcinomes de
I’endometre de type endométrioide et séreux, ont permis d’établir une nouvelle classification
purement moléculaire, en identifiant 4 classes de tumeurs, du meilleur au plus mauvais

pronostic : (Ngo et al., 2018). Figure 8.

5.2.1 Le groupe « nombre de copies élevée » (Serous-like) (26% des cas)

Il se caractérise par une faible charge mutationnelle. 1l regroupe des carcinomes ayant un grand
profil génomique complexe, instabilité chromosomique (perte gain). Ces altérations liées a des
mutations déléteres du géne TP53, peuvent étre identifiées facilement par un signal
immunohistochimique dirigé contre la protéine p53. Le marquage du type sauvage c’est-a-dire
« non associé a la présence d’une mutation TP53 » se caractérise par un marquage nucléaire
hétérogene des cellules tumorales. Il comprend essentiellement trois quarts de carcinomes mixte
ou séreux, mais aussi un quart de Carcinomes endomeétrioides, ce groupe de tumeurs ayant un

pronostic sombre « survie sans récidive a 5 ans de 50% environ. (Just et Genestie., 2021).

5.2.2. Le groupe hypermuté/instabilité des microsatellites (28%0)

Egalement caractérisé par un nombre trés élevé de mutations somatiques, avec une instabilité

microsatellitaire MSI. 1ls peuvent étre identifies de maniere tres facile par une étude

immunohistochimique des protéines du systteme d MMR a savoir MLH1, PMS2, MSH2,
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MSHBS6, la perte d’expression dans les noyaux tumoraux de I'une ou de 2 de ces protéines définit
I’immuno-phénotype microsatellitaire instable. Il s’agit de carcinome endométrioide qui
présente un profil génomique complexe di a une hypermethylation de promoteur du géne
MLHI1 qui code pour une protéine du systeme de réparation des mésappariements de I’ADN.

(Beinse et al., 2020).
5.2.3. Le groupe Ultra-muté POLE (7% des cas)

Les tumeurs présentent un grand nombre d’événements mutationnels, dus a une mutation
délétere qui touche le domaine exonucléase du gene POLE qui code la polymerase epsilon. Ces
événements mutationnels du gene POLE inhibent la réparation des erreurs qui surviennent au
cours de la réplication de L’ ADN, leur identification nécessite une extraction d’ADN a partir
d’un bloc paraffine tumoral pour séquengage du domaine exonucléase du géne POLE. (Lucas.,

2018).
5.2.4. Le groupe faible nombre de copies/microsatellites stables (39% des cas)

Ce groupe est constitué essentiellement de la plupart des endomeétrioides micros satellites -

stables, avec des évenements mutationnels trés rares du géne TP53, aussi des altérations

fréquentes des voies de signalisation PI3K/ATK, B caténine, PTEN. Ce groupe a un pronostic

intermédiaire (& 5 ans de 1’ordre 80%), par la suite a été appelé dans la littérature NSMP pour

« Profil moléculaire non spécifique »

Mismatch repair
deficiency

Endomet HG Endo- PPP2R1A
naometrial m 3
Carcinoma metrioid mutation

HER2/neu

overexpression

ERBB2/KRAS/BRAF/MEK
pathway activation . CCNET
H amplification

Figure 8 : Associations des classifications histologiques et la classification moléculaire selon le
projet TCGA dans le cancer de ’endométre (Yen., 2020)
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Il est possible que d'autres marqueurs immuno-histochimiques pourraient étre utilises dans
I’avenir pour identifier des tumeurs de moins bon pronostic, par exemple la présence d’une
signal immunohistochimique positif pour LICAM, ou la présence d’une mutation de géne
BCTNNBL qui code la B caténine (Just et Genestie., 2021).

V1. Algorithm Pro Mise

Cette approche, connue sous le nom de ProMise (Proactive moléculaire risk classification tool
for Endometrial cancers) est un algorithme de classification moléculaire des carcinomes de

I’endométre, qui permettra une meilleure classification selon le sous-type moléculaire Figure

9

Séquencage |(Immunohistochimie||lmmunohistochimie
du géne POLE systeme MMR P53

(MSH6, PMS2, MLH1, MSH2)
. ! Groupe 3
Carcinome Non muté Expression Non muté q ”MgS
de I'endomeétre ‘ ‘ normale ‘ P53 sauvage”

. Expression P53 Muté
POLE Muté incompléte Expression =0 0u 75 % +++ “Copy number low”

Groupe 1 Groupe 2 Groupe 4
“POLE muté” “MsI” “P53 muté”

“Copy number high”

Figure 9: Algorithm ProMise qui permet la classification des Carcinomes endométriaux (Ngo et
al, 2018)

Tout d’abord, une immunohistochimie avec les anticorps testant le MMR et le syndrome de
Lynch est utilisée (MSH6, PMS2, MLH1, MSH2). Si les protéines ne sont pas exprimées, il
s’agit du groupe “MSI”. Si les Protéines sont normalement exprimées, on recherche la Mutation
du gene POLE. S’il y a une mutation, il s’agit du groupe “POLE”. S’il n’y en a pas, une
expression immunohistochimique de la p53 est recherchée. Si le profil d’expression est celui
de P53 muté (> 75% d’intensité forte ou completement éteint), il s’agit du groupe “serous-like”
(p53 muté), et si pS3 a un profil d’expression sauvage, il s’agit du groupe 3 moins muté (que

les auteurs nomment NSMP [Non Spécifique Moléculaire Profile]. (Ngo et al., 2018).
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Chapitre 2: MSI ET Cancer de ’endométre

I. Historique et définition du phénotype MSI

En 1993, trois équipes indépendantes mettent en évidence une instabilité nucléotidique
particulierement marquée au niveau des séquences répétées (microsatellites) dans 12 a 15% de
I’ensemble des carcinomes endométriaux (héréditaires et sporadiques) ce processus de

carcinogenese a été nommé MSI. (Aaltonen et al., 1993; lonov et al., 1993).
I1. Les microsatellites des génomes : leur effet et leur potentiel

Les microsatellites sont des petites séquences nucléotidiques de I'ADN, non codantes, réparties

de maniére aléatoire dans le génome. (Thibodeau et al., 1998)

Régulation des processus métaboliques
de I'ADN

- Réplication de I'ADN

+ Recombinaison

« Mécanismes de réparation de |'ADN
« Cycle cellulaire

Fonctions et
effets des
microsatellites

Régulation de |'activité des geénes Organisation de la chromatine

- Transcription + Organisation chromosomique
» Traduction » Structure de |'ADN
- Protéines interagissant avec |'ADN « Centromeére et télomere

Figure 10 : fonctions et effets potentiels des microsatellites (Thibodeau et al., 1998)

Elles sont souvent caractérisées par des répétitions de binucléotides identiques, elles sont les
témoins privilégiés d’un dysfonctionnement cellulaire au pendant la réplication, étape
intervenant avant la division cellulaire et assurant le dédoublement de I’ADN , leur fonction
est la régulation des processus métaboliques de la molécule d’ADN, régulation de I’activité des

genes et organisation de la chromatine Figure 10
I11. Les Roéles du systtme MMR (mismatch repair)

Le systéme de réparation des bases survenant au cour de la réplication de I’ADN ou le systéme
MMR (MISMATCH REPAIR) joue un réle crucial dans le maintien de I’intégrité génomique
pendant la réplication a travers deux fonctions, il facilite d’une part la réparation des

15
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mésappariements induit par les erreurs de polymérase, I’autre coté la signalisation apoptotique

aux dommage de I’ADN. (Jiricny., 2013).

