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Résumé

Avec prés d’un million de nouveaux cas par an et plus de %2 million de déces, le cancer
colorectal (CCR) constitue une part importante de la charge mondiale de morbidité et de
mortalité du cancer. Il représente aussi un probleme de santé publique dans la population
Algérienne, avec une fréquence en croissance progressive. Les risques de cette pathologie
sont liés a plusieurs facteurs dont I'age, I'nérédité, I'alimentation, le tabagisme, 1’alcool et le
vieillissement. On observe, en effet, une augmentation spectaculaire de 1’incidence avec 1’age,
trés vraisemblablement due a I’accumulation des risques de cancers spécifiques tout au long
de la vie, conjuguée au fait que les mecanismes de réparation de I’ADN tendent généralement
a perdre de leur efficacit¢ avec 1’age. Le cancer colorectal résulte de l'accumulation
progressive de multiples aberrations génétiques et épigénétiques dans les cellules. La
progression de I'adénome colorectal en carcinome est causée par trois voies principales:
I'instabilité des microsatellites, l'instabilité chromosomique et le phénotype CpG et

méthylateurs.

Notre travail repose sur une étude rétrospective de Janvier 2018 a mars 2020, incluant
38 cas de cancers colorectaux (20 femmes, et 18 hommes) au niveau du « Centre Pierre et
Marie Curie » ayant bénéfici¢ d’une étude du statut MSI. Nos objectifs sont d’évaluer les
caractéristiques immuno-phénotypiques du CCR et de les corréler a des parametres cliniques
notamment 1’age des patients. Les résultats obtenus ont révélé une prédominance féminine
avec un sexe ratio de 0.9. L'dage moyen de nos patients est de 53 ans. 52.6% sont agés de
moins de 50 ans. Le type histologique prédominant est I'adénocarcinome avec une
prépondérance des formes bien différenciées (68.4%). la taille tumorale moyenne est
importante de prés de 7cm. Les % des patients ont un stade pT3 correspondant a une
infiltration tumorale qui dépasse la musculeuse. Pres des 2 /3 des patients n’ont pas d’atteinte
ganglionnaire. 90% des patients de plus de 50 ans sont pT3 contre 56% des moins de 50 ans.
L’extinction de l'expression des protéines MMR a été trouvée chez 16 % des patients avec
perte d’expression d’une ou plusieurs protéines MSI, le profil MSI a été confirmé chez 6 cas
de notre série, apres avoir mené une étude immunohistochimique pour tous les cas.
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Mots Clés : Cancer colorectal, Adénocarcinome, Immunohistochimie, Proteines de réparation

des mésappariements, instabilité microsatellitaire.
Abstract

With nearly one million new cases per year and over %2 million deaths, colorectal cancer
(CRC) constitutes a significant part of the global burden of disease and death from cancer. It
also represents a public health problem in the Algerian population, the frequency of which is
gradually increasing. The risks of this pathology are linked to several factors including age,
heredity, diet, smoking, alcohol and aging. We observe, in fact, a spectacular increase in the
incidence with age, very likely due to the accumulation of risks of specific cancers throughout
life, combined with the fact that the DNA repair mechanisms tend generally to lose their
effectiveness with age. Colorectal cancer results from the progressive buildup of multiple
genetic and epigenetic aberrations in cells. The progression from colorectal adenoma to
carcinoma is caused by three main pathways: microsatellite instability, chromosomal

instability, and CpG phenotype and methylators.

Our work is based on a retrospective study from January 2018 to March 2020, including 38
cases of colorectal cancer (20 women, and 18 men) at the "Center Pierre et Marie Curie"
having benefited from a study of MSI status. Our objectives are to evaluate the immuno-
phenotypiccharacteristics of CRC and to correlate them with clinical parameters, in particular
the age of the patients. The results obtained revealed a female predominance with a ratio sex
of 0.9. The average age of our patients was 53 years old. 52.6% are under the age of 50. The
predominant histological type is adenocarcinoma with a preponderance of well-differentiated
forms (68.4%). The average tumor size is significant of almost 7cm. the ¥patients have a pT3
level correspond to a tumor infiltration that happens to the muscular with exceeding it. Nearly
2/3 of patients do not have nodes involvement. 90% of the patients over 50 years are pT3
compared with 56% of less than 50 years. The extinction of the expression of MMR proteins
was found in 16%patients with loss of expression of one or more MSI proteins. The MSI
profile has been confirmed in 6 cases our cohort, after conducting an Immunohistochemical

study for all cases.

Key-words: Colorectal cancer, Adenocarcinoma, Immunohistochemistry, Repair Proteins

Microsatellite Instability.
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Le cancer colorectal (CRC) est lI'une des formes les plus fréquentes de cancers solides
dans le monde, et de ce fait, représente un probleme majeur de santé publique. Il regroupe
toutes les tumeurs malignes développées sur la portion du gros intestin, situées en aval de la
jonction iléocecale jusqu’au rectum. Les principaux facteurs prédisposant connus sont les
syndromes génétiques de prédisposition (syndrome de Lynch) et les maladies inflammatoires

chroniques du colon, qui rendent compte d’une minorité de CCR (Camilo et Thomas, 2010).

Au niveau cellulaire, le cancer colorectal résulte de Il'accumulation progressive
d'altérations génétiques et épigénétiques qui conduisent a la transformation des cellules
épithéliales normales du c6lon en cellules tumorales. La perte de stabilité génomique semble
étre une étape moléculaire et pathogénique clé qui se produit au début du processus de genese
tumorale et sert a créer un environnement permissif pour I'apparition d'altérations dans les
génes suppresseurs de tumeurs et les oncogénes. Au moins trois formes d'instabilité
génomique ont été identifiées dans le cancer du colon: instabilité micro-satellitaire (MSI),
instabilité chromosomique (c.-a-d. Aneusomie, gains et pertes de régions chromosomiques)

(CIN), et translocations chromosomiques.

L'instabilité des microsatellites survient dans environ 15% des cancers du c6lon et résulte de
I'inactivation du systéeme de réparation des mésappariements de mutations (MMR) par des
mutations du géne MMR ou par une hyperméthylation du promoteur MLH1. MSI favorise la
tumorogénese en générant des mutations dans les genes cibles qui possedent des répétitions
microsatellites codantes, telles que TGFBR2 et BAX. La CIN se trouve dans la majorité des
cancers du c6lon et conduit @ un modele différent d'altérations géniques qui contribuent a la
formation de tumeurs. Le CIN semble résulter principalement de la déréglementation des
points de contrble de réplication de I'ADN et des points de contréle du fuseau mitotique. Les
mécanismes qui induisent et influencent I'instabilité génomique dans le cancer en général et
plus particuliérement dans le cancer du cdlon ne sont que partiellement compris et font par
conséquent I'objet de recherches approfondies. Espérons que la découverte de la cause et du
réle spécifique de l'instabilité génomique dans le cancer du cdlon donnera lieu a des stratégies
de chimiothérapie plus efficaces qui tirent parti de cette caractéristique unique des cellules

cancéreuses (Williamet Grady, 2004).

Nous nous proposons dans ce travail de rapporter une série de 38 Cas de cancers colorectaux,
ayant bénéficié d’une étude du statut MSI, colligés sur une période de 2 ans allant de janvier

2018 a janvier 2020 au niveau du « Centre Pierre et Marie Curie » d’Alger.



Notre travail a pour but de préciser les caractéres anatomo-pathologiques des CCR, la
caractérisation des tumeurs colorectales qui présentent un phénotype MSI positif et le
compléter par une étude immunohistochimique des anticorps anti-MLH1, MSH2, MSH6, et
PMS2.

Pour atteindre les objectifs que nous nous sommes assignés, nous avons adopté la stratégie
suivante :

Dans un premier temps, nous avons fait une description générale de notre échantillon en
étudiant la distribution de toutes nos variables indépendantes : age, sexe, parametres
histologiques et immunohistochimiques.

Par la suite, nous avons effectué des comparaisons entre :

- Le groupe de patients jeunes agés de moins de 50 ans et le groupe de patients agés de plus
de 50 ans.

- Le groupe de patients avec expression conservée des protéines MMR et le groupe de patients

avec perte d’expression des protéines MMR.



CHAPITRE | : RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES
1.1. Rappels:

1.1.1. Rappels anatomiques

1.1.1.1. Colon

Le colon est la partie du tube digestif qui s’étend de la fin de I’intestin gréle dans la fosse
iliaque droite au niveau de la valvule iléocacale jusqu’a la jonction recto-sigmoidienne au
niveau de la troisieme vertébre sacrée. Il mesure environ 1,5meétre de long (Traore, 2007).

Il se distingue des anses gréles par son calibre, sa fixité partielle, et sa situation en cadre
autour de 1’étage sous méso colique. Seul le transverse et le sigmoide sont mobiles dans la

cavité péritonéale (Bahri, 2017).

Angle colique droit  Colon transverse Angle colique

descendant

Iléon

iléo-caecale Angle sigmoide

Caecum

Appendice Colon sigmoide

Anus

Figure 1 : Anatomie du c6lon.(’URLhttp.//ressources.unisciel fr/physiologie/co/grain8b_1.html)

D’un point de vue strictement morphologique, on peut lui décrire les différents

segments suivants dans I’ordre (Figure : 1) :



» Le caecum : cul de sac situé au dessous de la valvule de Bauhin et a 2cm de celle-ci,
il porte I’appendice vermiculaire.

» Le cOlon droit : (12-17 cm), est représenté par le colon ascendant et I’angle colique
droit. Il occupe les fosses iliaque et lombaire droites (Traore, 2007), il se coude au
niveau de la face inférieure du foie. Le cOlon ascendant vertical jusqu’a I’angle
colique droit, est fixé par I’accolement du méso-colon (Dao Kenaiba, 2008).

> Le cblon transverse: (50 a 60 cm), va de ’angle colique droit a 1’angle colique
gauche (Traore, 2007), il barre la carte abdominale jusqu’a 1’angle splénique ou angle
colique gauche. Il décrit une courbe concave en arriere et en haut sa face supérieure et
suit le grand épiploon. Sa face inférieure surplombe les anses de I’intestin gréle (Dao
Keniaba, 2008).

» Le colon gauche : comprend I’angle colique gauche et le colon descendant (14-
20cm), qui est cylindrique et de calibre plus réduit (Traore, 2007), il est rétro-
péritonéal et suit le bord externe du rein gauche (Dao Keniaba, 2008).

» Le colon sigmoide : (45-51cm), il est intra pelvien (Traore, 2007), flexueux et se

prolonge par le rectum qui se termine par le canal.

1.1.1.2. Rectum :

Le rectum est le segment terminal du tube digestif. Faisant, suite au sigmoide, au niveau de
la troisieme vertébre sacrée, il se termine a la ligne ano-cutanée ou marge anale (Egyir,
2017), il est dépourvu de bandelettes d’haustration et d’appendice omental, ce qui le
différencie du cbdlon (Meilleroux, 2016). On distingue au rectum deux segments : L’un
supérieur ou pelvien (ampoule rectale), contenu dans la concavité pelvienne; 1’autre, périnéal
ou (canal anal), compris dans I’épaisseur de la paroi inférieure du bassin ou périnée. Le
segment périnéal est muni d’un double sphincter assurant la continence anale. La longueur

totale est, chez ’homme adulte, de 12 cm en moyenne, (Traore, 2007).

1.1.2. Histologie normale de la paroi colique et rectale :

La paroi colique et la paroi rectale sont sensiblement identiques et sont constituées chacune de
quatre couches superposees, qui sont de la lumiére vers I’extérieur (Figure : 2) :

v" Muqueuse, qui est dépourvu de plis circulaires (valvules conniventes) et de villosités

(contrairement a D’intestin gréle). Recouverte d’un épithélium de surface, elle se

compose de cryptes ou glandes entourées d’un tissu conjonctivo-vasculaire de soutien
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ou chorion. Elle est délimitée en profondeur par une fine lame musculaire lisse (la
musculaire muqueuse ou muscularis mucosae).

v/ Sous mugqueuse, tissu conjonctif vascularisé, réseau de nerfs sympathiques, lache
(plan de glissement entre les deux couches adjacentes) (Meilleroux, 2016).

v" Musculeuse, formée de la superposition de deux couches de cellules musculaires
lisses, I’une interne circulaire et I’autre externe longitudinale. Entre ces deux couches,
on observe des plexus nerveux, les plexus d'Auerbach, responsables de I'innervation
végétative du tube digestif (Meilleroux, 2016).

v’ Séreuse, constituée par le péritoine viscéral (Bahri, 2017), entoure la surface libre du
cblon, jusqu’aux zones fixes. Au niveau du coOlon, la sous-séreuse correspond a un
tissu adipeux et vascularisé, bordé de la séreuse (péritoine) en périphérie. Au niveau
du moyen et du bas rectum, il n'existe pas a proprement parler de séreuse. Le tissu
adipeux péri-rectal au-dela de la musculeuse est nommé meésorectum (Meilleroux,
2016).

Cryptes intestinales

Musculaire
muqgueuse

e

Figure 2 : Histologie normale de la paroi colique (Mihalache, 2016).
1.2. Le cancer colorectal :

1.2.1. Données épidémiologiques :

Le cancer colorectal (CCR) représente prés de 15 % de ’ensemble des cancers dans le monde
(Sekal, 2012), et prés de 55% des cas surviennent dans les pays développés (Sedkaoui,
2015). Son incidence est de 50 cas pour 100 000 habitants par an avec prés de 40 000

nouveaux cas par an. Si le cancer colorectal peut survenir a 1’age de 15 ans, le risque ne



devient important qu’a partir de 45 ans avec un pic d’incidence dans la septieme décade
(Traore, 2007). Une prédominance masculine est observée. Les symptdmes varient selon la
localisation de la tumeur, anémie et perte de poids sont communs, mais rectorragies et
constipation sont typiques de 1’atteinte recto-sigmoidienne. Le sigmoide et le rectum sont les
sites les plus touchés. Plus de 90% des cancers colorectaux sont des adénocarcinomes. Les
métastases sont observees dans 40 a 60 % des cas. Dans certains pays, le cancer colorectal est
la cause la plus fréquente de déces par cancer non lié au tabac. En Algérie, le CCR se situe a
la deuxieme place des cancers les plus fréquents apres le cancer du sein chez la femme
8177cas et aprés le cancer des poumons chez I’homme avec 2201 cas (Amier et Mezaache,
2018).
1.2.2. Etiopathogénie :

I1 existe certains facteurs qui peuvent étre a I’origine du cancer de colon, résumés dans
le tableau n°1.

Tableau 1 : les facteurs de risques (Gramont et al., 2018).

les facteurs de risques

e Facteurs alimentaires : régimes riches en protéines (viandes rouges, brilées),
graisses saturées, graisses animales (charcuterie, viandes grasses), sucres.

e Age

e obésite

e sédentarité

e exces calorique

e Tabac

e Alcool

e Facteurs génétiques (héréditaires) :

- polypes et polyposes familiales...

