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RESUME

Prérequis : La déficience du systéme de réparation de
mésappariement de L'ADN représente 'une des principales voies
de cancérogénése du cancer colorectal. Ce systeme est constitué
principalement par 4 protéines: MLH1, MSH2, PMS2, MSH6. Le
cancer colorectal se développe dans la majorité des cas sur des
lésions précancéreuses : les adénomes. Peu d'études sont
rapportées concernant les anomalies de ces protéines dans les
adénomes.

But : Etudier par immunohistochimie I'expression des protéines
MSH2, MLH1, PMS2 et MSH6 dans les adénomes colorectaux.
Méthodes : Cette étude a porté sur 102 adénomes provenant de 93
patients colligés dans notre institution pendant 6 années (2007-
2012). La technique d'immunohistochimie a été réalisée par un
automate au moyen des anticorps anti : MLH1, MSH2, PMS2 et
MSHB6. La perte de I'expression a été retenue en cas d’absence de
marquage de la totalité des cellules adénomateuses en présence
de témoin interne positif. L'expression a été considérée anormale
en cas de marquage nucléaire faible et/ou hétérogéne au niveau
des cellules adénomateuses avec un marquage intense et diffus au
niveau des cellules normales.

Résultats : Une perte d’expression de MSH2 et de MSH6 au niveau
des cellules adénomateuses a été retrouvée dans 1 seul cas
répondant & un adénome tubuleux de 3mm en dysplasie de haut
grade. Un marquage anormal au niveau des cellules
adénomateuses a été noté dans 23 cas (22,5%) pour MSH2 et dans
8 cas (7,8%) pour MSH6. Pour les 2 autres protéines aucun cas n'a
montré de perte d’expression ni d’expression anormale. L'étude de
I'anomalie d'expression de MSH2 et de MSH6 en fonction des
données anatomo-cliniques : sexe, localisation, grade de dysplasie,
et type histologique n'a pas montré de corrélation significative.
Conclusions: la perte d'expression des protéines de réparation de
I'ADN est un événement rare au niveau des adénomes. Toutefois
les taux d’'expression anormale sont dans notre étude élevés par
rapport a ceux rapportés dans la littérature ; ceci pourrait traduire un
taux d'instabilité microsatellitaire important chez nos patients. Des
études multicentriques, @ plus grande échelle associant des
techniques de biologie moléculaire sont nécessaires.
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SUMMARY

Background: The deficiency of mismatch repair system is one of the
main pathways in colorectal cancer. This system consists mainly of
four proteins: MLH1, MSH2, MSH6 and PMS2. Colorectal cancer
develops in the majority of cases from precancerous lesions called
adenomas. Only few studies have reported on the deficiencies of
these proteins in adenomas.

Aim: In this study we used immunohistochemistry staining in
colorectal adenomas to assay functional status of MLH1, MSH2,
MSH6, and PMS2 proteins.

Methods: 102 adenomas from 93 patients were collected in our
institution during six years (2007-2012). The immunohistochemical
technique was performed with 4 antibodies: MLH1, MSH2, MSH6 and
PMS2. The loss of expression was retained if adenomatous cells were
not stained with positive internal control. Staining was considered as
abnormal if nucleus of adenomatous cells showed low nuclear
staining and / or heterogeneous one, while positive internal control
had normal staining.

Results: Loss of expression of MSH2 and MSH6 in adenomatous
cells was found in only 1 case which was a tubular adenoma 3mm
high-grade dysplasia. Abnormal staining of the adenomatous cells
was noted in 23 cases (22.5%) for MSH2 and in 8 cases (7.8%) for
MSH6. No cases showed loss of expression of MLH1 and PMS2.
Abnormal expression of MSH2 and MSH6 was not correlated with sex
of patients, the location of the adenoma, its grade of dysplasia and its
histological type.

Conclusions: Loss of Mismatch repair proteins expression is a rare
event in adenomas. However, the abnormal expression levels are
higher in our study compared to those reported in the literature. This
could reflect a higher rate of microsatellite instability in our patients.
Multicenter and larger studies with molecular biology techniques are
needed.
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Le cancer colorectal constitue un réel probléme de santé publique en
Tunisie comme dans le monde. Ce néoplasme est I'un des exemples
les plus caractéristiques d’une carcinogenése multi-séquentielle qui
s'étale le plus souvent sur une dizaine d’années. Celle-ci débute par le
développement d’'une Iésion précurseur appelée adénome [1]. Le
cancer colorectal héréditaire non polyposique encore appelé
syndrome de Lynch ou syndrome HNPCC (hereditary non polyposis
colorectal cancer), est lié a une mutation germinale d’'un des genes de
réparation des mésappariements de 'ADN [2-4]. Egalement environ
15% des cancers colorectaux sporadiques présentent un défaut du
systeme de réparation de bases qui entraine des non-réparations des
erreurs de I'ADN polymérase se traduisant par un phénotype
microsatellite instable (MSI). Cela est du a une altération du systeme
de réparation de mésappariement de LADN ou Mismatch Repair
(MMR) [1]. Ce systeme MMR est constitué principalement par 4
protéines: MLH1, MSH2, PMS2, MSH6 [1, 3]. Celles-ci fonctionnent en
tandem (MLH1-PMS2 et MSH2-MSHG6) et, en cas de mutation
inactivatrice de 'une d'elles, le bindme n’est plus efficace et « s'éteint
» en immunohistochimie (IHC) [3].