Pendant la réplication, I' ADN polymérase réplicative 6 et € dupliquent I’ADN en deux génomes
filles, a partir d’'un génome dit « meére », peuvent entrainer des erreurs tous les 10* a 10°

nucléotides incorporés. (Kunkel et Erie., 2015).

Heureusement, le systtme de d’MMR qui comporte les protéines suivant (MSH6 MSH?2),

(MLH1- PMS2) possédent une activité de rélecture (« proof-reading ») qui leur permet

d’éliminer significativement les bases d'ADN incorrectement introduits. (Reha-Krantz.,

2010).

Les protéines MLH1, PMS2 et MSH2, MSH6 sont impliqués également dans plusieurs
processus tels que la réparation des pond inters -et intra brin, la recombinaison génétique.
(Bodo., 2014). figure 11.
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o Reconnaissance du mésappariement par MutS

MSHz@ m45'r42@m5!—13
L ]

[Base—Base] MutSg

e Recrutement de MutL

e Excision

Activité endonucléase Activité exonucléase

o Resyntheése et ligation

ADN polymérase &

T P

Figure 11: Représentation schématique du fonctionnement du systéme de réparation MMR
(Jiricny., 2013)
Les complexes MutSa (MSH2-MSH6) et MutSp (MSH2-MSH3) interviennent pour la
reconnaissance des dommages introduites par I'ADN polymérase (triangle rouge) a Le
complexe MutLa (MLH1-PMS2) est recruté au niveau du dommage par MutSa ou MutSp. Le
complexe PCNA (Pluciennik et al., 2010). (Proliferating Cell Nuclear Antigen) est recrutée
par le facteur RFC (Replication Factor C) au niveau de I’ADN et interagit avec le complexe
MutLa. L'interaction entre PCNA et MutLa stimule et activite la fonction endonucléase de
PMS2 (en jaune) qui amorce 1’excision dans I’extrémité 3’ du mésappariement et apres

I’exonucléase EXO1 termine l'excision.

Les protéines RPA (Replication Protein A) stabilisent et protégent la molécule d’ADN
monocaténaire contre la dégradation et participent a la derniére étape de I’excision. Le néo-brin
corrigé est synthétisé par I’ADN polymérase 6 et est 1i¢ a la molécule d’ADN initiale par ’ADN

ligase.
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IV. Les protéines d’MMR

4.1. MLH1 : (MutL Homolog 1) c'est un gene qui contient 19 exons codant pour une protéine
de 756 acides amines. Il forme un hétérodimere avec son partenaire PMS2 afin de coordonner

I'acces des autres protéines de systemes MMR (Grandval., 2014). Figure 12.

MLH1

Figure 12 : protéine MLH1 (MutL Homolog 1) (Chanet., 2017)
4.2. MSH2 : ( MutS Homolog 2) a une localisation 2p21, le géne MSH2 contient 16 exons

codant pour une protéine de 934 acide aminés (Grandval., 2014) Figure 13

chromosome 2

Figure 13 : MSH2 (MutS Homolog 2) (Chanet., 2017)

4.3. MSH6 : ( MutS Homolog 6) le gene de MSH6 comporte environ 10 exons codant pour la

protéine de 1360 acides amines. Il forme un hétérodimere avec le MSH2, leur fonction est la

reconnaissance des mésappariements selon le modéle de «Pince coulissante» (Grandval.,
2014). Figure 14,

Chromosome 2

Figure 14 : MSH6 (MutS Homolog 6) (Chanet., 2017)

4.4. PMS2 : (Post Meiotic ségrégation increased 2): le géne PMS2 contient 15 exons codant

pour une protéine de 862 acides aminés (Grandval., 2014). Figure 15

1
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Chromosome 7

Figure 15 : PMS2 (Post Meiotic ségrégation increased 2) (Chanet., 2017)

V. Oncogénese endométriale et MSI

5.1. Les anomalies génétiques

Les défauts dans des voies de signalisation spécifiques tels que les mécanismes de réparation

des mésappariements de I’ADN, est la cause la plus majeur de cancer de I’endométre. (Collura

et al., 2019).

En plus, dans les cancers endométriaux, la fréquence des génes cibles pour étre mutés par

I’instabilité microsatellitaire de répétition codantes est trés élevé.

La perte d’activité des protéines MMR se traduit par une accumulation d’erreurde réplication
de I’ADN caractérisée par une fréquence élevée de mutation dans des régions spécifiques dites
Microsatellites (Cancer Genome Atlas, 2012)., entrainent une phénotype mutateur (Battalin et
al., 2018).

Les microsatellites sont constituées par la répétition en Tandem d’un motif nucléotidique d’une
ou plusieurs bases, ils sont trés nombreux et dispersés dans tout le génome, I’immense majorité

d’entre eux est localisé dans les séquences non codante de I’ADN.

Les microsatellites sont trés polymorphe du fait de la variation d’un individus a I’autre, dans le

nombre des répétitions qui les composent. (Duval et Hamelin., 2003).

la majorité des microsatellites est présente au niveau de séquences répétées non codantes

incluant les régions intragéniques et intergeniques (Hamelin et al., 2008).

Les mutations qui touchent les régions intragéniques tels que les (introns, et les domaines 5’ et
3> UTR), non traduites (microARN, long ARN non Codants) ou les régions intergéniques
(nécessaires a 1’amarrage de protéines recrutées pour la transcription et la conformation de la
chromatine) sont susceptibles d’influencer les niveaux d’expression de génes et/ou la fidélité

de transcription de I’ARN (Malorie., 2017). Figure 16.
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Figure 16 : les microsatellites a travers le génome, (Lim et al., 2004)

L’augmentation de statut MSI dans les séquences nucléotidique de la molécule d’ADN

tumorale par rapport a I’ADN normale peut étre di a I’un des deux causes:

Cause sporadigue : via les défauts dans les genes de réparation des mésappariements de de
I’ADN (MLH1 PMS2, MSH2-MSHS6), entrainent des variations dans la taille de répétition dans

tout le génome. (Meyer et al., 2008).

Cause héréditaire : via I’extinction transcriptionnelle subséquente du géne h MLH1 dans le

cadre du syndrome de Lynch (Meyer et al., 2008).

Ces événements mutationnels sont médiés par le processus CIMP (CPG island méthylator

phenotype), elle se caractérise par une hypermethylation des régions promotrices des genes les
continents, précisément au sein des régions riches en base C, G (ilot CPG pour cytosine-
phosphate Guanine), cela provoque I’inactivation du systtme MMR par la répression de la

transcription de géne MLH. (Zhou et al., 2002).