- Syndrome de Lynch ou cancers colorectaux sans Polypose (HNPCC)

- Syndrome de Gardner

- Syndrome de Turcot: Polypose recto colique familiale

- Syndrome de Peutz Jeghers

- Polypose juvénile (Traore, 2007).

e Pathologies recto-coliques favorisantes...

- Adénome

- Maladies inflammatoires chroniques : Rectocolite ulcero-hémorragique, Maladie de
Crohn

e un antécédent familial ou personnel d’adénome ou de CCR

e Lessels biliaires et la pullulation bactérienne (Kasper et al. 2005).

e Diabeéte et insulinorésistance (Fearon et VVogelstein, 1990).




1.2.3.Aspects anatomopathologiques :
Les cancers colorectaux forment des tumeurs bourgeonnantes le plus souvent (figure : 3) et

infiltrent la paroi, et s’ulcérent parfois en surface.

Figure 3 : Aspects macroscopiques des adénocarcinomes coliques (photos personnelles)

Au plan morphologique, I’adénocarcinome est la forme histologique la plus courante : Il
s'agit adénocarcinome lieberkihnien. Selon les caractéres d'organisation des cellules

tumorales (architecture glandulaire), et selon le degré de mucosécretion, on les classe en :

a. L’adénocarcinome bien différencié (70% a 75%): Caractérisé par une structure
glandulaire avec des tubes réguliers, bordés par un revétement fait de cellules
cylindriques & noyau uniforme en taille et en forme. La polarité cellulaire est bien
visible. L'épithélium glandulaire reste unistratifié. La mucosécretion est conservée
ou diminuee.

b. L’adénocarcinome moyennement différencié (10 %) : Caractérisé par des tubes
glandulaires légérement irréguliers, riches en mitoses. On note également des
massifs cellulaires pleins creusés de cavités cribriformes. Polarité cellulaire peu
nette ou absente. La mucosécretion est peu visible.

c. L’adénocarcinome peu ou indifférencié (5 %) : Caractérisé par de trés rares
tubes glandulaires tres irréguliers. Au sein d'un stroma fibro- inflammatoire

abondant baignent des cellules isolées, ou groupées en amas ou des travées de
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cellules indifférenciées. La sécrétion de mucus trés minime est mise en évidence
par la coloration periodic acid schiff (PAS) (Bahri, 2017).

a : Adénocarcinome bien différencié lieberkuhnien. b : Carcinome mucineux. c: Carcinome a cellules
indépendantes en bague a chaton. d : carcinome médullaire (Bosman et al, 2010).

D’autres types histologiques peuvent se voir, certains associés a des caractéristiques

moléculaires spécifiques :

L’adénocarcinome mucineux : plus de 50% de la lésion est composée de mucus
extracellulaire dans lequel baignent des structures carcinomateuses acineuses ou
trabéculaires ou des cellules isolées. L’adénocarcinome mucineux est généralement
MSI-H (haut niveau d’instabilité micro-satellitaire) (Bosman et al., 2010).

Le carcinome a cellules isolées en bague en chaton : Ce type histologique est rare,
environ 0,1 a 2,4% des CCR. Il est défini dans la classification OMS 2010 par la
présence d’un contingent de cellules isolées de plus de 50%. Ces cellules
renferment une vacuole de mucus intra cytoplasmique refoulant le noyau en
périphérie, et leur donnant I’aspect d’une bague a chaton. Elles peuvent étre associées

a de larges flaques de mucus, ou infiltrer la paroi colorectale sur un mode plus diffus



et moins mucineux, donnant alors des aspects de linite. Dans environ 1/3 des cas,
un phénotype MSI est associé. Dans I’étude de Kakar et al. ce phénotype MSI,
pourtant reconnu pour étre de meilleur pronostic d’une fagon générale, n’apparait
pas comme un facteur prédictif de survie dans le cas des carcinomes a cellules
isolées colorectaux. La présence d’un contingent a cellules isolées méme inférieur
a 50% doit étre signalée dans le compte-rendu (Kakar etSmyrk, 2005).

e Le carcinome médullaire : II s’agit d’un type histologique encore plus rare, dont
I’incidence rapportée est d’environ 0,03%. D’un point de vue morphologique, il
est caractérisé par des cellules aux noyaux vésiculeux, avec des nucléoles
proéminents, et un cytoplasme éosinophile. Il s’y associe une abondante réaction
lymphocytaire, avec la présence de nombreux lymphocytes intra-épithéliaux. Ce type
histologique est dans la majorité des cas de phénotype MSI, et est associé a un bon
pronostic avec un risque plus faible de métastases ganglionnaires ou a distance
(Thirunavukarasu et al. 2010).

e Le carcinome indifférencié : Tumeur sans marqueurs morphologiques de
différenciation glandulaire, est par définition de haut grade et associée a un mauvais
pronostic. La majorité des CCR sont négatifs pour la cytokératine 7 et positifs pour la
cytokératine 20, et exprime CDX2, facteur de transcription (Meilleroux, 2016).

e Autres variantes plus rares : serrated adenocarcinoma, carcinome de type cribriforme,
adénocarcinome micropapillaire, carcinome adénosquameux...

1.2.4. Facteurs pronostiques :

Sans traitement, le cancer colorectal évolue vers le décés du patient. Tous stades confondus, le
taux de survie & 5 ans est de 56%et celui a 10 ans est de 50%. De nombreux facteurs
influencent le pronostic du cancer colorectal (Mihalache, 2016).

1.2.4.1. le stade tumoral :

Le stade tumoral, c'est-a-dire 1’extension anatomique locorégionale et a distance du cancer,
au moment du diagnostic : la classification TNM (clinique et/ou pathologique).Elle est
I’indicateur principal de groupes pronostiques utilisé pour la décision thérapeutique avec les
meilleures chances de guérison pour ceux découverts a un stade précoce (Camille, 2017).
Principes et buts de la classification TNM : Elle refléte I’évolution de la tumeur: T (taille de la
tumeur), N (Métastase ganglionnaire) et M (Métastase a distance). La classification TNM et
PTNM (p : anatomopathologique) repose sur des critéres dépendant du site anatomique. C’est

une classification évolutive.



Intéréts :
- Précis: T x4, N x 3, Mx 2 = 24 catégories évolutives
- Valeur pronostique pour la plupart des tumeurs
- Définit des groupes homogenes de survie
Limites : la classification pTNM dépend de :
- D’extension de la résection chirurgicale
- exhaustivité de 1’analyse (Mihalache, 2016).
Tis T1 T2 T3 T4
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Figure 5 : stades d’extension pariétale ou pT (taille tumorale) dans le cancer

colorectal (annexe 3).

1.2.4.2. La localisation du cancer :

Les tumeurs du célon droit sont associés & un moins bon pronostic que les tumeurs du célon
gauche quel gue soit le stade du cancer (Brungs et al., 2017). De plus, les cancers du cdlon
droit métastatiques répondent moins bien a la chimiothérapie que les cancers du célon gauche.
Ceci suggére que pour les CCR métastatiques la localisation de la tumeur primitive doit étre
prise en compte, en plus du statut RAS pour la décision thérapeutique (He et al., 2017). Les
cancers du cblon gauche et du rectum ont le méme pronostic (Lee YC et al., 2013).

1.2.4.3. Les critéres histopronostiques :

Les criteres histopronostiques sont des critéres pronostiques évalués apres analyse

microscopique de la tumeur ou de biopsies tumorales. L.’examen microscopique des CCR est
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toujours précédé d’un examen macroscopique, celui-ci est capital pour prélever I’ensemble
des ganglions du méso-colon/rectum. En dépit d’une recherche exhaustive de ganglions
péricoliques, lorsque le nombre total de ganglions est inférieur & 12, le pronostic est moins
bon (Niedzwiecki et al., 2011). Il se peut aussi qu’aucun ganglion ne soit observé mais que le
pathologiste retrouve des dépots tumoraux péri-coliques/rectaux qui sont considerés dans le
TNM de 2009 comme équivalent a une atteinte ganglionnaire : stade pN1c. La présence de
dépots tumoraux péri-coliques/rectaux est associée a un mauvais pronostic (Nagtegaal et al,
2017). Les emboles vasculaires ou lymphatique et les engainements périnerveux sont
également des facteurs de mauvais pronostic (Compton et al., 1999).

Le sous-type histologique d’adénocarcinome peut aussi influencer le pronostic. Les
adénocarcinomes mucineux du rectum sont associés a une mauvaise réponse a la radio-
chimiothérapie (RCT) pré-opératoire (néo-adjuvante) et a un mauvais pronostic global
(McCawley et Wang, 2016). L’impact pronostique n’est pas clairement établi dans les
cancers coliques (Chang et al., 2016). Les adénocarcinomes a cellules en bague a chaton et
de type micropapillaire sont associés a un mauvais pronostic (Arifi et al., 2015).La mauvaise
différenciation et la perte d’expression du marqueur de différenciation intestinale CDX2 en
immunohistochimie sont aussi associés a une moins bonne survie, notamment dans les stades
II et ITI, ainsi qu’a une moins bonne réponse a la chimiothérapie (Dalerba et al., 2016).
L’inflammation stromale par des lymphocytes T CD3+, CD8+, CD45RO+ est indicatrice de
bon pronostic (Galon et al., 2006).

La prédiction pronostique de I’infiltration stromale serait méme meilleure que celle donnée
par le TNM (Galon et al., 2014). La réponse histologique compléte ou presque compléte sur
le site primitif et les métastases est associée a une meilleure survie sans progression (Kim et
al, 2016).

1.2.4.4. Les marqueurs moléculaires :

Les biomarqueurs utilisés en pratique clinique a 1’heure actuelle dans la prise en charge des
CCR sont a visée diagnostique, prédictive, ou pronostique. L’évaluation de ces biomarqueurs
peut se faire aussi bien sur la piéce opératoire que sur une biopsie de la tumeur primitive, ou,
sur une métastase (Meilleroux, 2016). Aussi, il est recommandé d’effectuer une recherche :

- de phénotype MMR pour le diagnostic de syndrome de Lynch et comme facteur prédictif de
réponse a la chimiothérapie chez certains patients de stade Il

- de mutations RAS chez les patients métastatiques dans le but de prédire la réponse au
traitement par anti-EGFR.
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- Et de mutation BRAF associée a un trés mauvais pronostic pour I’inclusion dans d’éventuels

essais thérapeutiques ou pour intensification du traitement.

Les CCR sporadiques MSI-H ont un meilleur pronostic et répondent moins bien aux
chimiothérapies a base de 5-Fluorouracile ou d’oxaliplatine que les CCR MSS (Cohen et al.,
2009).La présence de mutation RAS chez les patients CCR métastatiques est indicatrice de
non-réponse au traitement aux thérapies ciblées anti-EGFR. La présence d’une mutation
BRAFV600E dans les CCR est un facteur indépendant de mauvais pronostic reconnu dans
plusieurs études (Palomba etal., 2016).Le phénotype CIMP-H est également un facteur
indépendant de mauvais pronostic pour les CCR colorectaux (Juo et al., 2014).

1.3. Aspects moléculaires du développement de cancer colorectal

Le cancer colorectal est une maladie hétérogene mais dont le développement suit un modele

assez classique de carcinogénese multi-étapes (Figure : 6).

Epithélium normal

Meétastases
Perte de géne suppresseur
de tumeur APC
Accumulation rapide de
Prolifération épithéliale mutations
excessive

: Tumeur devient invasive
Tumeur bénigne

Activation de ’oncogéne Perte de géne suppresseur de
RAS tumeur P53

Perte de géne suppresseur
de tumeur DCC

Grande tumeur

Figure 6 : Séries typiques de mutations acquises au cours du développement d’un cancer
colorectal (Parham, 2014).
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La transformation d’une cellule épithéliale colique normale en cellule cancéreuse serait
liée al’accumulation successive de mutations activatrices d’oncogeénes et de mutations
inactivatrices de geénes suppresseurs de tumeurs. Trois principaux mécanismes de

carcinogénese colorectale ont été décrits (Haet al., 2014) (Figure : 7).

1.2.3.1. Voie de P’instabilité chromosomique (CIN ou cancers LOH+) :

Ces cancers sont appelés LOH+ (Loss of Heterozygoty). Ces mécanismes sont présents
dans 80 % de cas pathologiques. Les cellules cancéreuses ont un contenu anormalement
élevé en ADN (hyperploidie), des pertes chromosomiques fréquentes (17p, 18g et 5q)
et es mutations fréquentes des genes APC, p 53 et KRAS2(Parham, 2014).

Chromosomal instability (CIN)

LOH 18q (DCC)

SMADS LOH 17p
APC KRAS coca (TP53)
MNormal v Early ¥ _| Intermediate v Late v Cancer
epithelium L Adenoma +~ Adenomas 4 7| Adenomas A
Dweell time Many decades 2.5 Years 2.5 Yoars
APC/Wnt signaling BRAF cocq TGFBR2
KRAS BAX
IGF2R

Mismatch repair gene inactivation and/or CIMP hypermethylation

Microsatellite instability (MSI)

Figure 7 : Séquence d’adénome colorectal-carcinome (Ha et Hong, 2018).
La mutation APC est la premiere étape de transformation de I'épithélium colorectal normal en

adénome. La séquence adénome-carcinome est causée par trois voies principales: CIN, MSI et
CIMP. CIN, instabilité chromosomique; MSI, instabilit¢ des microsatellites; CIMP, phénotype de
méthylateur dflot CpG; APC, polypose adénomateuse; KRAS, KRAS proto-oncogéne
GTPase; BRAF , B-Raf proto-oncogéne sérine / thréonine kinase; TP53, protéine tumorale 53; LOH,
perte d'hétérozygotie; HNPPC, cancer colorectal héréditaire sans polypose; MLH1 , homologue mutL
1; MSH2 , homologue mutS 2; DCC, récepteur DCC netrin 1; TGFBR , transformant le récepteur du
facteur de croissance f; BAX, régulateur d'apoptose X associé a BCL2; IGF2R , récepteur du facteur
de croissance analogue a I'insuline 2; CDC4 , protéine de contréle de la division cellulaire .
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Le principal géne impliqué dans I’initiation des cancers colorectaux est le geéne APC
(Adenomatous Polyposis Coli). La perte d’APC (un gene suppresseur de tumeur) conduit a
une activation constitutionnelle de la voie de signalisation WNT/B-catenine et a une
prolifération anarchique et continue des cellules coliques. Le polype qui résulte de
cette mutation est susceptible d’acquérir d’autres mutations, dont une mutation activatrice
dans le géne KRAS (un oncogéne) qui conduit & une augmentation de la prolifération
cellulaire (KRAS est une enzyme impliquée dans les voies de signalisation en réponse a
divers facteurs de croissance dont I’EGF). D’autres mutations s’en suivent, créant ainsi
plusieurs sous populations clonales. 11 s’agit en particulier de génes suppresseurs de tumeurs
localisés sur le chromosome 18q (entre autres DCC, deleted in colorectal cancer, SMAD
2 et 4, impliqués dans la voie de signalisation TGF-B, ...) et le suppresseur de tumeur p53
dont le réle est celui de « gardien du génome ». Leur réle est de bloguer le cycle
cellulaire, permettant la réparation des lésions de I’ADN, et induisant la mort cellulaire
si les lésions n’ont pu é&tre réparées. Une mutation inactivatrice conduit finalement a la

formation d’un adénocarcinome (EI-Murr, 2014).