Linstabilité microsatellitaire, a été largement étudiée dans le cancer
colorectal ; les protéines les plus fréquemment atteintes sont MLH1 et
MSH2, et plus rarement MSH6 et PMS2 [2, 5-6]. Cependant, ce
phénotype a été peu étudié au niveau des adénomes [7-12]. Le but de
notre travail était de rechercher ces anomalies génétiques dans les
stades précoces de la carcinogenése colorectale : les adénomes, en
étudiant I'expression immunohistochimique des acteurs de la voie
MSI.

MATERIEL ET METHODES

Il s’agit d'une étude intéressant 102 adénomes provenant de 93
patients. Ces prélévements ont été colligés dans notre institution sur
une période de 6 ans (de 2007 a 2012). Les données clinico-
pathologiques: sexe, localisation du polype, grade de dysplasie et type
d'adénome ont été relevées des fiches anatomopahologiques. La
technique d'IHC a été réalisée dans tous les cas par I'automate
VENTANA BenchMark GX, selon la procédure indiquée par le
fournisseur, au moyen des anticorps suivants : anti-MSH2 (lot:138611,
LEICA NOVOCASTRA, dilution : 1/100), anti-MSH6 (lot:6007331,
LEICA NOVOCASTRA, dilution : 1 /100), anti-MLH1 (lot 6002572:
LEICA NOVOCASTRA, dilution : 1/50) et anti-PMS2 (lot 6006841:
LEICA NOVOCASTRA, dilution : 1/50). Les lames ont été
déparaffinées a une température de 87°C par un tampon EZ-PREP
(Ventana Medical Systems). Un démasquage antigénique avec un
tampon CC1 (Ventana Medical Systems) a 80°C a été effectué.

Pour les 4 protéines, la perte d’expression a été retenue en cas
d’absence de marquage nucléaire de la totalité des cellules
adénomateuses présentes sur la coupe histologique, en présence de
témoin interne positif (lymphocytes, fibroblastes et cellules
endothéliales). L'expression a été considérée anormale en cas de
marquage nucléaire faible et/ou hétérogéne au niveau des cellules
adénomateuses avec un marquage intense et diffus au niveau des
cellules normales (témoin interne positif).

L'expression des 4 protéines a été analysée en fonction des données
anatomocliniques des adénomes : sexe, localisation, grade de
dysplasie, et type histologique. Les données ont été analysées par le
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logiciel SPSS 16. Le test Chi2 et le test exact de Fisher ont été utilisé
pour l'analyse comparative. La corrélation était considérée
significative si p < 0,05.

RESULTATS

Caractéristiques des échantillons

L'age des patients était compris entre 26 et 87 ans avec une moyenne
de 62 ans et une médiane de 63 ans. Le sex-ratio était de 2,9 : 69
hommes et 24 femmes. Les tailles moyenne et médiane des
adénomes étaient de 7 mm. La localisation a été précisée pour 50 cas.
Les adénomes étaient localisés dans 62% des cas (n = 31) dans le
cblon gauche, dans 28% des cas (n = 14) dans le cblon droit et dans
10% des cas (n = 5) au niveau du rectum. Les adénomes étaient de
type tubuleux dans 86 cas (84%), villeux dans 3 cas (3%) et tubulo-
villeux dans 13 cas (13%). La dysplasie a été de bas grade dans 80
cas (78,4%) et de haut grade dans 22 cas (21,6%).

Analyse Immunohistochimique

Une absence totale de marquage au niveau des cellules
adénomateuses a été retrouvée pour MSH2 et pour MSH6, dans 1
seul cas répondant a un adénome tubuleux de 3mm, en dysplasie de
haut grade. Un marquage anormal faible et/ou hétérogéne au niveau
des cellules adénomateuses a été noté dans 23 cas (22,5%)
correspondant a 13 adénomes tubuleux de bas grade, 4 adénomes
tubuleux de haut grade, 2 adénomes tubuleux-villeux de bas grade et
4 adénomes tubulo-villeux de haut grade.

Pour MSH6 un marquage faible et/ou hétérogéne (Figure 1) a été noté
dans 8 cas (7,8%) répondant a 6 adénomes tubuleux de bas grade, un
adénome tubulo-villeux de bas grade et un adénome tubulo-villeux de
haut grade.

Figure 1: Marquage anormal: hétérogéne focalement faible pour MSH2

Pour MLH1, 'absence totale d’expression de cette protéine au niveau
des cellules adénomateuses n'a été retrouvée dans aucun cas. Pour
cette protéine, l'interprétation de I'immunomarquage était délicate car
dans la grande majorité des cas le marquage était faible et diffus aussi
bien pour les cellules adénomateuses que les cellules normales :
lymphocytes, fibroblastes et cellules endothéliales. Pour PMS2 tous
les cas ont présenté un immunomarquage nucléaire normal diffus.
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L'étude de I'expression de MSH2 et de MSH6 en fonction du sexe des
patients, de la localisation de 'adénome, de son grade de dysplasie et
de son type histologique n'a pas montré de corrélation statistiquement
significative (Tableau 1).