5.2. Caractérisation des évenements génétique conduisant a la transformation des cellules

déficientes en MMR dans le carcinome de I'endométre
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Il est caractérisé par nombre trés élevé de mutation somatique, avec un instabilité
gmicrosatellitaire MSI, ce groupe appelé « Hypermuté /dMMR». La majorité des cellules
comportent un systétme MMR déficient développent un phénotype hypermuté de I’ordre 10>—
108 du taux de mutation spontanée (Loeb., 1991).

La présence d’un niveau tres élevé (haut niveau) d’instabilité microsatellitaire (MSI-H) est
associe a un phénotype mutateur des genes MLH1, MSH2 un niveau bas de cette instabilité
MSI-L est majoritairement associée a une mutation du géne PMS2 (5%), MSH6 (10%)
(Dietmaier., 1997).

Dans une cellule normale le systeme MMR reconnait les délétions, les séquences nucléotidique

qui peuvent se produire pendant la réplication de I’ADN (Krol et al., 2021).

Dans une cellule tumorale, I’accumulation des mutations dans I’ADN au niveau des séquences
répétées dite microsatellites pendant la réplication de IADN est la conséquence directe de la
déficience de systeme MMR et leur dysfonctionnement, la perte de fonction de ce systeme
s’accompagne de la perte d’expression d’une ou plusieurs protéines MMR qui sont agissent en
hétérodimere fonctionneles MSH2 -MSH6 et MLH1 PMS2. (Krol et al., 2021).

Les protéines MLH-PMS2, MSH2-MSH6 agissent comme hétérodimére (Brincat et al., 2020).

Lorsque le protéine MLH1 n’est pas exprimée donc il n'y a pas d’interaction avec leur partenaire

spécifique PMS2 (Ho kim et al., 2014).

Cette derniére étant sous sa forme libre donc instable, elle soumise une dégradation

protéolytique, par contre le MLHL1 reste stable en absence de son partenaire parce que cette

protéine posséde une capacité d’interagir avec d’autres homologue tels que MS3, (Bellizzi,

Frankel., 2009). C’est pour ¢a en cas de perte d’expression de la protéine MLH1 on observe

une perte d'expression conjointe d’expression de la PMS2. (Malorie., 2017)
5.3. Voie de Signalisation :

La fréquence des genes humains qui contiennent une répétition microsatellitaire dont la taille
est supérieure ou égale a 7 nucléotides au niveau de leur séquence codante est d'environ 20%
(EI-Bchiri et al., 2008) rendant le nombre de cibles potentielles de MSI trés élevé (MSI higt)
Ainsi, les cancers MSI accumulent de nombreuses mutations dans des géenes contenant des

microsatellites mononucléotidiques au niveau de leur séquence codante. Ces genes sont

1
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nommés geénes cibles de I’instabilité MSI ou TGi pour Target Genes of instability (Duval et
Hamelin., 2002).

Ces altérations peuvent impliquer les sequence non codants (mécanisme épigénétique tels que
la méthylation des régions promotrices et les séquences codants (mutations) (Grandval., 2014),
Les mutations peuvent étre neutres (ce sont les variants sans conséquence fonctionnelle ou bien
déléteres, lorsque une des fonctions de la protéine est abolie, Les mutations délétéres des genes
MMR sont des mutations ponctuelles: substitution, insertion, délétion, duplication, (Julie et al.,
2021).

De nombreux études proposent comment le mésappariement se produise au niveau des
microsatellites pendant la réplication de I’ADN. En revanche les séquences répétitives d’ADN
telles que les microsatellites représente un défi pour la machinerie de réplication, parce-que ces
séquences de la molécule d’ADN, lorsqu’elles sont monobrin « monocaténaire», sont capables
de former des structures secondaires d’ADN : des triplex et des structures cruciformes entraver
les séquences nucléotidiques de I’ ADN et empéchent la progression de la fourche de réplication
20. (Jackson et al., 2014), (Leffak et al., 2017). Par conséquent 1’arrét de la synthése de
I’ADN. On a observé que la réplication de I’ADN s’arrétait dans les microsatellites mono-, di-

, tri- et Tétranucléotides donc on constate que I’interruption de I'activité de I’ADN polymérase

dépendent la position des structures secondaire qui sont sont formées. et la gravité dépendait de

la composition de la séquence des microsatellites. (Eckert et al., 2009). Figure 17.

Ces événements mutationnels perturbent le cadre de lecture de la séquence codante dans
laquelle elles surviennent, si la s€quence est transcrite. Il y aura I’apparition d’un codant stop

prématuré sur 1 ‘ARNm. (Bouvet., 2018).

Les conséquences de ces évenements mutationnels sur la transcription des génes dépendent de
la localisation du microsatellite au niveau de la séquence codante du geéne correspond
(localisation tant6t proximale en extrémité 5’ ou distale en extrémité 3’ de la phase ouverte de

lecture). (Malorie., 2018). Figure 17.

1
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IIs sont le plus souvent la conséquence de former une protéine tronqué qui posséde une

extrémité c- terminale aberrante suffisant d’entrainer une inactivation de ce systéme d’ MMR
(Bodo., 2014).

Erreurs de réplication de 'ADN
A

AAAAA, CACACACACACA
TTTTT GTGTGTGTGTGT

Y <r>

MSH2 MSH2
o MSHG vy (MSH3
Systéme

mismatch repair Défaut
(MMR)
Réparation du ADN Gene cible d’instabilité

mésappariement

i o
/ A A AAXA A A A (Répétition codante)

Délétion

Protéine tronquée
ARNm

S 4 e Dégradation possible
1 par le NMD
&rf\ ze \L”‘”..& Slop pmré

/ o.. Décalage de la phase de lecture
°

Oncogendse: Production de
peptides néoantigéniques

Figure 17 : Pathway mutator de l'instabilité des microsatellite MSI et la modification de la longueur
des séquences d’ADN répétitive, (Bodo., 2014)

L’inactivation et le dysfonctionnement du systéme d’ MMR n’indique pas en tant que tel un
événement transformant. C’est ’accumulation de mutation somatique engendrée par le
phénotype microsatellitaire instable dans I’ADN des cellules tumorales qui participe au
processus de carcinogenese (Collura et al., 2019).

et les mécanismes de transformation multi-étapes conduisant a générer une tumeur MSI. (Duval

et Hamelin., 2003).

5.4. Autre Voie de signalisation:

La tumurogenése dans les cancers dAMMR/MSI positive peut étre expliquée comme une cascade

dans laquelle des mutations dans les genes de systeme MMR et le phénotype MSI instable
subséquent entrainent la mutagenése d’autres geénes régulateurs, les génes suppresseurs de
tumeurs, d’oncogenes, et de genes pro-apoptotiques pouvant déclencher I’oncogenese. 11 est
Important de noter que de nombreux génes cibles, mais pas tous, affectés par le MSI abritent
des microsatellites (Wu et al., 2003) Figure 18.