1.2.3.2. Voie de I’instabilité des locus microsatellites (cancers RER+ ou MSI) :

Ces cancers sont appelés RER+ (replication error) ou MSI (microsatellite instability) qui sont
représentent dans 12 a 15% des cancers. Les cellules cancéreuses ont un contenu en ADN
normal (diploidie), n’ont pas de pertes chromosomiques mais elles ont des anomalies des
génes MMR (mismatch repair).Ces génes codent pour des protéines dont le role est de
détecter et de réparer les erreurs de réplication de ’ADN survenues au cours de la
mitose. La mutation ou la méthylation de la région promotrice des génes MMR induit
une déficience de ce systéme de réparation et les mutations vont s’accumuler,
préférentiellement au niveau des microsatellites, régions du génome particulierement
sujettes aux erreurs de réplication. La chronologie des mutations des cancers RER+ est mal
connue : la mutation du récepteur de type II du TGF B apparait la plus précoce (Amier et
Mezaache, 2018).

Les quatre genes clés de ce systetme identifiés a ce jour chez I’homme sont

- mut L homologue 1 (MLH1),

- mut S homologue 2 (MSH2),

- mut S homologue 6 (MSH6) and

- postmitotic segregation increased 2 (PMS2), ainsi nommés en rapport avec leur homologie

avec les génes MMR de la bactérie Escherichia coli.
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Figure 8 : Représentation du systeme MMR (William et John, 2008).

Ces genes codent pour des protéines qui, chez les eucaryotes, fonctionnent sous la forme
d’hétérodimeres. Les protéines MSH2 et MSH6 (mutSa) forment un hétérodimere qui va
identifier ’erreur de mésappariement et initier le systtme de réparation. La liaison de ce
complexe en regard du mésappariement entraine un changement conformationnel ATP-
dépendant permettant de recruter I’hétérodimére MuLo formé par les protéines MLHI et
PMS2. (Fig.8) Ce recrutement permet de guider I’exonucléase qui élimine plusieurs bases du
brin néo-synthétisé. La réplication peut ensuite reprendre avec appariement correct des bases.
Lorsque le systeme MMR est défaillant, cela entraine un phénotype tumoral particulier appelé
« phénotype RER (Replicative ErroR » ou « phénotype dMMR (deficient MisMatch Repair)».
Ce phénotype va se traduire d’une part par un défaut de production des protéines MMR
détectables en immunohistochimie et d’autre part, par une instabilité de séquences hautement

répétées du génome, les microsatellites ( phénotype MSI).

1.3.3. Modifications épigénétiques : La méthylation de I’ADN

Jusqu’a récemment, on pensait que la cancérogénese n’était due qu’a des
modifications de la séquence de I’ADN. Il est maintenant admis que les mécanismes
épigenétiques jouent un role aussi important dans la cancérogénese que les mécanismes
génetiques. Lorsqu'on aborde la question de la méthylation et du cancer, deux événements
majeurs et indépendants semblent étroitement liés et impliqués dans la tumorogéneése;

I'hypométhylation et I’hyperméthylation (Bianchini, 2012) (Figure 9).

L’Hypométhylation joue un role dans le cancer en activant des génes impliqués dans
I’invasion et le processus métastatique. L'hypométhylation du génome de cellules

cancéreuses se caractérise par une baisse de 20 a 60% de la teneur en 5-
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méthylcytosine par rapport a des cellules normales. Bien que les mécanismes
responsables de cette hypométhylation ne soient pas clairement définis, les conséquences
n'en sont pas moins bien établies, entrainant: - une activation d'éléments transposables
(sequence d'ADN capable de se déplacer et de se multiplier de maniere autonome dans
un génome) responsable d'une instabilitt génomique; - une  augmentation  des
recombinaisons homologues responsables d'un taux plus éleve de mutations par

réarrangements géniques ; et une activation d'oncogeénes.

a
""" DNA | | KRAS
fypomethylation
Normal _ | Hyperproliferative _ | Early — Intermediate —= Late Irvasion and
epithelium epithellum adenoma metastases
Chromosomal Instabllity
b
Normal , Hwe-rpmlifefathre Early —== Intermediate —= Late Invasion and
epithelium epithelium semrated polyp metastases
Mutator phenotype

Figure 9 : Les 2 principales voies de carcinogenese colorectale (Vilar et al., 2010).

a) voie CIN (ou LOH) une mutation au niveau d’APC conduit a la prolifération de [’épithélium,
I’hypométhylation de I’ADN + [’activation de KRAS provoque [’instabilité chromosomique (perte de
18q), I’accumulation de facteur de croissance et inhibition de P53qui vont amplifier la protéine PRL3
et la formation de carcinome métastatique.

b) voie MSI une mutation dans le géne de MMR et I’hyperméthylation de MLH]I, la prolifération de
I’épithélium, activation de BRAF, inhibition de P53 et la formation de carcinome métastatique.
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Parallélement a cette déméthylation, une hyperméthylation se produit au niveau des il6ts
CpG situés au niveau des promoteurs ayant un mécanisme épigénétiqgue mutagéne qui
conduit a Dlarrét d’une fonction génétique responsable, de l'inactivation de genes

suppresseurs de tumeurs (Morere et Mitry, 2010).

1.1.4. Modifications de Phénotype MSI :

1.4.1. Définitions :

Contrairement aux tumeurs MSS (Microsatellite Stable), caractérisées par une instabilité
génomique liée a des remaniements chromosomiques, les tumeurs MSI sont caractérisées par
un caryotype normal dans la majorité des cas (75%) et par une accumulation d’altérations
(insertions ou délétions) nucléotidiques au niveau de séquences micro-satellitaires suite a
I’inactivation d’un des systémes de réparation de I’ADN, le systtme MMR (MisMatch
Repair), responsable de la reconnaissance et de la réparation des mésappariements de paires
de bases au niveau de ’ADN. Les microsatellites constituent environ 3% du génomeet sont
présents tout au long du génome, aussi bien dans les régions codantes que non codantes.
(Duval et al., 2011). 11 s’agit de répétitions en tandem d’un motif (de 1 a 5 nucléotides),
réparties dans tout le génome avec une prépondérance au niveau des régions non codantes. En
raison de leur nature, ces séquences sont des points chauds de mutation dues a des erreurs de
réplication via le glissement de I’ADN polymérase sur la séquence d’ADN, et qui sont
normalement réparées par le systtme MMR. Ainsi, I’instabilité au niveau de ces séquences se
traduit par des insertions ou des délétions d’une ou de plusieurs bases, qui peuvent se voir lors
de la réplication d’ADN, des recombinaisons génétiques ou de dommages d’origine chimique
ou physique(Figure.10).Les protéines appartenant au systtme MMR sont MLH1, PMS2,
MSH2, MSH6, MLH3, MSH3, PMS1 et Exol. Ces protéines forment des hétérodimeres qui
réparent I’ADN endommagé. Au cours de la réplication de ’ADN avec un systtme MMR
compétent, les petites erreurs de mesappariement sont initialement détectees et attachees par
les hétérodimeres MSH2/MSH6 et MSH2/MSH3. Puis les hétérodimeres MLH1/PMS2 sont
recrutés pour les scinder et resynthétiser de nouveaux brins corrigés. Toutefois, une déficience
du systéme ou dAMMR résulte d’un phénotype mutateur appelé « instabilité micro-satellitaire »
(De’Angelis et al., 2018).

MSI est I’'une des voies majeures de carcinogénese des CCR, notamment au CCR héréditaire
sans polypose ou hereditary nonpolyposis colorectal cancer (HNPCC) connu sous le nom de
Syndrome de Lynch (LS).
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Figure 10: Représentation schématique du fonctionnement du systtme MMR chez les
mammiféres. (Colgan et al., 2003).

(A) Les mésappariements au niveau de I’ADN (cercle rouge) sont reconnus (i) soit par le complexe
MutSa. (MSH2-MSHS6), capable de reconnaitre les mésappariements de base et de petites structures en
épingles suite a I’insertion ou délétion de bases (IDL) de 1-2 paires de bases ; (ii) soit par
I’hétérodimére MutSp (MSH2-MSH3), responsable de la reconnaissance de structures en épingles
causés par les IDL (> 2 paires de base). (B) Suite a la reconnaissance de ces mésappariements, le
complexe MutLa (MLH1-PMS2) subit une modification conformationnelle (ATP dépendante), lui
permettant d’étre recruté au niveau du mésappariement. (C) La protéine PCNA (Proliferating Cell
Nuclear Antigen) est alors recrutée au niveau de I’ADN par le facteur de réplication RFC (Replication
Factor C), (D) lui permettant d’interagir avec MutLa. Cette interaction entraine I’activation de
I’activité endonucléasique de PMS2 (jaune), nécessaire a 1’excision en 3’ du mésappariement. (E)
L’exonucléase 5’-3 EXO1 (rose) est ensuite recrutée et induit 1'excision du brin d’ADN contenant le
mésappariement alors que les protéines RPA se lient a I'ADN simple brin généré par I'excision afin de
le protéger de la dégradation. Lorsque le mésappariement est éliminé, (F) 'ADN polymérase § ainsi
que I’ADN ligase sont recrutées au niveau de I’ADN excisé afin de synthétiser et de relier le nouveau
brin d’ADN correspondant. (Adapté de S. Li et al., 2016)

Les patients LS sont porteurs d’une mutation mono-allélique germinale au niveau d’un des
génes du systeme MMR, MLH1, MSH2, MSH6 et PMS2, prédisposant au cancer (Peltomaki,
2005). Selon le modele de KNUDSON (Knudson, 1971), une inactivation épigénétique, une
altération somatique ou une perte d’hétérozygotie (LOH) suffit a inactiver I’allele sauvage
restant, contribuant ainsi au développement tumoral MSI. Le groupe INSIGHT (International

Society for Gastrointestinal Hereditary Tumors) a établi une base de données permettant
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d’identifier les mutations prédominantes, principalement faux-sens et non-sens, observées
chez ces patients. Ainsi, il a été observe que les mutations sur le géneMLH1 représentent 45%
des mutations héréditaires retrouvées, alors que les genes MSH2, MSH6 et PMS2 sont mutés

respectivement dans 33%, 18% et 7% des cas (Plazzer et al., 2013).

1.4.2. Les conséquences de I’inactivation du systtme MMR

La déficience du systtme MMR est responsable du phénotype hypermutateur des tumeurs
MMR-déficientes (AMMR) ou MSI. Cette inactivation induit ’accumulation de mutations au
niveau de séquences répétées micro-satellitaires et non répétées de I’ADN (Berthenet et al.,
2014; Boissiere et al., 2014). 11 convient de préciser que I’inactivation du systtme MMR
n’est pas en soi un événement transformant pour la cellule AIMMR, mais elle est responsable

d’un processus général d’instabilité génomique favorisant le développement tumoral.

» Les microsatellites codants

Environ 20% des genes humains contiennent au niveau de leur région codante une répétition
microsatellitaire supérieure ou égale a 7 nucléotides (Olszak et al., 2014), ce qui rend tres
¢levé le nombre potentiel de génes cibles de I’instabilité micro-satellitaire, aussi appelés genes
cibles MSI. Les altérations au niveau de ces répétitions entrainent majoritairement un
décalage du cadre de lecture et I’apparition d’un codon stop prématuré au niveau du transcrit
messager. Une inactivation fonctionnelle de la protéine correspondante est alors observée,
conférant un avantage sélectif a la cellule tumorale MMR-déficiente (Grivennikov et al.,
2009).

Divers travaux ont rapporté 1’existence de nombreuses mutations au niveau de microsatellites
codants dans des cancers MSI (cblon, estomac, endomeétre). Ces mutations affectent des genes
impliqués dans de nombreux processus incluant la régulation du cycle et/ou de la prolifération
cellulaire (TGFBR2, IGF2R, TCF4, AXIN2, PTEN, RIZ...), la régulation de I’apoptose (BAX,
CASP5, BCL10, APAF1, FAS...), ou encore la réparation ou la signalisation des dommages de
I’ADN (RAD50, BLM, MSH3, MSH6, MBD4, MLH3, CHK1, ATR...) (Figure : 11)(Bollrath
et al., 2009; Waldner et al., 2012).Au cours des derniéres années, de nouveaux genes cibles
MSI ont ét¢ mis en évidence incluant des génes impliquées dans la maturation et 1’export
nucléaire des micro-ARN (miRNA) ainsi que dans la régulation de I’état de la
chromatine(Yamamoto et Imai, 2015).

Outre I’identification degenes cibles MSI, la véritable problématique, aujourd’hui, est de

mettre en évidence les génes impliqués dans le développement tumoral MSI, parmi la
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multitude de génes mutés ne contribuant pas a la genése tumorale dans ce contexte (bruit de
fond MSI).De maniére attendue, les génes contenant un microsatellite codant sont, dans la
majorité, des points chauds de mutations du fait de I’instabilité micro-satellitaire dans ces
tumeurs.Cependant, les fréquences de mutations semblent varier en fonction de la

contribution de ces genes a I’oncogenese.

Réparation de 'ADN

] J."'J Autres Transduction du signal
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Figure 11: Représentation non exhaustive des génes cibles de Dl’instabilit¢é micro-

satellitaire dans les cancers MSI (Yamamoto et al., 2015).

Par exemple, le géne TGFBR2 (Transforming Growth Factor 8 Receptor 2), codant pour une
sérine/thréonine kinase, est muté dans environ 90% des tumeurs coliques MSI alors que 40%
de ces tumeurs présentent une mutation sur le géne BAX (Bcl-2-Associated X protein), codant
pour une protéine pro-apoptotique. En 2002, un modéle a été suggéré afin d’associer la
fréquence mutationnelle au role du gene cible dans la cellule tumorale. Ainsi, I’existence de
classe de genes cibles MSI a été proposé incluant (i) les genes dits « transformateurs », dont
les mutations sont soumises a une pression de sélection positive et qui donc présentent un taux
de mutation elevé ; (ii) les genes dits «survivors », soumis a une pression de sélection
négative et qui donc seraient mutés a tres basse fréquence dans les cellules tumorales MSI.
(Duval et Hamelin, 2002).

En 2013, Kim et ses collaborateurs ont réalisé un séquencage genomique (Exome et Whole-

Genome) a haut débit sur 27 tumeurs coliques et 30 tumeurs de I’endométre MSI, afin de
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mettre en évidence un profil génomique des tumeurs MSI.De maniére intéressante, une
surreprésentation de D’instabilité microsatellitaire a ét¢é identifiée dans les régions
euchromatiques et introniques en comparaison des régions hétérochromatiques et

intergéniques, représentatives des mutations somatiques non répétees (Kim et al., 2013).