DISCUSSION

Une absence totale d’expression des protéines de réparation a été
observée dans un seul cas parmi les 102 adénomes étudiés et ce
pour MSH2 et MSHB6. Alors qu’une expression anormale (hétérogene
et/ou faible) a été trouvée dans 22,5% des adénomes pour MSH2 et
dans 7,8% pour MSH6. Cette anomalie d’expression n’était pas
corrélée aux caractéristiques anatomo-cliniques des adénomes (sexe,
localisation, grade de dysplasie, et type histologique). En comparant
ces résultats a ceux de la littérature, la difficulté majeure que nous
avons rencontrée est l'absence de consensus concernant
linterprétation de limmunomarquage. Pour des auteurs un marquage
est considéré anormal uniquement en cas d'absence totale de
marquage nucléaire au niveau des cellules adénomateuses [8, 9] ;
pour d'autres, le marquage est considéré anormal en cas de négativité
et aussi en cas de marquage faible et/ou hétérogéne [10, 11]. Nous
avons adopté la deuxiéme méthode d'interprétation. Les taux trouvés
de I'expression anormale de MSH2 et de MSH6 sont plus élevés que
ceux rapporté par Molaei et al [10] qui ont décrit des taux
respectivement de 4,5% et 3%. Ceci traduirait un taux d'instabilité
microsatellitaire élevé chez nos patients. Mais nos résultats doivent
étre confirmés par des études multicentriques, a plus grande échelle
associant des techniques de biologie moléculaire.

Par ailleurs, les caractéristiques de notre série étaient semblables a
celles de la majorité des séries rapportées dans la littérature [9-12] ou
une prédominance de la localisation colique gauche, puis droite et
rectale a été notée. Les adénomes de type tubuleux étaient les plus
fréquents (84%). La majorité des adénomes (78,4%) étaient de bas
grade. De plus, comme dans les études de Balbinotti et al [11] et de
Molaei et al [10], Il n'a pas été noté de corrélation significative entre
I'expression des quatre protéines et le sexe, le grade de dysplasie et
le type des adénomes. Concernant la localisation des polypes
adénomateux, Molaei et al [10] ont trouvé que I'expression anormale
des protéines MLH1, MSH2, MSH6, et PMS2 était plus fréequemment

Tableau 1. Expression de MSH2 et MSH6 en fonction des caractéristiques anatomo-cliniques des adénomes.

observée dans les adénomes du cdlon droit que ceux du colon gauche
et du rectum.

Dans ce travail, l'identification de linstabilité était recherchée par
I'étude de I'expression des génes de réparation de mésappariement
de 'ADN moyennant I'HC. 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
localisation intracellulaire, tout en étudiant 'aspect morphologique des
cellules observées [13]. 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 'lHC n'est fiable que si au
préalable toutes les étapes de la technique, depuis la fixation des
tissus jusqu’a la révélation du complexe Antigéne-Anticorps, ont été
contrélées [14]. Il est admis que la fixation par le formaldéhyde
entraine une perte variable et réversible de l'immunoréactivité par le
masquage ou l'endommagement de certains sites de liaison des
anticorps d’ou la difficulté de I'obtention des résultats reproductibles
dans toutes les conditions de fixation, notamment avec certains
anticorps, comme ceux dirigés contre MLH1 ; en effet il a été démontré
que I'lHC présente une faible sensibilitt dans la détection des
mutations de MLH1 [15]. De plus, cette technique présente des
résultats quantitatifs indéterminés, et ne permet pas l'identification de
la nature de la mutation.

CONCLUSION

La détection des anomalies de réparation de I'ADN dans les
adénomes constitue un argument en faveur du syndrome HNPCC.
Elle aurait donc un intérét dans le diagnostic précoce de ce syndrome
avant le stade de cancer. Les taux d’expression anormale retrouvés
dans notre série sont élevés par rapport a ceux rapportés dans la
littérature ; ceci traduirait un taux d'instabilité microsatellitaire
important chez nos patients reflétant probablement un profil
héréditaire élevé. Des études multicentriques, & plus grande échelle
associant des techniques de biologie moléculaire sont nécessaires.

NP : non précisé

Variable Nombre Expression de MSH2 Expression de MSH6
Normale Anormale Normale Anormale

Sexe Homme 69 52 17 67 6
Femme 24 18 6 22 2
Valeur de p 1 1

Localisation de colon droit 14 13 1 13 1

I'adénome colon gauche 31 21 10 30 1
Rectum 5 4 1 5 0
NP 52
Valeur de p 0,18 0,73

Grade de dysplasie Bas grade 80 66 14 73 7
Haut grade 22 13 9 21 1
Valeur de p 0,41 1

Type des adénomes Tubuleux 86 69 17 79 7
Tubulo-villeux 13 7 6 12 1
Villeux 3 3 0 3 0
Valeur de p 0,06 0,87
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