La perte de PTEN et le statut MSI éleve ont été identifies dans I'nyperplasie endomeétriale
complexe (Djordjevic et al., 2013) et sont considérés comme des Iésions précancéreuses
précoces dans la pathogenése du cancer de I'endomeétre de type endométrioide. Plusieurs études

ont rapporté que de plusieurs mutations PTEN associées a MSI-high ont tendance a se produire

23
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avec une plus grande fréquence dans ces régions par rapport aux mutations PTEN trouvées dans
les tumeurs avec phénotype MSS. La protéine PTEN agit comme un régulateur négatif de la
voie PI3K -AKT (Mutter et Al., 2000; Wu et al., 2003).

On retrouve les mutations de K-ras soit 16% des hyperplasies endométriales suggérant qu’il
s’agit d’un événement survenant précocement dans la carcinogénése endométriale. Les
mutations de K-ras sont retrouvées plus fréeqguemment dans les tumeurs de phénotype MSI
(Semczuk et al., 2001).

INSTABILITE DES SEQUENCES

MICROSATELLITES

GCTATAAAARAAAA T TGAC
CGATATTTTSTTTAACTG

HMGXB4 IGF2R

TGFBR2 DOCK PRRC2CY

WNK1 P ACVR2A
RUN3 GART RNF43

PROGRESSION TUMORALE

NOTCH1
PLXNA1
RYR1 KRAS PIK3CA

HLA-DRBS

GCTATAAAAAAAATGGAC
CGATATTTTTTTTARCTG

Figure 18 : Modeéle proposé de progression tumorale MSI (Semczuk et al., 2001).
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CHAPITRE 3 :

Chapitre 3 : Matériels et méthodes

Obijectif de notre travail:

Dans notre étude, on va determiner le statut MSI dans le carcinome de 1I’endométre, en étudiant
le profil d’expression des séquences peptidiques (antigenes)« protéines systémes de réparation
des mésappariements de ADN par la technique d’immunohistochimie grace a des anticorps

spécifiques monoclonaux.
I. Type et période d’étude

Il s’agit d’une étude rétrospective portant sur des dossiers d’adénocarcinomes de
I’endometre, colligés au service d'anatomie et cytologie pathologique du centre Pierre et Marie
Curie d’Alger, durant une période de 3 ans du Janvier 2020 au mai 2022 sur les patientes

atteintes de carcinome de I'endomeétre.

Dans notre étude, on va determiner le statut MSI dans le carcinome de I’endométre, en étudiant
le profil d’expression des protéines de systémes de réparation des mésappariements de I’ADN

par la technique d’immunohistochimie.

1. Critéres d’inclusion : Dans notre travail nous avons retenu tous les cas d’adénocarcinomes
de I’endomeétre (les tumeurs malignes) confirmées par 1’histologie durant la période d’étude
afin de réaliser ce travail, et qui ont bénéficié d’une étude immunohistochimique du statut MSI.

On s’est basé sur les données recueillies a partir du registre des demandes d’immunohistochimie

2. Gestion des données : Notre étude a pour objectif la mise en évidence des caractéristiques
épidémiologiques et anatomopathologiques de I'adénocarcinome de I'endometre avec instabilité
microsatellitaire. Pour cela, nous avons classe les données en tableaux comportant les

parametres suivants:

v Age des malades.

Vv Type de prélévement/chirurgie.

v Type histologique et grade de différenciation.
v/ Stade histopronostique pTNM/ FIGO.

v Statut MSI et protéines éteintes.
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1. Materiel biologigue

Nous avons colligé 14 cas de carcinomes de I’endomeétre ayant bénéficié d’une étude
immunohistochimique pour évaluer le statut MSI. On compte 14 piéces opératoires prises en

charge au laboratoire d’anatomie pathologique

2. Matériel non biologique

L’ensemble du matériel non biologique utilisé dans ce travail est présenté en annexe 4
I11. Les étapes de I’étude histologique ou Phase préanalytique
Inclue le prélevement et sa préparation :

3.1. Fixation : elle nécessite l'utilisation de formol 10% pour une durée de 24 h de maniére
immédiate trés rapide, elle permet de conserver les structures et la morphologie des cellules

dans état plus proche de I'état vivant.

3.2. Déshydratation : le liquide utilisé pour la déshydratation est I’alcool: six bains successifs
d'alcool de concentration croissante :50%~75%~96%~100%. Pendant 2h pour chacun. But:

pour éliminer I'eau contenue dans les organes.

3.3. Inclusion : elle a pour but I'obtention des coupes fines et réguliéres. Le milieu d'inclusion
utilisé {la paraffine}. Le prélevement baigne dans la paraffine liquide (chauffée a 56C°), cela

facilite leur infiltration dans la piéce.

3.4. Mise en bloc (I'enrobage) : aprés I'inclusion, la paraffine sous forme liquide est coulée
dans un petit moule en métal, ensuite il y aura un refroidissement toute nuit pour obtenir un

bloc de paraffine dur, a I'intérieur duquel la piéce prélevée est incluse.

3.5. Microtomie (a rotation manuelle) : apreés refroidissement et démoulage, on fait des
coupes de section de 2 & Sum d’épaisseur (cellules en monocouche) en série réguliére sous

forme de rubans.

3.6. Etalement : on étale les coupes dans un bain marie, pour éviter les plis, puis en les récupére

sur des lames.

Remarque: on utilise les lames en verre pour les colorations standards (I'nematoxyline-éosine)

et les lames silanisées pour L'IHC.




CHAPITRE 3: Matériel et méthodes

3.7. Coloration HE : aprés séchage a I'air, on passe a la coloration qui permet de la mise en

évidence la morphologie des cellules (cytoplasme, noyaux,) leur répartition structurale.

Elle correspond & I'impregnation des cellules par 2 colorants spécifiques dans un automate de
Coloration:

L’hematoxyline : colorant nucléaire, il colore seulement les noyaux en bleu violet

L’éosine : est un colorant cytoplasmique il colore le cytoplasme en rose et les autres eléments

cellulaire en rose
les différents étape de technique histologiques sont représentées dans 1’annexe 2
IV. Etude immunohistochemique

Les protéines peuvent étre étudiées a l'aide des anticorps monoclonaux disponibles dans le

commerce. Figure 19.

MSH2 (FLEX Monoclonal Mouse Anti — Human Must Protein Homolog 2) Clone FE11,
Ready-to-Use.

MSH6 (FLEX Monoclonal Mouse Anti — Human Must Protein Homolog 6) Clone EP49,
Ready-to-Use

PMS2 (FLEX Monoclonal Rabbit Anti Human Postmeiotic ségrégation increased 2) Clone
EP51, Ready -to-Use.

DAB+H0.

\ @ HRP \
v— Secondary antboby ————

e Primary antibody

4\ 4\

atadad otatas
Antigen Antigen

Figure 19 : Technique de I’'immunohistochimie IHC (Benarfa., 2019)




CHAPITRE 3 :

Mode opératoire

2.1. Déparaffinage : par un passage du prélévement dans six bains de xyléne, le passage dans

chaque bain va durer 2min

2.2. Réhydratation : lavage de la section dans des bains d'alcool benzylique a concentration

décroissante 96%,80%,70% pendant 5min pour chaque bains suivi d'un ringage a I'eau distillée

2.3. Démasquage antigénique : les lames sont placées sur un portoir qui est plongé dans un
bac de solution de démasquage préchauffé TRS (Target restrieval solution, c'est un tampon de
citrate de pH 9 dilué d'environ 1/50 dans I'eau distillée), ensuite les bacs sont transferés dans un

bain marie 95-97C° (pendant 40 min).