» Les microsatellites non codants :
La majorité des sequences répétées micro-satellitaires est localisée au niveau de régions non
codantes incluant les régions inter-géniques ou intra-géniques (introns, régions 5’ et 3> UTR
et promoteurs de génes) (Figure 12).
Les mutations introniques sont sans conséquence dans la majorité des cas et peu d’études se
sont intéressées a la fonction de telles répétitions (Buisine et al., 2008; Hienonenet al.,
2005).

Sites accepteurs d’épisage

4
)
5
S ™

\ ADN non codant

pu—
5 UTRATG \ STOP3* UTR

([ O N [

. ADN codant

| Microsatellite

Figure 12 : Localisation des microsatellites au sein du génome (Buisine et al., 2008).

L’oncogene MYB a été décrit comme cible de cette instabilité microsatellitaire
particuliéere en 2006. Ce gene contient une séquence répétée, composée de 19 thymidines
(T19), au niveau de I’intron 1, jouant un réle dans la régulation de la transcription de cet
oncogéne. Ainsi, des mutations au niveau de ce microsatellite ont été observées dans les
cancers colorectaux MSI, entrainant une augmentation de I’expression de MYB (Hugo et al.,
2006). De maniéere intéressante, une forte expression de ce géne a été suggérée comme
marqueur pronostique de survie chez les patients atteints de CCR, indiquant un rdle
oncogenique de cette mutation (Biroccio et al., 2001).

Dans d’autres cas, les mutations peuvent affecter des microsatellites non codants ayant

un role fonctionnel dans 1’homéostasie des genes. En 2004, le géne MRE11 a été décrit

comme cible de I’instabilité microsatellitaire dans les cancers gastriques et colorectaux MSI
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(Giannini et al., 2004; Ottini et al., 2004). Une délétion du microsatellite T11, localisé dans
une région intronique au niveau du site accepteur d’épissage de l’intron 4, entraine un
épissage aberrant (saut de I’exon 5) et la production d’un transcrit mutant. Cela se traduit par
une perturbation de 1’hétérotrimeére composé des protéines MRE11/NBS1/RADS50, jouant un
réle dans la réparation de cassures doubles brins via le processus de réparation par jonction
d'extrémités non homologues (NHEJ pour Non-HomologousEnd Joining) et par
recombinaison homologue (Gianniniet al., 2004).

De maniere similaire, une instabilité microsatellitaire au niveau de sites accepteurs
d'épissage du géne ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated), une sérine-thréonine kinase
impliquée dans la signalisation des cassures double brin et dans les systémes de surveillance
de I’intégrit¢ du génome, aboutiec a un épissage aberrant dans des lignées de cancers
colorectaux (saut de I’exon 8 et 12) MSI. Ces mutations ont été associées a une perte
d’expression de la protéine sauvage et a la production d’une protéine tronquée perte de
fonction (Kim et al., 2013).

D’autres régions régulatrices non codantes telles que les promoteurs de génes peuvent aussi
étre riches en microsatellites et donc étre les cibles d’une instabilité microsatellitaire dans un
contexte AMMR. Par exemple, une instabilité au niveau d’un microsatellite localisé dans le
promoteur du géne MMP-3 (Matrix MetalloProteinase-3) a été associée a une perte
d’expression de la protéine correspondante dans des tumeurs colorectales MSI (Moréan et al.,
2002). Outre les promoteurs de geénes, les régions UTR (Untranslated Region), peuvent
posséder des séquences répétées ciblées par cette instabilité particuliéere. Dans un contexte
MSI, linstabilité de ces microsatellites pourrait jouer un rdle dans la régulation de
I’expression de certains génes impliqués dans le développement tumoral (Suraweera et al.,
2001). Par ailleurs, de récentes données obtenues a partir d’analyses génomiques et
transcriptomiques issues de cancers gastriqgues MSI ont mis en évidence 139 génes pour
lesquels une association a été trouvée entre la perte d’expression et 1’instabilité au niveau de
microsatellites présents dans les réegions UTR associées (Yoon et al., 2013).

» Les mutations non répétées

Bien que la majorité des mutations identifiées soit présente au niveau de séquences répétées,
quelques mutations récurrentes au niveau de séquences non répétées ont été rapportées dans
les cancers MSI. Ces mutations ponctuelles ont eté recherchées dans les principales voies de
signalisation impliquées dans la transformation maligne des cellules épithéliales coliques.

Des mutations inactivatrices du géne APC (Adenomatous Polyposis Coli), appartenant a la

voie de signalisation Wnt, ont ainsi été rapportées dans 20% des tumeurs coliques MSI
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(Domingo et al., 2004). De maniére similaire a APC, le gene suppresseur de tumeurs (GST)
TP53, codant pour un facteur de transcription régulant les réponses au stress, n’est retrouveé
muté que dans 20-30% des tumeurs coliques MSI (Samowitz et al., 2001).Toutefois, un de
ces genes cibles BAX, qui est aussi un géne cible MSI, est frequemment muté dans les
tumeurs MSI (50%) (Duval et Hamelin, 2002).

Il est intéressant de noter que les tumeurs MSS sont mutées dans 50-75% des cas sur le gene
TP53 (Leslie et al., 2002), suggérant que les tumeurs MSI et MSS partagent certaines voies
de signalisations altérées en commun contribuant au développement tumoral. En opposition
aux genes suppresseurs de tumeurs, dont les mutations sont majoritairement responsables
d’une perte de fonction, les mutations sur les oncogénes sont principalement associées a leur
activation. KRAS appartient a la voie de signalisation des RAS/RAF/MAPK. Son altération
(au niveau des exons 12 et 13) est fréquemment observée (30-40%) dans les tumeurs coliques
de type MSS. Cependant, dans les tumeurs MSI, son altération n’est présente que dans
seulement 10-20% des cas (Samowitz et al., 2003).A I’inverse, les tumeurs gastriques MSI
sont plus fréquemment touchées par les mutations sur le géne KRAS (17-20%) (Van Grieken
et al., 2013).

BRAF, un autre oncogéne appartenant a la voie des RAS/RAF/MAPK, est aussi muté dans les
CCR. Les mutations touchant cet oncogene sont surtout caractérisées par des transversions (T-
A) qui surviennent au niveau du nucléotide 1799, situé dans ’exon 15. Cette mutation
activatrice correspond a un changement d’acide aminé, une valine (V) remplacée par un acide
glutamique (E), en position 600 de la protéine. Contrairement a KRAS, BRAF est
fréquemment muté (30-60%) dans les tumeurs CCR MSI sporadique en comparaison des
tumeurs MSS (5-10% des cas)ll est intéressant de noter que les mutations aux niveaux des
genes BRAF et KRAS sont mutuellement exclusives dans les tumeurs coliques MSI, en rapport
avec la redondance des effets liés a ces mutations (Oliveira et al., 2003; Funkhouser et
al.,2012).

D’autres points chauds de mutation ont été identifiés dans certains cancers MSI.Par exemple,
des altérations somatiques touchant le gene PIK3CA (Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate
3-Kinase Catalytic subunit o) et MLK3 (Mixed Lineage Kinase 3), codants respectivement
pour une sous-unité catalytique de laprotéine kinase PI3K (Phosphatidylinositol 3-Kinase) et
une serine/thréonine kinase, ont été identifiées dans les tumeurs coliques de type MSI (Corso
et al., 2011). Grace au séquencage a haut débit, de nouvelles mutations fréquentes au niveau
de séquences non répétées ont été identifiées dans des tumeurs colorectales MSI. De maniére

intéressante, la mutation faux-sens (Arg261Trp) identifiée au niveau du gene ZBTB2 semble
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impacter la prolifération cellulaire (Gylfe et al., 2013). Récemment, de nouvelles données
issues d’une analyse a plus grande échelle, provenant de la base de données « The Cancer
Genome Atlas » (TCGA), ont proposé que certains points chauds de mutations favorisent le
développement tumoral MSI, comme les mutations des genes POLE (DNA Polymerase e,
catalytic subunit; 23%) et POLD1 (DNAPolymerase ¢, catalytic subunit; 27%), impliqués
dans la réparation de I’ADN (Cortes et al., 2016).

1.4.3. La détermination du statut MMR :

A visée diagnostique, afin de permettre le dépistage du syndrome de Lynch ou a visée
thérapeutique et pronostique, la détermination du statut MMR d’une tumeur peut s’effectuer
par deux méthodes fortement corrélées : soit par méthode immunohistochimique, tres
largement utilisée en pratique quotidienne par les pathologistes et visant a étudier I’expression
des protéines MMR ; ou par génotypage en biologie moléculaire permettant d’étudier

I’instabilité des microsatellites.

a) L’immunohistochimie (IHC)

La technique d’immunohistochimie représente une bonne alternative au génotypage.
En effet, les altérations génétiques ou épigénétiques des génes MMR, se traduisent le plus
souvent au niveau protéique par une perte de fonction et d’expression des protéines MMR. A
I’état normal, ces protéines sont ubiquitaires et de localisation nucléaire. Elles sont exprimées
dans les cellules de 1’épithélium des cryptes coliques, dans les lymphocytes, les cellules
endothéliales, et les cellules du stroma, ce qui constitue un excellent témoin interne pour la
technique [HC. L’expression des principales protéines du systtme MMR est étudi¢e a 1’aide
d’anticorps monoclonaux dirigés contre ces protéines : hMLH1, hMSH2, hPMS2, hMSH6.

La perte d’expression des protéines hMLH1 et hMSH2 est exclusive, c’est-a-dire
qu’elle ne concerne généralement que I’'une des deux protéines. En revanche en cas de perte
d’expression de hMLH1, une perte conjointe de hPMS2 sera observée. De la méme maniere
une perte de hMSH2 sera toujours accompagnée d’une perte de hMSH6. 1l existe toutefois de
rares cas de perte isolée de hPMS2 ou de hMSH6 (Figure : 13).

L’extinction des protéines hMSH2, hMSH6 et hPMS2 est un bon argument pour une origine
constitutionnelle. L’extinction de hMLH1 peut en revanche étre liée soit & une mutation
constitutionnelle, soit a une hyperméthylation de son promoteur, phénomene épigénétique
secondaire a la sénescence fréquent dans les CCR sporadiques. La perte d’expression de la

protéine hMLH1 en IHC devra donc étre complétée par une recherche d’hyperméthylation du
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promoteur du géne MLH1, afin de discriminer une origine sporadique, d’une origine
héréditaire.

L’IHC est donc une technique peu onéreuse et particulierement sensible, (plus de 90% de
sensibilité) pour détecter une déficience du systtme MMR et de la protéine défectueuse,
permettant ainsi d’orienter les généticiens vers le géne MMR a séquencer. Cette technique
peut toutefois &tre mise en défaut en cas de mutation faux-sens, responsable d’une perte de

fonction mais pas d’expression de la protéine (Meilleroux, 2016).

Figure 13: THC des protéines MMR : perte d’expression conjointe de hMLH1 et hPMS2
(Meilleroux, 2016).
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b) La recherche d’instabilité micro-satellitaire (MSI) :

Cette technique consiste a rechercher en biologie moléculaire, La présence d’une
instabilité des microsatellites, qui sont des petites séquences d’ADN non codantes répétées
tout le long du génome humain. Ces séquences sont constituées d’une a cinq paire de bases
répétées quinze a trente fois. Du fait de ces répétitions, ils sont fréquemment sujets aux
erreurs de réplications et nécessitent donc trés souvent ’intervention du systeme MMR.
Lorsque ce systéme est defaillant, les microsatellites cumulent les erreurs. Ces erreurs
conduisent a I’apparition de nouveaux all¢les de tailles différentes de ceux de I’ADN
germinal. Ce phénotype instable est constant dans les CCR et associés a I’inactivation d’un
des genes MMR principaux.

L’analyse est réalisée a partir de ’ADN extrait du tissu tumoral, amplification,
préparation du mélange PCR, et analyse de fragment par séquencage. Un panel permettant
I’étude de 5 marqueurs nucléotidiques quasi monomorphes (c’est-a-dire présentant peu de
variation de taille) dans la population mondiale (BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-22, NR-24 ou
NR27) a été recommandé (Figure : 14) (Umar et al., 2004).

BAT-25 localisé dans I’intron 16 du géne c-kit ; BAT-26 localisé dans I’intron 5 du géne
MSH2 ; NR-21 localisé dans la région 5’non traduite du géne SLC7AB ; NR-24 localisé dans
la région 5’non traduite du géne ZNF-2 et NR-27 (MONO-27) localisé dans la région 5’ non
traduite du géne IAP-1. Ces microsatellites sont dits quasi-monomorphes, c’est-a-dire qu’ils
sont caractérisés par un nombre de répétitions, et donc une taille, trés homogéne dans une
population donnée (entre les différents individus et pour les 2 alléles d’un méme individu).
Les polymorphismes ne sont cependant pas exclus, en particulier pour les marqueurs BAT-
25et NR-21. lIs se traduisent par la présence de 2 pics distincts apres amplification. La mise
en évidence d’un profil identique aprés amplification de I’ADN constitutionnel permet de
retenir ce diagnostic et d’éliminer un phénomeéne d’instabilité au niveau tumoral. Le kit utilisé
en routine comporte également deux marqueurs polymorphes de type penta-nucléotides qui
permettent de valider la concordance entre le tissu sain et le tissu tumoral étudié et de verifier
I’absence de contamination inter-échantillon car chaque individu a des marqueurs spécifiques.
La technique correspond a une amplification par PCR (Polymerase Chain Recation) des
marqueurs ¢étudiés. L’amplification des 5 marqueurs testés est généralement simultanée. On
parle de PCR multiplex. L’étude des produits d’amplification est réalisée par migration en
électrophorese capillaire sur un séquenceur qui permet une discrimination au nucléotide pres.
En cas d’approche multiplex, chaque marqueur est marqué avec un fluorophore différent, ce

qui permet de les distinguer. 1l faut noter que la Tag polymérase n’est pas suffisamment fidele
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pour synthétiser le nombre exact de répétitions de nucléotides de telle sorte que, en 1’absence
de facteurs de réparation in vitro, les profils obtenus correspondent, pour chaque marqueur, a
plusieurs pics autour d’un pic principal. C’est le pic principal, qui est caractérisé par la plus
forte intensité, qui est utilisé pour évaluer la taille du marqueur. L’instabilité est définie, pour
un marqueur donné, par la présence de deux pics principaux voire de deux groupes de pics
bien séparés aprés amplification a partir de I’ADN extrait du tissu tumoral (Bruno et al.,
2011).

Ce panel permet d’établir le statut MSI d’une tumeur avec une sensibilité et une spécificité de
100%, sans nécessité¢ de recourir a une analyse comparative de I’ADN constitutionnel
(Buhard et al., 2006). Comme il existe tout de méme de rares variantes alléliques
(polymorphisme), une tumeur ne sera considérée MSI que si au moins 3 des 5 marqueurs sont

instables dans la tumeur.

l L (@
1 1 1

50 m 70 80 90 MMZ 10 120 13‘5E 140 150 160
1000
X }
800
P Allele Alléle Allgle Allele
w0 anormal  Alléle anormal Allle anarmal normal
20 l normal aoal l
400
300
200
f\ M MM\M I

i g AR FL/ M ﬂ /\:\/L ANAAANAAS [VAVaVaTAY N f’\f\ J

BolGa s [eBE T
< >
| n ]
|

&) 70 &;m 80 100 [ 110 m‘ 120 130 140 1% 160
1000 ‘ 3
- Alléle
o Allé]e anormal
0 anoﬂnal .
P | Al il
0 normal | NERNY
a00 | “
300 | j‘ [ l " N [
: ‘} ‘“ ‘M'H i
200 | | 111 ‘ :
100 ‘ “““ \4‘“”;"‘ ‘ ‘j““'\:“ A

S i o — s Rt R . ‘H‘ |‘ ‘ ”““‘ ‘\‘\ ‘ H \‘ ‘ j“\ \;“\“ P _ A =

[102.73) [109.71] (1176100 64K6] [124.76
< 2

Figure 14 : Profil d'instabilité moléculaire (Umar et al., 2004).

Cette technique moléculaire est une méthode fiable et robuste, mais nécessitant suffisamment
de matériel tumoral de bonne qualité. Par ailleurs, elle ne permet pas de déterminer la protéine
et donc le géne en cause, contrairement a la technique d’IHC. Ces deux méthodes sont par

ailleurs fortement corrélées. (annexe 2)
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CHAPITRE Il : MATERIELS ET METHODES
I1.1. Etude rétrospective :

Notre étude rétrospective, a portée sur une période de 2 ans, a colligé 38 cas (20 femmes et 18
hommes) présentant un cancer colorectal qui ont pris en charge au centre Pierre et Marie

Curie d’Alger durant la période allant de janvier 2018 a janvier 2020.
Pour la réalisation de ce travail nous avons consulté :

e Les registres d’hospitalisation et des consultations et de I’hopital de jour de service.
e Les dossiers cliniques des malades comportant 1’observation clinique, les examens

para cliniques, les comptes rendus d’anatomie-pathologique

La compilation des données sur dossiers nous a permis d’établir les critéres d’inclusion et
d’exclusion :
» Critéres d’inclusion :
e On a inclus dans notre étude tous les patients présentant des tumeurs malignes
colorectales dans le service d’oncologie et pris en charge durant ces deux ans.
e Ont été retenus tous les diagnostics de cancers colique et rectal confirmés
histologiquement et ayant bénéficiés d’une étude immunohistochimique du statut MSI.
» Critéres d’exclusion :

e les patients atteints de rectocolites ulcéreuses et de colites infectieuses.

11.2. MATERIEL :

11.2.1. Matériel biologique :

Notre matériel biologique consiste en des prélévements tissulaires biopsiques et/ou
opératoires de tumeurs recto-coliques, inclus en bloc de paraffine.

11.2.2. Matériel non biologique :

Gants, Cassettes, Moule (inox), Pincette, Microtome, Bain marie, Etuve, Lames et lamelles et
Microscope optique.

PRODUITS DIVERS

* Eau * Xylene * Colorants :
* Alcool 4 90% < Alcool 70% - Hématoxyline de Mayer
* Formol 10% - Eosine

e Paraffine
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11.3. METHODES

11.3.1. Techniques histologiques :
11.3.1.1. La fixation :

La fixation est indisponible pour conserver les caractéristiques morphologiques et
moléculaires tissulaires. Cette étape pré-analytique est réalisée immédiatement apres le
prélévement de 1’échantillon a observer, par immersion de ce matériel dans un grand volume
de liquide fixateur (formol a 10%).

La durée de la fixation varie selon le volume des prélevements (de 6h & 8h pour un petit
fragment biopsique a 48h a 72h pour les pieces opératoires). Le fixateur recommandé est le

formol a 10% (dilution a 10% du formol officinal qui est le formaldéhyde a 36%).

11.3.1.2. Déshydratation et éclaircissement :
v Déshydratation :

Elle permet d’extraire toute I’eau du tissu par ’alcool éthylique, qui est miscible dans
I’eau, comme il agit assez rapidement. On évite d’y laisser les tissus trop longtemps : 2 heures
dans chaque bain. Les cassettes contenant 1’organe étudié, subissent une déshydratation a
concentrations croissantes : 70° (1 bain), 80° (1 bain), 95° (1bain). Car une trop forte
concentration risque de causer la déformation, la rétraction et le durcissement des tissus. Puis
le trempage dans 3 bains d’alcool 100° a la fin du processus assure une bonne déshydratation
et permet a 1’agent clarifiant de bien pénétrer le tissu. La durée pour chaque bain est d’une

heure chacun.

v’ Eclaircissement :
Elle permet de remplacer ’agent déshydratant par un produit miscible dans la solution
d’imprégnation, un bon agent clarifiant est un produit miscible dans un solvant anhydre dont

I’indice de réaction est élevé et permet d’augmenter la transparence du tissu.

Elle se fait par immersion dans 3 bains de xyléne afin de rendre les pieces transparentes La
durée est d’une heure pour chacun. Ca consiste a ¢liminer 1’alcool utilis¢é dans la
déshydratation. C’est ce qui permet une miscibilit¢ entre 1’alcool et la paraffine par

conséquent préparer le tissu a I’imprégnation.
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v' Imprégnation a la paraffine :

Elle est la derniére étape de la circulation, le milieu utilisé est le méme qu'a I’étape de
I’enrobage. Un mélange a base de paraffine est le milieu le plus utilisé puisqu'il permet de
bien remplir tous les cavités tissulaires, de donner une consistance uniforme et de fournir un
support interne au tissu a 1’enrobage, ce mélange offrira un support externe a la coupe.

Elle s’effectue a chaud dans deux bains de paraffine liquéfiée a chaud (60°C), le premier

pendant 1h et le deuxiéme est de 7h pour remplacer le xyléne par la paraffine.
11.3.1.3. Inclusion et confection des blocs de paraffine :

e Inclusion d’un bloc :

A pour but de permettre la réalisation de coupes fines et régulicres, le milieu d’inclusion
le plus utilisé est la paraffine. Comme la paraffine est hydrophobe, le prélévement doit
d’abord subir une déshydratation avant d’étre coulé dans un moule contenant de la paraffine
fondue par chauffage et devenue liquide, qui infiltre alors toute la piéce.

e L’enrobage:

L’enrobage consiste a préparer un bloc de paraffine dans lequel on introduit une piece de
tissu qui a subi les étapes de circulation, grace a un appareil d’inclusion. Il permet de fournir
au tissu un support externe pour la coupe au microtome et d’assurer une meilleure
conservation du tissu par la suite. Selon les étapes suivantes ; préchauffage des moules de
métal et des cassettes en plastiques dans une console thermique, par la suite mise en place du
tissu au centre du moule qui est a moitié rempli de paraffine puis entierement rempli et
couvert par la cassette portant la référence de 1’échantillon, a 1’aide d’une pince. L’ensemble
est placé sur la plaque froide ou plaque réfrigérante, apres refroidissement, le bloc de
paraffine peut étre démoulé. Détaché du moule, un bloc de paraffine dur est obtenu. La
température de la paraffine ne doit pas dépasser 60°C . Il faut conserver le tissu a la chaleur
pendant 1’étape d’enrobage afin d’éviter que la paraffine ne fige et ne cause la formation
d’artéfacts. Au cours de I’enrobage, une vérification permet de s’assurer que le numéro du cas

est correctement inscrit sur la cassette.

11.3.1.4. Confection et étalement des coupes :

v Réalisation des coupes :
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Les coupes du bloc de paraffine sont faites avec un microtome permettant de réaliser des
tranches de section (coupes) de 2 a 5 um d’épaisseur; les coupes sont recueillies sur des

lames de verre.
v' Etalement :

L’étalement permet de redonner au tissu sa forme initiale avant de le récupérer sur une
lame pour 1’examiner au microscope. Le mode d’étalement le plus répandu est sur bain

marie.
11.3.1.5. Coloration des coupes histologique :

Le but de la coloration est de rendre plus évidents les différents constituants cellulaires et
tissulaires: la coloration de routine & I'hématoxyline-Eosine (HE), coloration Trichrome de

Masson.

Avant toute coloration, les coupes doivent étre débarrassées de la paraffine et réhydratées.
Les colorants sont hydrophiles tandis que la paraffine est hydrophobe; c’est pourquoi la

coloration des coupes comporte une étape de déparaffinage et de réhydratation.

11.3.1.5.1. Déparaffinage et réhydratation :

a. Déparaffinage : Pour cela, il est nécessaire de préparer le tissu. Tout d’abord des
lames doivent étre plongées par I’automate de coloration dans un bain de xyléne
pendant 20 minutes afin d’éliminer la paraffine des tissus. Cette étape permet une
meilleure imprégnation de ces derniers par le colorant.

b. Réhydratation : Ensuite on procéde a ’hydratation dont le but est le de chasser le
xyléne du tissu et de le remplacer par I’eau étant donnée que la plus part des colorants
sont de nature aqueuse. Elle se traduit par le passage de panier des lames a colorer par
I’automate dans trois bains d’éthanol a concentration décroissante ; respectivement
100° pendant 1 minute, 95° et 75°pendant pendant 30 secondes, puis un bain d’eau

courante pendant 10 minutes pour le ringage des lames.
11.3.1.5.2 Coloration des coupes par Hématoxyline-Eosine (HE) :

C’est une coloration de routine ou I’Hématoxyline colore les noyaux en bleu violet car c’est
un colorant basique qui colore les structures basophiles (acide), et 1’Eosine colore le

cytoplasme car est un colorant acide qui colore les structures acidophiles (basique) en rouge
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ou en rose. Pour la coloration d’hématoxyline éosine (HE), les coupes ont été colorées dans

un automate de coloration.

11.3.1.5.3.Coloration Trichrome de Masson :

C’est une coloration histologique trichromique, associant une coloration nucléaire par
I’hématoxyline, une cytoplasmique par un mélange de colorants acides (Fushine-Ponceau) et

une autre du collagéne par vert lumiére ou bleu d’aniline.

Elle est utilisée pour mettre en évidence les éléments du tissu de soutien, en particulier le

collagéne ainsi les altérations tissulaires tels que les fibroses et les inclusions.

Les résultats : le collagéne coloré en bleu ou en vert, le cytoplasme en rose a rouge, les
noyaux en bleu foncé ou brun, les hématies et la granulation €éosinophile en rouge.
11.3.1.6. Montage :

Est la fixation par une substance appropriées d’une lamelle sur 1’échantillon histologique, il
s’agit d’Eukitt, qui permet I’adhérence entre la lame et lamelle, une 1égere pression sur la
lamelle permettant de chasser les bulles d’air. Ce processus offre une protection contre la
décoloration causée par I’oxydation par 1’air ambiant ou les vapeurs de certains produits
chimiques, en plus de protéger le tissu des aléas de la manipulation. Aprés montage, les lames
sont séchées sur papier absorbant, nettoyées au Xxyléne puis observées au microscope
photonique aux différents grossissements (x40, x100 et x400). La prise des photos est

effectuée a I’aide d’un appareil photos numérique (annexe 4).
11.3.2. Immunohistochimie :

11.3.2.1. Principe :

L’immunohistochimie (IHC) est une méthode utilisée pour déterminer l'expression de

biomarqueurs dans les tissus.

11.3.2.2. Procédure :

1. Couper les blocs de tissu inclus en paraffine en sections ultra-fines (~ 4 um) et les

placer sur les lames de verre.
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Figure 15 : Sections ultra-fines.

Déparaffinage : Etape assurant la réhydratation de la coupe afin de la colorer.
Xyléne, alcool 100°,90°,70°, eau.

Pour cela, il nécessaire de préparer le tissu. Tout d’abord les lames doivent étre
plongées dans 6 bains de xyléne pendant 5 minutes pour chacun afin d’éliminer la
paraffine des tissus.

Ensuite on procéde a I’hydratation dont le but de chasser le xyléne du tissu et de le
remplacer par I’eau. Elle se traduit par le passage de panier des lames a étudi¢es dans
6 bains d’alcool a concentration décroissante : respectivement (100°,90° ,70°) pendant
5 minutes pour chacun, puis un bain de I’eau courante pour le ringage des lames.
Démasquage : Les lames doivent étre plongées ou immergées dans du tampon (une
solution TRS), et les incubées a 98° - 99° C dans un bain marie pendant 40 minutes.
(Cette solution permet de révéler les antigénes masqués par des molécules
antagonistes).

Refroidissement : sortir les lames a température ambiante et les laisser refroidir
pendant 15 a 20 minutes sur la paillasse.

Préparation de la chambre humide pour les lames et les couvrir par un plateau afin de
conférer une incubation dans le noir.

Laver a I’eau distillée pendant Sminutes.

Séchage des lames.

Entourer I’échantillon sur lame par le DaKopen (Dako SA, Trappes, France) pour
limiter la diffusion des réactifs.

Ringage des lames par I’eau distillée.
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10. Bloquer les peroxydases endogenes en incubant les lames dans du peroxyde
d’hydrogéne (H,O,) pendant5a 10 minutes.

11. Ringage avec |’eau distillée.

12. Rincage avec le PBS (dilué) dans 2 bains pendant 5 minutes pour chacun.

13. La coloration est la partie analytique du processus IHC. Il comprend la récupération
d'antigene, l'application de I'anticorps primaire et le systéme de visualisation, qui se

terminent par une contre-coloration:

Incubation d'anticorps primaire pendant 30 minutes. Un anticorps primaire est appliqué a
I’antigéne d’intérét sur le tissu.

o anti-MSH2 (lot:138611, LEICA NOVOCASTRA, dilution : 1/100),

o anti-MSH6 (Iot:6007331, LEICA NOVOCASTRA, dilution : 1/100),

o anti-MLH1 (lot 6002572: LEICA NOVOCASTRA, dilution : 1/50)

o etanti-PMS2 (lot 6006841: LEICA NOVOCASTRA, dilution : 1/50)

Figure 16 : Coloration IHC en automate VENTANA
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Figure 17 : Références des AC utilisés en automate VENTANA (AC pré dilué).
Mettre L'anticorps secondaire (enzyme) qui se lie a l'anticorps primaire; pendant 30
minutes.

Ringage par le PBS dans 2 bains pendant 5 minutes pour chacun.

Révélation (1 ml substrat DAB +une goutte de chromogéne) entre 5 a 10 minutes. Le

chromogene est appliqué pour le complexe anticorps / antigene.

Biotin

Avidiin

Reporter erzyme
Sictinylcted
> secondary
anticody
Primary
ontibody
‘ Tissue ontigen

Figure 18 : Détection du complexe anticorps / antigéene.

Avidin Biotin conjugate Avidin-Biotin Complex

Figure 19 : Systeme biotine/avidine.