Le but de cette étape est de rompre les liaisons moléculaires causée par le formol (fixateur) et

démasquer les sites antigeniques.

une fois retirer de bain marie, on va laisser les lames refroidir dans la méme solution pendant
20min a température ambiante suivie par un ringage a I'eau distillée puis au TBS (Tris Buffer

Saline) dilué au 1/20 de I'eau distillée pendant 5 min

Aprés on entoure les coupes tissulaires par DAKO Pen pour delimiter la zone de traitement des

solutions utilisées. Ensuite, remettre dans I'eau distillée pour que les lames restent humides.

2.4. Blocage de la peroxydase endogene : la solution utilisé dans cette étape est I'eau oxygénée
H202 elle est réalisé pendant 5 min dans un chambre humide, ensuite il y aura un ringage dans
un bac d'eau distillée pendant 5 min, apres les lames sont plongés dans le tampon de lavage

(wash Buffer) pendant 5 min pour éliminer la peroxydase endogéne.

2.5. Incubation avec I'anticorps primaire : on met quelques gouttes d'/AC primaire (MLH1
PMS2 et MSH2 MSH®), on laisse I'incubation de ces derniers pendant 30 min dans une chambre

humide a température ambiante suivie par un ringage a I'eau distillée pendant 5 min.

2.6. Incubation avec I'anticorps secondaire : verser quelques gouttes d'AC secondaire, laisser

incuber pendant 30min apres ringage a tampon PBS deux fois pendant 10 min

2.7. Révélation : on utilise le DAB (on ajoute 6 goutte de chromogéne a 6ml de substrat) on

ajoute une goutte pour chaque lame et on laisse incuber pendant 5~10 min

2.8. Contre-coloration et montage : les lames sont plongées dans un bain d'Hématoxyline de

Mayer pendant 3 min, puis premier ringcage a l'eau distillée ammoniaquée a 34% ensuite
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deuxieme ringage a I'eau distillée. Apres, les coupes sont montées et couvertes avec un milieu
aqueux, le faramount. Cette étape permet de colorer en bleu les noyaux, cytoplasme, membrane

qui ne sont pas révelés par I'anticorps.

Les différentes étapes de la technique immunohistochimique sont représentées dans la (Figure
20)

Déparaffinage

Démasquage AC primaire puis AC secondaireStreptavodine.
Substrat +DAB

Hématoxyline. Montage des lames
Figure 20 : les différentes étapes de la technique immunohistochimique IHC
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CHAPITRE 4
Chapitre 4 : Résultats

1. Etude épidémiologique

Nombre de malades inclues dans 1’étude : le nombre total des patientes incluses durant la

période d’étude est de 14 patientes.

L’age : I’age moyen est de 56,5 ans, avec des ages extrémes allant de 37 a 76 ans. La tranche

d’age le plus fréquemment atteinte se situe entre [40-60] ans Figure 21

Répartition de nos patientes en fonction de I'age
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Figure 21 : Répartition de nos patientes en fonction de 1’age

Antécédents néoplasiqgues : dans notre série, nous n'avons pas trouvé d’antécédents

néoplasiques.
2. Compte rendu anatomopathologique

2.1. Type de prélévement : Toutes les patientes ont bénéficié d'une chirurgie a type

d’hystérectomie avec annexectomie bilatérale réalisée chez 14 patientes et de colpo-
hystérectomie totale avec annexectomie bilatérale chez 2 patientes. Toutes les patientes n’ont

pas eu de curage ganglionnaire (lymphadenectomie pelvienne) lors de notre étude. Figure 22

Type de prélévement Pourcentage %
Hystérectomie avec annexectomie 90%

bilatérale

Colpo hystérectomie totale avec 10%

annexectomie

Tableau | : Répartition de nos patientes en fonction de type de prélévement
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Répartition de nos patientes en fonction de Type de
prélevement

<

= Hystérectomie avec annexectomie bilatérale

= Colpo hystérectomie totale avec annexectomie

Figure 22 : Répartition de nos patientes en fonction de type de prélévement

Figure 23 : Piéce I’hystérectomie et annexectomie bilatérale

2.2. Le résultat de la piece opératoire a mis en évidence : le diagnostic des adénocarcinomes
de I'endometre a été obtenu grace a I'examen anatomopathologique des pieces opératoires.

Figure 23

2.2.1. Type histologique

v Les adénocarcinomes endometrioides de I'endomeétre représentent 80% des cas.

Vv Les adénocarcinomes non endométrioides de 1’endomeétre sont retrouvés dans 20% des cas:

les adénocarcinomes papillaires séreux, et les carcinomes a cellules claires chez 2 patientes
successivement. Pas de cas de carcinosarcome.figure 24
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vLe type histologique le plus fréquent est I'adénocarcinome de type endométrioide

moyennement diférencié de grade 2 suivi par I'adénocarcinome bien différencié de grade 1 avec
un pourcentage total de 70%. .figure 24

Nous avons noté que les malades agées de 50~60 ans étaient les plus fréquemment touchées
par le type adénocarcinome endometrioide bien différenci¢ de I’endométre. Tandis que les
adénocarcinomes moyennement différencié et les adénocarcinomes non endométrioides

survenaient chez les patientes agées de 30~40 ans.

Type histologique Pourcentage%

Carcinome endometrioides de I'endométre 80%

Carcinomes non endomeétrioide de 20%
I'endométre

Tableau Il : Répartition de nos patients atteints selon les types histologiques

Repartation de nos patientes atteints selon le types histologiques

B carcinome endometroide H carcinome non endometroide

Figure 24 : Répartition de nos patients atteints selon les types histologiques

2.2.2. Pour les grades histologiques de carcinome de I’endométre, on note

v 45 % grade 2.
Vv'40% grade 1.

v 15% grade 3.

(Figure 25).
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Répartition de nos patients en fonction du grades
tumorale

H GRADE 1
W GRADE 2
GRADE 3

Figure 25 : Répartition de nos patientes selon le grade tumoral
2.2.3. Stadification

Les Stade FIGO retrouvé sont 38.48 % pour stade 1A, et 15.38 % pour les stades IB, II, I1IA,
successivement, 7.69 % pour 111, 111B, Dont le stade IA est le plus fréquent représenté. (\Voir

tableau si dessus) Figure 26.

Stade tumorale Nombre des cas Pourcentage%

Stade 1A 5 patients 38.48 %

Stade IB 2 patients 15.38 %

Stade Il 2 patients 15.38 %

Stade 111 1 patient 7.69 %

Stade I11A 2 patients 15.38 %

Stade I111B 1 patient 7.69 %

Tableau 111 : Les déférents stades tumorale dans notre série
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Répartition des patients selon Les déférents stades tumorale

35.70%

14.28% 14.28%

' ' 7] )

stade IA Stade IB Stade Il Stade llI Stade IIIA Stade IIIB
Stade tumorale

Pourcentage des patientes
atteintents cancer de I'endométre %

Figure 26 : Répartition de nos patients selon Les déférents stades tumorale

2.2.4. L’infiltration myométriale
v'superficielle dans 30%(des cas.

v'profonde dans 50% des cas.

v'En dans 20%, il n’y avait pas d’envahissement de myometre. Figure 27

Répartition de nos patientes en fonction de
Pinfiltration myométriale

20%

H superficielle Hprofonde M pas d’envahissement de myometre.

Figure 27 : Répartition de nos patientes en fonction de I’infiltration myométriale
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2.2.5. Type Histologique selon les tranch d’Age

Répartition de type histologique en fonction de I'Age
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Figure 28 : Répartition en fonction de type histologique en fonction de 1’Age
2.3. Distribution de Phénotype MSI

2.3.1. Statut MSI en fonction de type histologique

Répartition de nos patientes en fonction de Type Histologique

£0.00% 57.14%
. 0
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40.00%
30.00%
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cancer de I'endométre %0

Stable instable stable instable stable instable

endometroide mixte non
endometroide

statut du MSI en fonction de type e type histologique

pourcentage des patientes atteintes

Figure 29 : Répartition de nos patientes en fonction de Type Histologique
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2.3.2. Statut MSI en fonction de grade

Répartiton de nos patientes en fonction du grade
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Figure 30 : Répartition de nos patientes en fonction du grade

2.3.2. Statut MSI en fonction de I’expression global des protéines MSI

Répartition de nos patientes en fonction de I'expression globale
des proteines

14.70%
11.77%

8.83%
5.88%
2.94%
T o
A

MLH1- MLH1+ MSH2- MSH2+ MSH6- MSH6+ PMS2- PMS2+
L'expression globale des proteines

cancer de I'endométre 20

pourcentage des patientes atteintes

Figure 31 : Répartition de nos patientes en fonction de I’expression globale des protéines
MSI

. Le protéine PMS 2 est le protéine le plus souvent exprimé de notre série étudier
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2.3.3. Statut MSI en fonction de perte de I’expression des protéines MSI

Répartition en fonction de la perte d'expression des proteines
MSI

33.339
19.05%
14 2]"‘

MLH 1- MSH 2- MSH 6- PMS 2-
Perte d'expression des proteines MSI

33.33%

cancer de I'endomeétre %0

Pourcentage des patientes atteintes

Figure 32 : Répartition en fonction de perte de I’expression des protéines MSI
D Le protéine MLH 1 est le protéine qui perte le plus souvent leur expression tissulaire

2.3.4. Statut MSI en fonction de perte d’une association des protéines MSI

Répartition en fonction des associations des proteins MSI
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Figure 33 : Répartition en fonction d’une perte d’expression pour le couple MSH6 -MSH2
PMS 2 -MLH1

I protéines MLH 1/PMS 2 sont des partenaires qui perte leur expression au cas tumorale.
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2.3.5. Statut MSI en fonction de perte d’une seule protéine

Répartition de nos patientes en fonction de la perte d’'expression
d'un seul type de proteines MSI

cancer de I'endométre %

MSH 2- MSH 6- PMS2 -

Pourcentage des patientes atteintes

Perte d'expression d'une seule protéine

Figure 34 : Répartition de nos patientes en fonction de perte d’expression isolée d’une seule
protéine

3. lconographie

Figure 35 : Aspect d’un endométre normal de femme ménopausée HE (Gx10)
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Figure 36 : Carcinome de I’endométre infiltrant le myométre. La tumeur s’organise en
structures glandulaires (fleche) HE (Gx10).
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Figure 37 : Carcinome endométrioide de grade G2. A : HE (Gx10). Les cellules tumorales
sont cylindriques et s’organisent en structures glandulaires. B : HE (Gx40) les cellules
présentent des atypies nucléaires modérées.
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CHAPITRE 4 :
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Figure 38 : Carcinome endométrioide avec perte d’expression des protéines MMR.

AHE(Gx10) A. Toutes les protéines négatives B : MLH1. C : MSH2. D : MSH6. E : PMS2
IHC (Gx10)




CHAPITRE 4 :

Figure 39 : Carcinome papillaire séreux de I’endométre avec conservation de I’expression
des protéines MMR. A HE (Gx10). Toutes les protéines sont positifs B : MLH1. C : MSH2. D
: MSHG6. E : PMS2. IHC (Gx10)




CHAPITRE 4 :

Figure 40 : Carcinome endométrioide de grade G1 avec perte d’expression de MLH1

HE(Gx10) A. Les protéines C : MSH2. D : MSH6 sont positifs et B : MLH1 est négatif IHC
(Gx40)
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CHAPITRE 4 :

Figure 41 : Carcinome a cellules claires de ’endométre avec perte d’expression de MSH 2,
MSH6 et PMS2 HE(Gx40) A. Les protéines C : MSH2. D : MSH6. D : PMS2 sont négatifs et
B : MLH1 est positif IHC (Gx10)
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CHAPITRE 4 :

...’7,

Figure 42 : Carcinome endométrioide de grade G3. A (HE, Gx10) architecture solide faite de
larges travées. B (HE, GX40) atypies cytonucléaires marquées. C : MLH1 faiblement positif,
F : PMS2 négatif, D : MSH 2 et E : MSH 6 positifs. IHC (Gx40)







Discussion

Notre travail a porté sur les carcinomes de I’endomeétre obtenus apres chirurgie et adressés au

laboratoire d’anatomie et cytologie pathologiques du centre Pierre et Marie Curie a Alger.

Dans notre série, on remarque que 1’adénocarcinome de I’endométre le plus souvent survient
chez les femmes agées. Concernant ce facteur, on trouve que la tranche d’age qui se située entre

40 et 60 ans est la plus touchée par le carcinome endométrial.

De nombreux étude ont montré que 1’age est le facteur étiologique le plus important dans la
progression tumorale des cancers de I’endometre. L’adénocarcinome de 1'endomeétre est un

cancer de la femme agée. (Lucas riviere., 2018).

Nous avons eu un dge moyen de 56,5 ans avec des extrémes allant 37~76 ans, ce résultat
rapproche a celui retrouvé dans la série (d’Agostini et al.,2003) au moment du diagnostic des
populations atteinte de Carcinomes de 1I’endomeétre, 1’age moyen situe entre 59- 60 ans dans la

série étudie par (Philippe et Charpin., 1992), ainsi que (Truc et al., 1987).

Type histologique le plus abondant dans notre série était 1’adénocarcinome endometrioides soit

80% des cas, tandis que I’adénocarcinome non endométrioide représentait 20%.

Cette résultats rapproche a celui de (Belhaddad0, 2019), et de (Raja et al., 2019) soit 67,74 %

des cas.