Divers types de traceurs peuvent étre utilisés pour conjuguer un anticorps secondaire

(ou la protéine biotine). Les deux types de molécules les plus utilisés sont les
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enzymes et les radio-isotopes. On parle alors d’enzymo-immunodosage. Les
principales enzymes utilisées sont la phosphatase alcaline, la peroxidase de raifort
(horseradish peroxidase), le glucose oxydase et la b-galactosidase.

e Ringage a I’eau distillée et séchages des lames.

e Une contre-coloration est réalisée par 1’hématoxyline de Mayer (pendant 1 minute)
pour visualiser les noyaux et lI'architecture globale des tissus.

e Ringage avec I’eau de robinet.

e Préparation de I’eau d’ammoniac (500 ml de 1’eau de robinet + 5 gouttes d’ammoniac)

e Rincage a I’eau distillée.

e Les sections sont déshydratées dans 2 bains d’alcool, montées et recouvertes de
lamelles.

14. Au cours du processus post-analytique, le pathologiste interpréte les tests en fonction
des tests tissulaires positifs et négatifs, en utilisant le microscope photonique.

15. Les résultats sont rapportés a I'oncologue pour prendre une décision de traitement.

Les altérations génétiques ou épigénétiques des genes MMR, se traduisent le plus souvent au
niveau protéique par une perte de fonction et d’expression des protéines MMR. En technique
d’immunohistochimie, ces protéines sont a 1’état normal, de localisation ubiquitaire et
nucléaire. Elles sont exprimées dans les cellules de 1’épithélium des cryptes coliques, dans les
lymphocytes, les cellules endothéliales, et les cellules du stroma, ce qui constitue un excellent
témoin interne. La perte d’expression se traduit par I’absence de positivité nucléaire des
cellules tumorales pour I’'un ou plusieurs AC monoclonaux dirigés contre ces protéines :
hMLH1, hMSH2, hPMS2, hMSH6. La perte d’expression des protéines hMLH1 et hMSH?2
est exclusive, c’est-a-dire qu’elle ne concerne généralement que 1’une des deux protéines. En
revanche en cas de perte d’expression de hMLHI1, une perte conjointe de hPMS2 sera
observée. De la méme manicre une perte de hMSH2 sera toujours accompagnée d’une perte
de hMSHBG6. Il existe toutefois de rares cas de perte isolée de hPMS2 ou de hMSHBS.

L’THC est donc une technique peu onéreuse et particulierement sensible, (plus de 90% de
sensibilité) pour détecter une déficience du systtme MMR et de la protéine défectueuse,
permettant ainsi d’orienter les généticiens vers le géne MMR a séquencer. Cette technique
peut toutefois étre mise en défaut en cas de mutation faux-sens, responsable d’une perte de

fonction mais pas d’expression de la protéine.
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CHAPITRE 111 : RESULTATS

I11.1. Caractéristiques épidémiologiques :
1. Age:

La tranche &ge varie entre 30 ans et 88 ans avec un 4ge moyen de 53 ans.
Les ages sont repartis de la maniére suivante :

20 1‘
19,5
19

18,5

® Nombre de cas
18

17,5

17

<50

>50

Figure 20 : Répartition selon I’age, en deux tranches de <50 ans et > 50 ans.
2. sexe:

Dans notre étude, nous avons 38 cas dont 18 hommes (soit 47%) et 20 femmes (soit 53%),
avec un sexe ratio de 0.9, avec une prévalence au sexe féminin.

Femmes

Hommes
53%

47%

Figure 21 : Répartition des patients selon le sexe.
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3. Différenciation histologique :
Tous les patients de notre série ont une preuve histologique de malignité. Dans la totalité des
cas il s’agit d’un adénocarcinome lieberkhunien (ADK).

e Grade 1 : bien différenciés : dans 26 cas soit 68.4% de I’ensemble des ADK.

e Grade 2 : moyennement différenciés : dans 10 cas soit 26.3%.

e Grade 3 : peu différenciés : dans 2 cas soit 5.3%.

5.3%

H Bien différencié

# Moyennement
différencié
i Peu différencié

Figure 22 : Répartition selon la Différenciation du cancer colorectal.
4. Taille tumorale
La taille tumorale moyenne sur piéce opératoire est de 6.8 cm (extrémes de 2.5 et 20 cm).

5. StadepT

Evalue la taille tumorale (T) pour les cas opérés sans thérapeutique RCC néo-adjuvante, selon
la profondeur pariétale d’infiltration. Les % des patients ont un stade pT3 correspondant a une

infiltration tumorale qui arrive a la musculeuse, sans la dépasser.

2,6% 2,6%
_7/2,6%

HTX
ET1
T2
HT3
MT4

Figure 23 : Répartition selon la profondeur pariétale d’infiltration (T) du cancer
colorectal.
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6. Stadep N :
Evalue Datteinte ganglionnaire (N) pour les cas opérés sans thérapeutique RCC néo-

adjuvante.

7.9% 2.6%

ENO

ENla
HN1b
H N2a
 N2b
M NX

Figure 24 : Répartition selon I’atteinte ganglionnaire (N) du cancer colorectal.
Pres des 2/3 des patients n’ont pas d’atteinte ganglionnaire.

7. Extinction des protéines MMR a PIHC :

Elle intéresse 06 cas parmi les 38 cas étudies, ce qui correspond a 16 % de cas avec perte

d’expression d’une ou plusieurs protéines MSI.

Expression des protéines MSI

absente
16%

Figure 25 : Répartition selon la perte de I’expression des protéines MMR des cas étudiés
de cancer colorectal.



Selon les protéines éteintes, nous observons 3 cas de perte concomitante MSH2-MSH6, 2
cas de perte de PMS2 et 1 cas de perte de MSH6

# MSH2-MSH6
H MSH6
M PMS2

Figure 26: Répartition des patients selon la protéine MMR éteinte.

111.2. ETUDE ANALYTIQUE
111.2.1 Etude comparative des caracteristiques histologiques et immuno-histochimiques
du CCR entre le groupe de patients de moins de 50 ans et celui de plus de 50 ans :

1. Comparaison selon la taille tumorale

La taille tumorale moyenne pour les Patients <50 ans est de 8cm, contre 5.5 cm pour les

patients agés de >50 ans.
2. Comparaison selon le type et le degré de différenciation histologique :

A

Haut grade

= >50
m <50

Bas grade

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Figure 27: Répartition des patients des deux groupes selon la différenciation du CCR
Carcinome de haut grade= Carcinome peu différencié et/ou moyennement différencié
Carcinome de bas grade= Carcinome bien différencié.
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Tous les carcinomes de haut grade se voient chez des patients de moins de 50 ans, alors que
les carcinomes de bas grade se voient prés qu’autant chez les sujets de moins de 50 ans que
ceux de plus de 50 ans.

3. Comparaison selon lestadep T
0,
T4 33,3%
90%

T3 56%

T2 5,6% u>50

B
T1 5% =30
Tx 5,6%
0% 20% 40% 60% 80% 100%

Figure 28: Répartition des patients des deux groupes d’age selon le stade pT du CCR
90% des patients de plus de 50 ans sont pT3 contre 56% des moins de 50 ans.

4. Comparaison selon le stade p N
78.9% des patients de >50 ans n’ont pas une atteinte ganglionnaire (NO) contre 47.4%
des <50 ans.

NXx

N2b 10,5%
5,3%
N2a 10,5%

E>50

10,5% E<50

N1b
Nla
NO 78,9%
0% 20% 40% 60% 80%

Figure 29 : Répartition des patients des deux groupes selon le statut ganglionnaire (N)
du CCR.
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111.2.2 Etude comparative de caractéristiques cliniques et histologiques et immuno-
histochimiques du cancer colorectal avec extinction de protéine (s) MMR par rapport au

cancer colorectal avec conservation de protéine (s) MMR

1. Comparaison selon I’age

53.1% des patients avec un phénotype MSS ont plus de 50 ans et inversement 66.7% des

patients avec phénotype MSI ont moins de 50 ans.

MSS MSI Probable

H<50
H>50

H<50
H>50

Figure 30: Répartition des patients des deux groupes phénotypiques selon I’age.

2. Comparaison selon le sexe

53.1% des patients présentant un phénotype MSS sont de sexe féminin, contre 50% des

patients présentant un phénotype MSI.

MSS MSI Probable

HHomme HHomme

HFemme HFemme

Figure 31: Répartition des patients des deux groupes phénotypiques selon le sexe.
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3. Comparaison selon la taille tumorale

La taille tumorale moyenne pour les cas MSS est de 7 cm, contre 9 cm pour les cas MSI

probable.

4. Comparaison selon le type et le degré de différenciation histologique

Tous les patients avec un phénotype MSI probable ont un carcinome de bas grade contre

93.8% des patients ayant un phénotype MSS.

MSS

6,3%

H Bas grade
® Haut grade

MSI Probable

0%

m Bas grade
® Haut grade

Figure 32: Répartition des patients des deux groupes phénotypiques selon le degré de

différenciation du carcinome colorectal.

5. Comparaison selon lestadep T

78.1% des patients présentant un phénotype MSS sont pT3. Les patients présentant un
phénotype MSI ont a 50/50 un stade pT3 ou pT4.

MSI Probable

0% 0%

=Tl
mT2
= T3
= T4

mTX

MSS

3,1% - 3,1%

~\

Tl
HT2
T3
o T4

HTX

Figure 33:Répartition des patients des deux groupes phénotypiques selon le stade d’infiltration

pariétale.



6. Comparaison selon le stade p N

65.6% des patients présentant un phénotype MSS ont une atteinte ganglionnaire N1a,

alors que 66.7% des patients présentant un phénotype MSI sont NO.

6,3%

0%

MSS MSI Probable

3.1% 0%

E NO = NO
E Nla ® Nla
i Nib = Nib
H N2a ® N2a
E N2b = N2b
HNx m Nx

Figure

34 : Répartition des patients des deux groupes phénotypiques selon le statut

ganglionnaire locorégional.

111.3. Tllustration des données de I’analyse Immunohistochimique :

L’analyse immunohistochimique des protéines MLH1, MSH2, MSH6 et PMS2 retrouve :

un marquage positif des protéines MMR au niveau des cellules tumorales dans 32 cas
(84%) répondant a des adénocarcinomes biens différenciés, suggérant des tumeurs
MMR- non déficientes (MSS) : Figures35, 36 et 37.

Une absence totale de marquage au niveau des cellules tumorales a été retrouvée pour
PMS2 dans 02 cas (33.33%) : Figure 38.

Pour MSH6, I’absence totale d’expression de cette protéine au niveau des cellules
tumorales a été retrouvée dans seul cas répondant a un adénocarcinome bien
différencié de 5 cm (Figure 39).

Une absence totale de marquage au niveau des cellules tumorales a été retrouvée pour

MSH2 et pour MSH6, dans 3 cas 50% répondant a un adénocarcinome mucineux de
11.3 c¢m de moyenne (Figure : 40).

Pour MLHI1, I’absence totale d’expression de cette protéine au niveau des cellules
tumorales n’a été retrouvée dans aucun cas. Pour cette protéine, I’interprétation de

I’immunomarquage était délicat car dans la grande majorité des cas le marquage était
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faible et diffus aussi bien pour les cellules carcinomateuses que les cellules normales :

lymphocytes, fibroblastes et cellules endothéliales (Figure : 41) (annexe 5).

Figure 35 : A (HE, Gx10) Adénocarcinome
colique bien différencié. Prolifération faite
de structures tubulo-acineuses. B (IHC,
Gx10) MLH1 : forte positivité nucléaire
des cellules tumorales. C (IHC, Gx10)
MSH2 : forte positivité nucléaire des
cellules tumorales. D (IHC, Gx10) MSH6 :
forte positivité nucléaire des cellules
tumorales. E (IHC, Gx10) PMS2:
positivité nucléaire des cellules tumorales.
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Figure 36: A (HE, Gx10),
Adénocarcinome  colique  mucineux.
Proliféeration  faite de  structures
glandulaires baignant dans des nappes
de mucus. B (IHC, Gx40) MLH1:
positivit¢  nucléaire  des  cellules
tumorales. C (IHC, Gx40) MSH2 : forte
positivit¢  nucléaire  des  cellules
tumorales. D (IHC, Gx40) MSH6 : forte
positivitt  nucléaire  des  cellules
tumorales. E (IHC, Gx40) PMS2:
positivitt  nucléaire  des  cellules
tumorales.

46



A
o

:-\"'_O’r'\gé 8- -
IO ”

y -
,'t{
Dk
=Y

g

OO
DN ek 3

g R
e L Ay
4 b.. ¥ 4
e a0y
( : g

5 L5 af > \

-_Q*"’ 0 & %
@& A Q‘ b 4

e Rt R

; C v . A o -I 1 _.":Ef'{-"‘(’- .8
e k% AN vt ] (g A Bt

Figure 37: A (HE, Gx10) Mugqueuse colique infiltrée par un Adénocarcinome bien différencié
fait de structures glandulaire, papillaires et acineuses. B (IHC, Gx10) MLH1 : positivité
nucléaire des cellules tumorales et des cellules coliques normales. C (IHC, Gx10) MSH2 :
forte positivité nucléaire des cellules tumorales. D (IHC, Gx10) MSH®6 : forte positivité
nucléaire des cellules tumorales.
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Figure38 : A (HE, Gx10) Adénocarcinome colique bien différencié. Prolifération faite de
structures glandulaires. B (IHC, Gx10) MLH1 : positivité nucléaire de faible intensité des
cellules tumorales. C (IHC, Gx10) MSH2 : forte positivité nucléaire des cellules tumorales. D
(IHC, Gx10) MSH6 : forte positivité nucléaire des cellules tumorales. E (IHC, Gx10) PMS2 :
absence de positivité nucléaire des cellules tumorales. F (IHC, Gx40) PMS2 : absence de
positivité nucléaire des cellules tumorales
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Figure 39 : A (HE, Gx10) Adénocarcinome
colique bien différencié. Prolifération faite de
structures glandulo-papillaire. B (IHC, Gx10)
MLHL1 : positivité nucléaire des cellules
tumorales. C (IHC, Gx10) MSH2 : forte
positivité nucléaire des cellules tumorales. D
(IHC, Gx10) et E (IHC, Gx40) MSH6 : Absence
de positivité nucléaire des cellules tumorales.
Perte de [’expression de la protéine MSH6. F
(IHC, Gx10) et G (IHC, Gx40) PMS2 : positiviteé
nucléaire des cellules tumorales.
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Figure40: A (HE, Gx10) Adénocarcinome colique de type mucineux. Prolifération faite de
structures glandulaires baignant dans des nappes de mucus. B (IHC, Gx10) MLHL1 : positivité
nucléaire des cellules tumorales. C (IHC, Gx10) MSH2 : Absence de positivité nucléaire des
cellules tumorales. Perte d’expression de la protéine MSH2. D (IHC, Gx10) MSHG6 : Absence
de positivité nucléaire des cellules tumorales. Perte d’expression de la protéine MSHG.
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CHAPITRE V : DISCUSSION

Les CCR avec MSI sont plus fréquents dans le cdlon droit et sont histologiquement
caractérisés par des traits mucineux et un stroma réaction lymphocytaire. Souvent de stade |1
et relativement rare parmi les tumeurs métastatiques, ils surviennent généralement chez les
patientes agees ; Alors que le CCR dans le contexte du LS survient souvent chez les jeunes
patients (de moins de 50 ans).
Dans notre série, nous avons rapporté un age moyen de 53 ans avec une proportion de sujets
jeunes agés de < 50 ans de 52.6%. Nous avons aussi constate, une légére prédominance
féminine est notée. Alors que dans la littérature, on rapporte en général Une légére
prédominance masculine.
L’adénocarcinome bien différencié est le type histologique le plus fréquent (68.4%) chez nos
patients et 90% des patients de plus de 50 ans sont pT3 contre 56% des moins de 50 ans.
Selon la classification anatomopathologique (pTNM), les résultats montrent une
prédominance du stade Il par rapport aux stades IV et Il. En effet Les Ydes patients
correspondent a une infiltration tumorale qui arrive a la musculeuse, sans la dépasser.
Par ailleurs, il a été démontré dans la majorité des cas une extension ganglionnaire (34% des
cas). Nous notons un seul cas au stade | parmi nos patients étudiés.
Ces résultats pourraient étre dus a plusieurs raisons :

v’ Les patients arrivent au service de santé a un stade tardif a défaut de la négligence,

v"le manque de motivation, la peur du résultat, une information insuffisante et le

manque de temps.
v Les malades qui ne font pas une surveillance réguliére, ceci augmente le risque des
récidives.

v' Manque de compagnie médicale et sociale de dépistage et de prévention

Une absence totale d’expression des protéines de réparation n’a été observée dans aucun cas
parmi les adénocarcinomes étudiés et ce pour MSH2, MSH6 et PMS2. Alors qu’une
expression anormale (hétérogene et/ou faible) a été trouvée dans des adénocarcinomes pour
MSH2 dans 3 cas (soit 7.9%) et dans un seul (soit 2.6%) pour MSH6 et dans 2 cas (soit
5.3%) pour PMS2.Cette anomalie d’expression n’est pas corrélée aux caractéristiques
anatomo-cliniques des adénocarcinomes (sexe, localisation, grade de différenciation et type
histologique).

En comparant nos résultats a ceux de la littérature, le MSI survient dans environ 15% de

toutes les tumeurs CCR dans les populations blanches. 1l résulte d’une AMMR défectucuse
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causée par la défaillance de I'un des quatre principaux genes MMR, MSH2, MLH1, MSH6 ou
PMS2. Ce phénotype va se traduire d’une part par un défaut de production des protéines
MMR détectables en immunohistochimie et d’autre part, par une instabilit¢ de séquences
hautement répétées du génome, (les microsatellites). Il existe deux types différents d'anomalie
du gene MMR : elle est soit causeée par une mutation germinale héréditaire dans un alléle
suivie d'une inactivation somatique de I'alléle de type sauvage dans une cellule muqueuse du
cblon (ces personnes ont un syndrome HNPCC et représentent 3% a 5% de tous les CCR), ou
cette anomalie fait suite a l'inactivation somatique des deux alleles. Les patients atteints du
syndrome de Lynch — LS, sont porteurs d’une mutation mono-allélique germinale au niveau
d’un des génes du systtme MMR, MLH1, MSH2, MSH6 et PMS2, a transmission
autosomique dominante, ce qui augmente leur risque de développer un CCR. lls bénéficient
d'une surveillance accrue ; d’ou I’importance de 1”'identification des patients LS, ainsi que les
membres de la famille atteints de ce syndrome.

Etant donné que la plupart (90%) des CCR dus a LS ont un phénotype MSI, les tests MSI par
immunohistochimie ou biologie moléculaire peuvent servir d'outils de dépistage pour détecter
le LS. De multiples études rétrospectives ont montré que les patients atteints de CCR MSI-H
(haut niveau d’instabilité satellitaire) ont un pronostic ajusté au stade plus favorable que ceux
qui ont des tumeurs MSS. Il a été suggéré que lI'amélioration du pronostic du MSI-H CCR
peut résulter de la réponse immunitaire anti-tumorale prononcée de I'hote. En effet, 1’infiltrat
inflammatoire fait de lymphocytes ou une réaction inflammatoire semblable a celle observée
dans la maladie de Crohn, sont importants dans les CCR- MSI. Cela est di au mangue de
systeme MMR avec I'accumulation conséquente des mutations qui provoquent la transcription
et la traduction des peptides avec des séquences d'acides aminés modifiées (néo-antigenes),
qui sont présentés par le complexe HLA classe | et reconnus par les cellules T cytotoxiques.
S'il est relativement bien établi que le pronostic est meilleur pour les patients atteints de MSI-
H CCR, récemment, il y a une reconnaissance accrue de I'importance du systéme immunitaire
de I'hdte dans le contréle de la progression tumorale et de nouveaux biomarqueurs immuno-
logiques ont été inclus comme outils de prédiction de réponse a la thérapie. MSI CCR affiche
une expression hautement régulée de plusieurs points de contréle immunitaire (De’Angelis et
al., 2014).

Dans ce travail, I’identification de I’instabilité était recherchée par I’étude de 1’expression
protéique en immunohistochimie, des genes de réparation de mésappariement de 1’ADN.
Cette technique a été adoptée du fait de son accessibilité et de son caractére peu couteux. De

plus elle permet d’évaluer le taux du produit fonctionnellement actif : la protéine, sa
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localisation cellulaire, tout en étudiant 1’aspect morphologique des cellules observées
(Puissieux, 2002).

Toutefois cette technique présente des limites qui doivent étre prises en considération pour
son interprétation. Ces limites sont liées au fait que toutes les mutations ne modifient pas
I’épitope reconnu par I’anticorps, et également a I’hétérogénéité des pratiques de fixation des
tissus et des procédures techniques qui varient selon les laboratoires. En effet, I'THC n’est
fiable que si au préalable toutes les étapes pré-analytiques, de la fixation des tissus a la
révelation du complexe Antigene-Anticorps, ont été contrélées (Grassi et al., 2007).

Il est admis que la fixation par le formaldéhyde entraine une perte variable et réversible de
I'immuno-réactivité par le masquage ou l'endommagement de certains sites de liaison des
anticorps d’ou la difficulté de 1’obtention des résultats reproductibles dans toutes les
conditions de fixation, notamment avec certains anticorps, comme ceux diriges contre MLHL1.
En effet, il a ét¢ démontré que I’IHC présente une faible sensibilit¢ dans la détection des
mutations de MLH1 (Taniere et Joly, 2002). De plus, cette technique présente des résultats

quantitatifs indéterminés, et ne permet pas I’identification de la nature de la mutation.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVE

Le cancer colorectal est le troisieme cancer dans le monde chez I’homme et chez la
femme. Les taux d’incidence et de mortalité de cette pathologie varient considérablement
selon les pays. Plus il est dépisté tot, meilleures seront les chances de guérison du cancer
colorectal. A I’heure actuelle, nous possédons de connaissances étendues sur les causes du

cancer, les interventions pour sa prévention et la prise en charge de la maladie.

On peut réduire et endiguer le cancer en appliquant des stratégies fondées sur des données et
des bases factuelles pour la prévention. L'identification du MSI CCR est aussi tres importante,
car MSI peut servir d'outil de dépistage du syndrome de Lynch, un marqueur pronostique de
I'évolution du patient et un marqueur prédictif de la réponse a la chimiothérapie et a
I'immunothérapie. La prise en charge des patients avec une détection précoce et un traitement

adéquat, les chances de guérison sont grandes pour de nombreux cancers.

En conclusion, Il faut se pencher sur ce probleme en préconisant un dépistage basé sur une
enquéte épidémiologique préalable, pour évaluer les facteurs de risques chez une population
cible notamment. Il faut avoir une bonne hygiéne de vie, une alimentation saine, éviter la
sédentarité, exercer une activité physique, consulter son médecin en cas de malaises
abdominaux ou de présence de sang dans les selles. A partir de 50 ans, il faudra effectuer une
coloscopie chaque 10 ans, plutdt pour les groupes a risque (notamment avec des cas
familiaux). Tous ces facteurs constituent des facteurs de prévention contre le cancer

colorectal.
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ANNEXES

ANNEXE 1: Etude descriptive (Données en tableaux)

Tableau 2 : (tableau récapitulatif de nos patients)

Cas1l Cas 2 Cas 3
Sexe Homme Homme Homme
Age 30 ans 32 ans 35 ans
Siege Resection colique Colon transverse Colectomie totale

Type histologique

Adénocarcinome

Adénocarcinome

Adénocarcinome
mucineux.

Taille tumorale

(8x7%3) cm

(11x10%7) cm

(18%9.5%6) cm

Grade Bien différencié Bien différencié Bien différencié
Stade pT3NOMX (3) pT4NOMXRO pT4bN1la

Statut 0 0 1

ganglionnaire

Extinction des MSS (positivité de : | MSI (perte MSI (H) : (positivité

protéines MMR

MLH1, MSH2 et

d’expression MSH2

de MLH1/PMS2 et

MSH®6) IMSHS6) Négativité de
MSH2/MSH6)
Cas 4 Cas 5 Cas 6
Sexe Homme Homme Homme
Age 35 ans 45 ans 46 ans
Siege Hémicolectomie Hémicolectomie Coloprotectomie

gauche

droite

partielle

Type histologique

Adénocarcinome

Adénocarcinome
colloide muqueux

Adénocarcinome

Taille tumorale (2.5%x2.5) cm (8x6) cm (2.5%2) cm
Grade Bien différencié Non précis (bien | Bien différencié
differencié)

Stade pT2N1bMx PT3NOMxRO pT3N2bMx,V2,
(mRcRG3) L1Pn1

Statut 3N+/62N 0 (13N+R+/16N)

ganglionnaire

Extinction des MSS (positivité de : | MSS MSS (positivité de :

protéines MMR

MLH1, MSH?2 et
MSH6)

MLH1, MSH2,
MSH6, PMS?2)
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Cas 7 Cas 8 Cas 9
Sexe Homme Homme Homme
Age 47 ans 50 ans 55 ans
Siege Hémicoletomie droite | colectomie Sigmoide

Type histologique

Adénocarcinome

Adénocarcinome
colique gauche

Adénocarcinome

Taille tumorale (8x4.2) cm (5.5%x3) cm (4.5%x4) cm

Grade Moyennement Bien différencié Bien différencié
différencié

Stade pT3NOvOLOpnORO pT3NOM1 pT3N1b

Statut (ON+/29N) 0 2a3

ganglionnaire

Extinction des MSS (pas MSS MSS (positivité de :

protéines MMR d’extinction) MLH1, MSH2,

MSH6 et PMS2)

Cas 10 Cas 11 Cas 12

Sexe Homme Homme Homme

Age 59 ans 64 ans 66 ans

Siege Hémicolectomie Hémicoletomie droite | Hémicolectomie

droite

Type histologique

Adénocarcinome

Adénocarcinome
colloide muqueux

Adénocarcinome

Taille tumorale

(5.5x5%3.5) cm

4 cm

(5%3.5) cm

Grade Bien différencié Bien différencié Bien différencié
Stade pPT3N2Mx pT3NOMX pT3NOMxVOLOPNO
RO

Statut 4 0 0

ganglionnaire

Extinction des | MSS (pas MSS (absence MSS (positivité de

protéines MMR d’extinction des d’instabilité MLH1, MSH2,
microsatellites). microsatellites). MSH®6 et PMS2).




Cas 13 Cas 14 Cas 15
Sexe Homme Homme Homme
Age 70 ans 72 ans 74 ans
Siege Sigmoide Sigmoide Recto-sigmoide

Type histologique

Carcinome mucineux

Adénocarcinome

Adénocarcinome

Taille tumorale

(8%x6) cm

(5%4x1) cm

(2.5x3.5) cm

Grade bien différencié Bien différencie Bien a moyennement
différencié

Stade pT3NOMx pT3NOMx pT3N2bMlc (stade
D)

Statut ganglionnaire | 0 0 21

Extinction des | MSI (PMS2 négatif). | MSS (positivité de MSS (positivité de
protéines MMR MLH1, MSH2, MLH1, MSH2,
MSHS). MSH6 et PMS2)

Cas 16 Cas 17 Cas 18

Sexe Homme Homme Homme

Age 84 ans Adulte Adulte

Siege Résection  antérieur | Sigmoide Résection colique
partielle

Type histologique

Adénocarcinome

Adénocarcinome

Carcinome colloide
mugueux

Taille tumorale (3.5%x2) cm (7x5.5) cm (4x1.5x1.5) cm
Grade Bien différencié Moyennement a bien | Bien différencié
différencié

Stade pT3NOMX pT3NO PT3NXMXx

Statut ganglionnaire | 0 0 (11N-/11N)

Extinction des | MSS (absence MSS (positivité de MSS (positivité de

protéines MMR d’instabilité des MLH1, MSH2, MSH6 | MLH1, MSH2,
microsatellites). et PMS2). MSHG6 et PMS2)
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Cas 19 Cas 20 Cas 21
Sexe Femme Femme Femme
Age 39 ans 40 ans 41 ans
Siege Sigmoide Hémicolectomie Hémicolectomie

droite

droite

Type histologique

Adénocarcinome

Adénocarcinome

Adénocarcinome

mucineux medullaire
Taille tumorale (5%3.5) cm (11x26.5) cm (8x7) cm
Grade Bien différencié Bien différencié Peu différencié
Stade pT3NOMX pT3N1bMx pT4N2bM1a
Statut (ON+/20N) 2a3 9
ganglionnaire
Extinction des | MSS (positivité de: | MSS (positivité de : | MSS (positivité de :

protéines MMR

MLH1, MSH2 et

MLH1, MSH2 et

MLH1, MSH2 et

MSH6 et PMS2) MSH6) MSH6 et PMS2)
Cas 22 Cas 23 Cas 24

Sexe Femme Femme Femme

Age 42 ans 42 ans 43 ans

Siege Hémicolectomie Hémicolectomie Hémicolectomie

droite

droite

droite

Type histologique

Adénocarcinome

Adénocarcinome

Adénocarcinome
mucineux

Taille tumorale

(3.5%2) cm

(6x6) cm

(5%5) cm

Grade

Peu différencié

Bien différencié

Bien différencié

Stade

pT4bN1b

pT4bNOMx

pT3N2aMlc

Statut
ganglionnaire

3 (3N+/36N)

0

436

Extinction des
protéines MMR

MSS (positivité de :

MLH1, MSH2 et
MSHG et PMS2)

MLH1, MSH2 et
MSHG et PMS2)

MSS (positivité de :

MSI (positivité de
MLH1, négativité
de MSH2 et MSH6)
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Cas 25 Cas 26 Cas 27
Sexe Femme Femme Femme
Age 48 ans 49 ans 56 ans
Siege Abdomino périnéale | Colectomie gauche Recto sigmoide

(bas de rectum)