L’adénocarcinome de I’endomeétre bien différencié et moyennement différencié soit 70%, 8,5
% des cas respectivement, ce pourcentage rapproche a celui de (Chkarnat et al., 2014) qui a

été trouvé 67% des cas.

L’adénocarcinome de I’endometre touche majoritairement les femmes ménopausées, dans notre

travail nous avons trouvés 30 % des femmes ménopausée tandis que d’environ 80 % des

femmes ménopausée a été trouvée dans 1’étude qui a été effectués par Philippe ainsi que truc et

al et d’environ 82% dans la série étudier de (Kazbek et al., 2001) 57, 58 Dans la série (Agostini
et al., 2003) 52,2 % des femmes sont ménopausées.
Dans notre série, on va déterminer si les prévalences les plus élevees du statut MSI étaient

rencontrées et influencées par les stades de différenciation des carcinomes de I’endométre.

L’analyse du statut microsatellitaire par L’THC est une méthode permet de mettre en évidence
I’extinction et la perte d’expression des protéines MSH2, MSH6, MLH1, PMS2, Les protéines

MMR ont été révélés comme positive, négative en IHC. (Hendriks et al., 2003).

1




Discussion

IHC permet d’identifier des protéines MMR et leur expression tissulaire sur les coupes
histologiques, dans 1’état tumorale on note une perte d’expression d’une ou plusieurs protéines
tandis que dans les tissus normaux, ils sont présentes sur la coupe histologique. (Lindor et al.,
2002)

Au totale, 14 tumeurs issues de 14 patientes agées en moyenne de 56,6 ans ont été incluses. Il
s’agissait dans 80% des cas des carcinomes endométrioides de 1’endometre et 20% des

carcinomes non endométrioide de 1’endométre.

Dans notre travail on remarque que la majorité des cas de malades portant le statut MSI étaient
auparavant limitées a un type tumoral et la mise en évidence du statut MSI influencait le stade

le grade tumoral.

En plus, nous avons trouvés que le carcinome de I’endomeétre survient au spectre étroit dans le
cadre des tumeurs MSI, dans notre travail, nous avons approuvé 1’identification du statut MSS
et MSI dans toutes les malades atteintes de carcinome de 1’endométre et la distribution et

L’utilité de ce phénotype génétique tumoral dans les différentes localisations tumorales.

Les tumeurs endométrioides de I’endomeétre étaient microsatellitaires stables MMS dans
21,43% des cas, un immunophenotype instable a été identifié dans 57,14% et 14,29% des cas
dans les carcinomes endométrioides et non endométrioides respectivement. Les carcinomes

mixtes instable en 7,14% des cas.

Commentaires ~ les carcinomes non endométrioides incluent le carcinome a cellules claires et

le carcinome séreux

Les carcinomes de I’endometre avec MSI auraient un pronostic favorable que ceux ayant un
phénotype MSS (stable) (Maxwell., 2001), Le risque cumulé de CE a 70 ans serait de 54% en
cas de mutation MLH1, 21% en cas de muation MSH2 et 16% en cas de mutation MSH6.

(Morice., 2015; Bonadona., 2011)
Les risques de développer un carcinome de I’endomeétre sont li€s le plus fréquent aux types de

gene atteint.

Nous avons remarque que les patientes portant les mutations des gene MLH1 et PMS2 (perte

d’expression immuno-phénotypique des protéines) sont le plus touchées par le carcinome

endometrioide de 1’endométre soit 57,14% tandis que 14,29% par les carcinomes non

endomeétrioides .
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Notre étude sur le statut MSI a été réalisée et montre une perte d’expression remarquable des
marqueurs MLH1; dans environ 33.33% des cas ou manquait I’expression de MLHI. Cette
proportion importante des carcinomes avec expression nucléaire négative de MLH1 n’est pas
reliée & une mutation constitutionnelle d’un géne du systtme MMR mais a une déficience
acquise €pigénétique de ce systeme via I’hypermethylation des régions promotrices de ce géne

Ia, (la mutation la plus courante).

Cette voie représente un phenotype hypermutable, provoqué par la dysfonctionnement de
I’activité des protéines de réparation des mésappariements de ’ADN (MMR) a cause des
mutations germinales de 1’un des génes MMR: MLH1, MSH2, MSH6 et PMS2. (Wang et al.,
2018; Boland et Goel., 2010)

La perte d’expression intéressant le couple des protéines MLH1 -PMS2 dans le carcinome
endometrioide est 62,5% tandis que la perte de I’hétérodimere de MSH6 -MSH2 est 12,5%, on
constate qu’ll existe une parfaite corrélation entre les partenaires MLH1-PMS2 . la perte

d’expression du PMS2 est corrélée a une mutation de géne MLHI1, I’inverse est faux. Cette

derniére étant sous sa forme libre donc instable, elle soumise une dégradation protéolytique,

par contre le MLHL1 reste stable en absence de son partenaire parce que cette protéine possede

une capacité d’interagir avec d’autres homologues tels que MSH3.

En cas de perte d’expression de la protéine MLH1, on observe une perte d’expression conjointe
d’expression de PMS2 : on constate que la perte d’expression dans les noyaux tumoraux de

’une ou de 2 protéines définit le phénotype microsatellitaire instable. (Greene et al., 2017)

Il s’agit de Carcinome endométrioide qui présente un profil génomique complexe di a une
Hypermethylation de promoteur du géne MLH1 (Esteller., 1998) qui code pour une protéine

de systéme de réparation des mésappariements de I’ADN.

Les tumeurs qui expriment la mutation MLH1 peuvent avoir aussi des mutations somatiques
dans d’autre géne du systtme MMR (MSH6, MSH2, PMS2) avec un pourcentage de 25%.
(Colas., 2012).

Les tumeurs sont avérées manquer d’expression des protéines MSH6 et MSH2 respectivement
dans 19,05% et 14,28%, tandis que la perte en couple de ce partenaire a été observée dans
12,5% des cas se résultat de différe a celle de dont la perte d’expression du couple de protéines
MSH2/MSH6 est la plus fréquente. (Boennelycke., 2015).
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On constate que les tumeurs avec mutation germinale de géne MSH6 n’a montre 1’expression
nucléaire de MSH2, En conclusion, La perte d’expression de MSHG6 est corrélée a une mutation

de gene MSH2 avec un pourcentage du 12,5% des cas.

Pas de cas de la perte isolée (perte d’expression d’une seule) de MLH1 et MSH2, tandis que la
perte isolée de PMS2 et MSH6 a été observé dans 75% ,25% respectivement.

.Cliniquement, on remarque que les carcinomes avec perte d’expression MLH1, MSH2, MSH6
sont généralement mieux différencié et possedent un pronostic favorable tandis que les

Carcinomes peu différenciés sont des tumeurs a TP53 muté.

On note que les mutations des protéines de systemes MMR sont beaucoup plus fréquentes dans
les Carcinomes endomeétrioides que Carcinomes non endomeétrioides et constituent la marque

de ce type histologique.