Type histologique

Adénocarcinome

Adénocarcinome

Adénocarcinome

Taille tumorale 5x3.5cm 10 cm (5%4.2x0.8) cm

Grade Moyennement Bien a moyennement | Bien différencie
différencie différencie

Stade PTNO (mMRcRG3) pT4ANO(VOLOPNORO) | pT3NOMXx

Statut 0 0 0

ganglionnaire

Extinction des | MSI (positivité de MSS (positivité de MSS (positivité de

protéines MMR MLH1, MSH2, PMS2 | MLH1, MSH2, MSH6 | MLH1, MSH2,
et négativité de et PMS2) MSH6 et PMS2)
MSH6)
Cas 28 Cas 29 Cas 30

Sexe Femme Femme Femme

Age 57 ans 57 ans 58 ans

Siege Colectomie totale Recto sigmoide Hémicolectomie

droit

Type histologique

Adénocarcinome

Adénocarcinome

Adénocarcinome

Taille tumorale (5) cm (3%x3) cm (20x9)cm

Grade Moyennement Bien différencié Bien a moyennement
différencié différencié

Stade pT3NO PT1INOMX pT3N1bMx

Statut 0 0 2a3

ganglionnaire

Extinction des | MSS (positivité de MSS MSS (positivité de

protéines MMR MLH1, MSH2, MLH1, MSH2,
MSH6 et PMS2 MSHG6 et PMS2)
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Cas 31 Cas 32 Cas 33
Sexe Femme Femme Femme
Age 61 ans 66 ans 66 ans
Siege Sigmoide Portion colique Sigmoidectomie

Type histologique

Adénocarcinome

Adénocarcinome

Adénocarcinome

Taille tumorale

(5.5%x4%2) cm

(4.5x5%3.3) cm

(6x4) cm

Grade Moyennement a bien | Bien différencie Bien différencié
différencie

Stade PT3NO pT3NOMXx pT3NOMx

Statut (13N-/13N) (ON+/24N) 0

ganglionnaire

Extinction des | MSS (positivité de MSS (positivité de MSS (positivité de

protéines MMR MLH1, MSH2, MLH1, MSH2, MLH1, MSH2,
MSHG6 et PMS2) MSHG6 et PMS2) MSHG6 et PMS2)
Cas 34 Cas 35 Cas 36

Sexe Femme Femme Femme

Age 69 ans 80 ans 88 ans

Siege Reésection  colique | Colon gauche Sigmoide

I’angle droit

Type histologique

Adénocarcinome

Adénocarcinome

Adénocarcinome

mucineux
Taille tumorale (4)cm (7x7.3%x3) cm (5%2) cm
Grade Bien différencié Bien différencié Moyennement
différencié
Stade pT3NOMXx pT3NOVOI1P1d PT3NO
Statut ganglionnaire | (ON-/12N) (9N-/9N) 0
MSS (positivité de MSS (positivité de MSS (positivité de
o MLH1, MSH2, MLH1, MSH2, MLH1, MSH2,
Extinction des | MSH6 et PMS2) MSH6 et PMS2) MSH6 et PMS2)

protéines MMR
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Cas 37 Cas 38
Sexe Femme Femme
Age 62 Adulte
Siege Hémicolectomie Hémicolectomie

droit

Type histologique

Adénocarcinome

Adénocarcinome

Taille tumorale (5.5%x5) cm (8x7) cm

Grade Moyennement Bien différencie
différencie

Stade PT3NOMXx pT4N2aM1c

Statut ganglionnaire |0 436

Extinction des | MSI (négativité de | MSS

protéines MMR

PMS2)
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ANNEXE 2 : Tableau 3 : Génes impliqués dans ’ADN MMR :

Geéne Localisation Partenaires Fidélitt MMR Syndrome de
MMR chromosomique | MMR lynch
mutation
germinale(%)
hMSH2 2p15 hMSH6, hMSH3 | Perte compleéte 31-45
hMSH6 2p15 hMSH2 Paires de bases simples, 5-8
insertion unique /
délétion boucles
hMSH3 5911-913 hMSH2 Insertion plus grande 0
/délétion boucles
hMLH1 3p21 hPMS2 Perte complete 32-49
(principalement),
hMLH3, hPMS1
hPMS1 2p32 hMLH1 Pas clair 0
hPMS2 7p22 hMLH1 Perte compléte ? 0-2
hMLH3 7p22 hMLH1 Pas clair 0

Certains génes ciblés dans les cancers colorectaux a déeficit en MMR (ou MSI) et leur
fréquence de mutation rapportée :

gene Chromosome Tract Cancer Fonction
microsatellite colorectal MSI | normale
Fréquence de
mutation (%o)
TGFBR2 3p22 Al10 90 Signalisation
TGF-B
ACVR2 2022-23 A8 and A8 86 Signalisation
Activation
IGFIIR 6026-27 G8 10 Facteur de
croissance
analogue a
I’insuline et
TGF-B
BAX 19g13.3-q13.4 G8 50 Apoptose
hMSH3 5g11-q12 A8 50 ADN MMR
hMSH6 2pl6 C8 33 ADN MMR
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E2F-4 16921-q22 (CAG) 13 65 Contrdle du
cycle cellulaire

PTEN 10g23.3 Ab et A6 19-34 Régulation de la
croissance

MBD4(MED1) | 3g21-g22 Al0 40 Réparation de
I’ADN et liaison
al’ADN
méthylé

TCF4 10g25.3 A9 39 Régulation de la
croissance

CHK1 11922-g23 A9 10 G2 point de
contrdle du
cycle cellulaire

STK11 (LKB1) | 19p13.3 C6 <2 Transduction du
signal

BLM 15026.1 A9 <18 Stabilité
chromosomique
/ réparation de
I’ADN ; hélicase

Caspase-5 11922.2-22.3 Al0 62 Apoptose

(ICErel-111)

CDX2 13q12.3 C6 et G6 <2 Protéine
homebox

TBR 6027 (CAG) 19 et 83 Protéine de

(CAG) 16 liaison TATA

RIZ 1p36 A8 et A9 26 Interagit avec
RB

hRAD50 5931 A9 et A8 31 Réparation de
I’ADN

SEC63 6921 Al0 49 Protéine
chaperon ER

AlIM2 1922 A10 48 Protéine

inductible par
I’interféron
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ANNEXE 3 :
Classification PTNM des carcinomes colorectaux (AJCC, 7°™ 2 édition 2009)

pTO : pas de tumeur

p Tis : carcinome in situ (intra-épithélial ou intra-muqueux infiltrant le chorion)

p T1 : Tumeur infiltrant la sous-muqueuse

p T2 : Tumeur infiltrant la musculeuse

pT3 : Tumeur infiltrant la sous-séreuse ou le tissu péri-rectal non péri-rectale non recouvert de
péritoine.

pT4 : Tumeur infiltrant le péritoine viscéral (T4a), ou envahissement/adhérant des organes ou
structures de voisinage (T4b).

Pour le rectum, une atteinte du sphincter externe est un T3 alors que celle du muscle

¢lévateur de 1’anus T4.
2Une atteinte péritonéale viscérale est désormais définie par :

e Présence d’amas tumoraux a la surface séreuse avec une réaction inflammatoire, une

hyperplasie mésothéliale, une ulcération /érosion

e Cellules tumorales sur la surface séreuse avec ulcération sous-jacente du péritoine

viscéral

pNO : Absence de métastase ganglionnaire

pN1la : 1 seul ganglion lymphatique régional métastatique
pN1b : 2 & 3 ganglions lymphatiques régionaux métastatiques

pN1c : dépbts tumoraux, dans la sous-séreuse non péritonéalisée sans ganglions lymphatiques
régionaux métastatiques.

pN2a : 4 a6 ganglions lymphatiques régionaux metastatiques

PN2Db : > 7 ganglion lymphatiques régionaux métastatiques

! Une micrométastase (N1 mic ou M1) est définie par une taille > 0.2 mm et < 2 mm (préciser
leur nombre)

2 Des amas tumoraux < 0.2 mm découverts par immunohistochimie sont classés NO (un amas
dans un ganglion, plusieurs amas dans un méme ganglion, ou plusieurs amas dans plusieurs
amas dans plusieurs ganglions) (préciser leur nombre)

pMO : absence de métastase a distance
pM1la : Métastases dan un seul organe
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pMI1b : Métastases dans plus d’un organes/site ou atteinte péritonéale.

Tout nodule tumoral identifié dans le tissu adipeux péri-tumoral sans structure ganglionnaire
associée, quelle que soit sa taille, est a considérer comme des ganglions lymphatiques et sont

ainsi classes pN1c (préciser leur nombre)

Stades groupés
Correspondance Astler-Coller

Stade 0 Tis NO MO Stade A

Stade 1 T1 NO MO
T2 NO MO Stade B1

Stade A T3 NO MO Stade B2

Stade 11B T4a NO MO Stade B3

Stade 11C T4b NO MO

Stade I11A T1, T2 N1 MO
T1 N2a MO

Stade 111B T3, T4a N1 MO
T2, T3 N2a MO
T1, T2 N2b MO

Stade 111C T4a N2a MO Stade C1 (T2), C2 (T3), C (T4)
T3, T4a N2b MO Stade C1 (T2), C2(T3), C (T4)
T4b N1,N2 MO

Stade IVA tout T toutN  Mia Stade D

Stade IVB tout T tout N M1b

Le compte rendu histologique précisera s’il existe des emboles carcinomateux
endovasculaires (V), endolymphatiques (L) des engainements péri-nerveux (Pn), la présence
d’un infiltrat inflammatoire lymphocytaire intra-tumoral.

On précisera aussi s’il existe un envahissement des berges d’exérése proximale, distale ou
circonférentielle.

L’¢évaluation de la berge d’exéreése circonférentielle est particulierement importante dans les
carcinomes du rectum pour lesquels elle représente un facteur pronostique de récidive locale.

C’est un facteur d’évaluation de la qualité de I’exérése mésorectale. Une berge
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circonférentielle envahie est définie par la présence de carcinome a moins de 2 mm de la
berge chirurgicale.
MSI :
e Sujet MSI-H ont un meilleur pronostic et une meilleure réponse au 5-FU
e Cette recherche est recommandée (pour les sujets de moins de 50 ans et les stades I1)
mais n’est pas encore un standard
e Recherche de I’expression de MLH1, MSH2, MSH6, PMS23.
e Les aspects microscopiques suivants sont suggestifs d’un statut MSI-H :
- Stroma tumoral riche en lymphocytes
- Réaction lymphoide Crohn-like
- Différenciation mucineuse ou a cellules indépendantes
- Aspect médullaire
- Atteinte colique droite
- Haut grade
- Aspect de nécrose tumorale basophile
KRAS :
e Sujets ayant une mutation de KRAS (codon 12 ou 13) confere une absence de réponse
au traitement anti-EGFR et donc ne bénéficieront pas d’un traitement anti-EGFR
e Recherche indiquée pour les sujets stade 1V
BRAF :
e Mutation dans I’exon 15 Val600Glu chez des sujets sans mutation de KRAS
e Sujets mutés ne répondent pas aux anti-EGFR, et ont un moins bon pronostic que les

sujets sans mutation
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Annexe 4 : Techniques standards d’anatomie pathologique :

- Matériel non biologique :

K W
’ y
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el 4
N
'
X

Moule (inox)

Figure 43 : Matériel non biologique pour la coupe.
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Microscope optique

Figure 44 : Matériel non biologique pour déshydratation, inclusion, étalement et lecture.
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Annexe 5 : Données numériques des résultats

Tableau 4:Répartition des cas en fonction de I’age.

Tranche d’age

Nombre de cas

Pourcentage %

<50

20

52.6

>50

18

47.4

Tableau 5:Répartition des patients par sexe

Sexe Nombre de cas Pourcentage %
Homme 18 47
Femme 20 53

Tableau 6 : Répartition des malades selon la différenciation histologique.

Bien différencié | Moyennement Peu différencié
différencié
Nombre de cas 26 10 02
Pourcentage % 68.4 26.3 5.3

Tableau 7: Répartition selon la profondeur pariétale d’infiltration (T) du cancer

colorectal.

pT Tx T1 T2 T3 T4

Nombre de 01 01 01 28 07

cas

pourcentage 2.6 2.6 2.6 73.6 18.4

%

Tableau 8 : Répartitionselon le stade p N

p N NO Nla N1b N2a N2b NXx
Nombre de 25 01 05 03 03 01
cas

pourcentage 65.8 2.6 13.2 7.9 7.9 2.6
%
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Tableau 9 : Répartition des patients selon la protéine MMR éteinte

Extinction des protéines | MSH2-MSH6 MSH6 PMS2
MMR aIIHC
Nombre de cas 03 01 02

Tableau 10 :Comparaison selon la taille tumorale

Nombre de cas

La taille tumorale moyenne

(cm)

19

>50

19

5.5

Tableau 11 : Comparaison selon le type et le degré de différenciation histologique

ADK bien

moyennement

ou

différencié (bas grade)

Pourcentage %

Peu
différencié
(haut grade)

Pourcentage %

17

44.7

02

100

>50

19

52.7

00

00

Tableau 12 : Répartition des patients des deux groupes selon le stade pT du CCR

TX T1 T2 T3 T4
<50 01 00 01 10 06
Pourcentage % 5.6 00 5.6 56 333
> 50 00 01 00 18 01
Pourcentage %

00 5 00 90 5
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Tableau 13 : Répartition des patients des deux groupes selon le statut ganglionnaire (N)
du CCR

NO Nla N1b N2a N2b NXx
<50 09 02 03 02 02 01
Pourcentage % 47.4 10.5 15.8 10.5 10.5 5.3
> 50 15 00 02 01 01 00
Pourcentage % 78.9 00 10.5 5.3 5.3 00

Tableau 14 : Répartition des patients des deux groupes phénotypiques selon I’age

MSS Pourcentage % MSI Probable | Pourcentage %
<50 15 46.9 04 66.7
> 50 17 53.1 02 33.3

Tableau 15 : Répartition des patients des deux groupes phénotypiques selon le sexe

MSS Pourcentage%o MSI Probable | Pourcentage%o
Homme 15 46.9 03 50
Femme 17 53.1 03 50

Tableau 16 : Comparaison selon la taille tumorale

Nombre de cas

La taille tumorale moyenne

(cm)
MSS 32 7
MSI probable 06 9
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Tableau 17 : Répartition des patients des deux groupes phénotypiques selon le degré de

différenciation du carcinome colorectal

MSS Pourcentage % | MSI Probable | Pourcentage %
ADK bien ou 30 93.8 06 100
moyennement
différencié (Bas grade)
ADK peu differencié 02 6.3 00 00

(Haut grade)

Tableau 18: Répartition des patients des deux groupes phénotypiques selon le degré de

différenciation du carcinome colorectal

MSS Pourcentage % | MSI Probable | Pourcentage %
Tx 01 3.1 00 00
T1 01 31 00 00
T2 01 31 00 00
T3 25 78.1 03 50
T4 04 12.5 03 50

Tableau 19 : Répartition des patients des deux groupes phénotypiques selon le statut

ganglionnaire locorégional

MSS Pourcentage%o MSI Probable | Pourcentage%o
NO 21 65.6 04 66.7
Nla 00 00 01 16.7
N1b 05 15.6 00 00
N2a 02 6.3 01 16.7
N2b 03 9.4 00 00
NX 01 3.1 00 00

81