Dans la majorité des tumeurs de I’endométre de phénotype MSI, la prévalence du phénotype
MSI différe selon le stade de la tumeur, environ 38,48% et 15,38 % de stade 1A, 1B sont MSI
respectivement, 15,38 % de stade Il sont MSI ,7,69% au stade Ill sont MSI. Ce résultat se
rapproche de celui de (Goldstein et al., 2014) qui retrouve environ 20% des Carcinomes
endométriaux de Stade 11 sont MSI, 12% au stade 111 et environs 4% au stade V.

Comme nous sommes embrassé avant, la majorité des tumeurs endométriaux de I’endomeétre

tous stades confondus sont de phénotype MSI, cependant, la prévalence du phénotype MSI

difféere selon le stade de la tumeur, environ 15% de stade 2 sont MSI,8% au stade 11l sont
MSI.

A partir de ces résultats, on remarque que la diminution de la fréquence du statut MSI quand le
stade augmente indique la faible agressivité des carcinomes de 1’endométre métastatiques, en
plus les carcinomes endométriaux MSI de stade précoce sont de meilleure survie globale et sans
récidive tandis que, les carcinomes MSI endométriaux au stade métastatique ont un pronostic

défavorable.

Le grade histologique: c’est avéré comme un facteur majeur dans le pronostic de carcinomes

de ’endométre et prédictive a la survie des récidives (Nishiya et al., 1998).

Il indique le niveau de différenciation du cancer (bien différencié, moyennement différencié,
pas de différenciation, et basé sur les aspects morphologiques de cancer et intervient dans la

décision thérapeutique. Dans notre série, on remarque que il y a une corrélation significative
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entre le grade histologique et le statut phénotypique instable MSI, cependant on remarque que
I'augmentation de la fréquence du statut MSI quand le grade tumorale diminue indique la faible
agressivité des adénocarcinomes de 1’endometre de grade I, on constate que ces tumeurs de bas

grade pourraient avoir un meilleur pronostic avec un taux de survie a 5 cing ans en raison de

son évolution clinique lente et détection précoce par rapport aux autres grades II/111 ( haut

grade) ou la plupart des études récentes ont démontré que la tumeur de grade I11 est défavorable

et de mauvais pronostic.
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Conclusion
Conclusion:

Les cancers de I’endomeétre représentent 1’un des cancers les plus fréquents de la femme, et leur
incidence est en augmentation du fait du vieillissement de la population et des modifications de
vie. Heureusement, ces cancers sont habituellement détectés a un stade précoce du fait de

métrorragies post ménopausiques.

Les facteurs de risque du cancer de I’endométre sont bien connus et sont essentiellement en
relation avec une imprégnation cestrogénique non compensée par la progestérone. C’est ainsi
qu’une ménopause tardive, une puberté précoce, la prise d’cestrogénes seuls sont associées a un
risque de cancer endométrial. De méme, 1’obésité — en particulier apres la ménopause — accroit
le risque de ce cancer par une hyper-cestrogénie relative, observée chez ces patientes, en relation
avec la transformation au sein des adipocytes des hormones surrénaliennes en cestrogene par

[’aromatase.

Le diagnostic positif repose essentiellement sur 1’échographie endovaginale et éventuellement
I’hystérographie et/ou 1’hystéroscopie et/ou le curetage biopsique de ’endometre. Ce dernier

examen permet la confirmation diagnostique en préopératoire.

Leur traitement repose sur une chirurgie de préférence mini-invasive dont 1’extension est
adaptée aux facteurs pronostiques issus du bilan préthérapeutique. L’examen histologique

définitif conditionnera les traitements adjuvants.

Altérations géenétiques moléculaires spécifiques on estime que le développement de cancer a
été identifies dans plusieurs études de ces deux différents types de carcinome endométrial. L’ un

des altérations moléculaires associées au type endométrioide (Cancer de I’endometre de type I)

est une instabilité microsatellite (MSI) qui indique des défauts dans la réparation de la non-
concordance d’ADN systéme (MMR).

Dans le carcinome de [I’endomeétre, cependant, la relation entre les parametres
clinicopathologique (qui sont connus étre liée au pronostic de la maladie) et MSI état n’est pas
encore clair. L’incidence de MSI dans le carcinome endométrial sporadique dans différentes

études a été détectée dans la fourchette allant de 9 % a 45 %.

Le but de notre étude est de determiner si les femmes age au moment du diagnostic de cancer
de I’endométre et certains paramétres clinicopathologique comme la tumeur grade, profondeur
de I’invasion myométrique et stade de la maladie trouvés dans les cancers de I’endometre sont
lies & MSI-phénotype élevé.

54

1




Conclusion

PERSPECTIVE :
Biologie moléculaire et tumorale de la dysfonctionnement du systeme MMR
e Lestechniques MSI-PCR

*II nécessite 1’utilisation de panel NCI-Pentaplex (BAT25, BAT26, NR21, NR22 ou
NR27/Mono-27, NR24) comme technique de référence pour identifier le phénotype MSI
Lecomte, T., et al. (2019)

Remarque : le panel NCI-Pentaplex a fait preuve d’excellentes performances (en particulier

meilleures que celles du panel NCI-Bethesda).

e Le seuil de 2 marqueurs instables sur 5 pour définir une tumeur comme MSI permet
d’obtenir avec le NCI-Pentaplex une sensibilité optimale.
Avec le NCI-Pentaplex, en cas de 2 marqueurs instables sur 5, il est recommandé de
réaliser une analyse comparative avec de I’ADN de tissu normale pour déterminer s’il
s’agit d’un profil MSI ou d’un profil li¢ a un polymorphisme.
En I’absence de tissu sain pour analyse comparative, un résultat avec seulement 2
marqueurs instables n’est pas interprétable et nécessite une confrontation aux resultats

d’immunohistochimie. Il est alors recommandé d’appliquer le seuil de 3 marqueurs

instables sur 5 pour définir une tumeur comme MSI (accord d’experts).Lynch, H. T.,
et al. (2015).

*11 est recommandé d’utiliser des méthodes basées sur I’amplification de fragments d’ADN de

petite taille (grade A).Argilés, G., et al. (2020).

Remarque : cela facilite ’amplification des différents marqueurs a partir d’AND de qualité

moindre et limite, ainsi, le nombre de résultats non contributifs.

* semble qu’il y ait un intérét a utiliser des marqueurs contenant un nombre plus élevé de

répétitions (Long mono-nt repeats).
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Annexe 1 : Interactions entre les protéines du systtme MMR

Démoulage des blocs de paraffine
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Annexe 3 : Les anticorps monoclonaux MLH1 PMS2 MSH2 MSH6
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ANNEXE 4:

Verreries
Lame & Lamelle

Cuve de coloration en

Verre & Cuve de ringage en

verre
Cristallisoir
Bécher
Entonnoir
Erlenmeyer
Compte-goutte
Pipette Pasteur
ANNEXE 5:

Reactifs:

Formol de concentration 10%

Alcool de concentration croissante:

50%~75%~96%~100%

Eau distillée

Paraffine

Xyléene

Colorants (Hématéine éosine —Safran -vert lumiere- Bleu d’aniline)




1

Annexes

Appareil a déshydratation /préparateur des tissus

Automate de coloration. Bain-marie




