UNIVERSITE DE NANTES

FACULTE DE MEDECINE

Année : 2018 N° 2018-104

THESE

pour le

DIPLOME D’ETAT DE DOCTEUR EN MEDECINE

Spécialité Anatomie et Cytologie Pathologiques

par
Salim RAIS

né le 2 février 1988 a Oran (Algérie)

Présentée et soutenue publiquement le 24 septembre 2018

Décryptage histo-moléculaire de voies alternes de carcinogenése des
maladies inflammatoires chroniques de I’intestin échappant au dépistage
systématique

Présidente : Madame le Professeur Céline BOSSARD

Directeur de these : Monsieur le Professeur Jean Frangois MOSNIER


brisson-a
Texte tapé à la machine

brisson-a
Texte tapé à la machine
2018-104

brisson-a
Texte tapé à la machine

brisson-a
Texte tapé à la machine


Remerciements

A Monsieur le Professeur Jean Frangois Mosnier,

Je vous remercie d’avoir accepté de diriger ce travail et de I’avoir orchestré avec beaucoup de
savoir-faire.

Je profite de cette occasion pour vous témoigner tout mon respect et ma gratitude pour la
qualité de votre enseignement, votre disponibilité, les précieux conseils et la bienveillance que

vous avez toujours témoigné a mon égard tout au long de mon internat.

A Madame le Professeur Céline Bossard,
Qui me faire I’honneur de présider cette thése,
Je te remercie pour I’enseignement de qualité dont tu m’as fait bénéficier durant cet internat,

ainsi que la patience et la disponibilité dont tu as toujours fait preuve.

A Monsieur le Professeur Arnaud Bourreille,
Merci d’avoir accepté de juger mon travail et pour I’intérét que vous avez témoigné a ce

projet d’étude dés ses debuts.

A Monsieur le Professeur Guillaume Meurette,
Vous avez accepté de me faire 1’honneur de faire partie de mon jury de thése, veuillez trouver

ici I’expression de mes sinceres remerciements.



A toute I’équipe du service d’anatomie pathologique du CHU de Nantes

Je remercie I’ensemble des médecins du service d’anatomie pathologique du CHU de Nantes,
pour leur compagnonnage et leur participation active tout au long de ma formation d’interne
dans cette belle spécialité qu’est 1’anatomie pathologique.

Aux techniciennes et techniciens du service, pour leur gentillesse et leur aide en pratique
quotidienne. Tout particulierement a Julien (merci pour ta bonne humeur, ainsi que les
nougats et les oursons en guimauve qui font tant de bien durant la pause macro) ; Blandine (la

motarde improbable du service), Cyrille et Daniel.

A mes co-internes nantais

A Marie, pour toutes les barres de rire que tu m’as offerte durant ces 5 ans, continue de
distribuer « les cartes bancaires » et a te déhancher sur du Jean-Jacques Goldman pour nous
faire marrer !

Aux «anciens » : a Super Charly, Othman (spéciale dédicace pour I’extincteur et la barriére
d’un certain parking), Clotilde (« allez les petits gros, c¢’est I’amélioré bonbons ! »), Juliette
pour nous avoir materné durant nos débuts d’internat, Eva, Delphine et Faustine.

A la nouvelle génération : Cindy, Oli, Adeline et Nowenn.

A I’équipe du service d’anatomie pathologique du CH de La-Roche-Sur-Yon

Je remercie le Dr Frangois Leclair qui a su rendre a mes yeux I’anapath cool et branchée
durant ce super semestre au sein de son service. Je remercie également I’ensemble des
médecins, technicien(ne)s et secrétaires du service de La-Roche-Sur-Yon, tout

particulierement Karine, Mathilde et Sébastien.

A I’équipe du service d’anatomie pathologique du CH de Saint-Nazaire

De chaleureux remerciements au Dr Guerzider Pascale pour son encadrement durant mon
semestre dans son service, aux médecins de ce service, et a toute la formidable équipe de
technicien(ne)s et secrétaires, en qui je garde un excellent souvenir, notamment a Raphaél et

Julie.

A I’équipe du service de génétique médicale du CHU de Nantes

A Monsieur le Pr Bézieau Stéphane, pour m’avoir accueilli dans son service et permis
de réaliser mon projet d’étude, et a la sympathique équipe d’oncogénétique médicale pour
leur aide durant mon semestre passé parmi eux, notamment a Fabrice pour ses conseils et sa
disponibilité sans qui une partie de ce travail de thése n’aurait pas été réalisable ; a Delphine
Leroux, Ingrid, Clémence & Flora pour leur aide et leur bonne humeur.

A Réjane et a Antony (alias le Luky Luke du laser game).



A P’équipe du service d’anatomie pathologique du CHU de Poitiers
Au Dr Frouin Eric, pour m’avoir accepté et accueilli dans son service durant cet ultime
semestre, et a tous les médecins du service d’anatomie pathologique du CHU de Poitiers pour

leur accueil, leur enseignement et leur bonne humeur quotidienne.

A mes nouveaux co-internes pictaves

Hélinie (« Hélénin I»), Myriam alias « Myriam-Sahli-de-Vichy » («j la déca-décal-
cificacion ! »), Arnaud (« Arnal ») et aJohan alias «John» («a& vos marques, préts...
placentez ! ») : pour votre sympathique accueil parmi vous, pour tout le fun qu’on partage
ensemble et qui fait tant de bien en cette fin d’internat, merci les amis !

A la porte de la salle de macro du service.

A Salin, je ne sais pas qui ¢’est, mais sa blouse m’est tres utile au quotidien.

Aux meilleurs souvenirs de mes stages cliniques de début d’internat

Aux Docteurs Bontemps Fréderic et Renard Benoit, les « Tic et Tac » du service de
pneumologie du CH de La-Roche-Sur-Yon, pour leurs compétences médicales et leurs
qualités humaines qui m’inspireront toujours un profond respect.

Aux infirmiéres du service de rééducation neurologique - unité blessés médullaires, avec qui
j’ai eu le plaisir de travailler durant mon second semestre. A Josette notamment (« That’s all
Folks ! »).

A ma famille

A mes parents, modeles de courage ; et & mes sceurs, pour le soutien inconditionnel que vous
avez toujours su m’apporter.

A Zoheir.

A mes amis d’enfance
A Jacob (vieille Jackette), a ton optimisme a toute épreuve, et a tous nos délires, de la classe
de CM1 a aujourd’hui.

A Tom, et a tes pelles hilarantes en surf en Indonésie.

A mes autres amis

Dont I’efficacité pour me faire couper du boulot n’est plus a démontrer : a Jackie, de Cullera a
Mayotte en passant par Bordeaux, on s’est marré sous bien des horizons ; & Tarik pour nos
buffs de gratt’ endiablés et notre passion commune pour la musique (« envoi du lourd ! »), a

JeanJean avec qui on a eu « pléthore » de bons moments.



SOMMAIRE

ABREVIATIONS ...ttt bbbttt e bbbt b e bt s e st e e 9
INTRODUGCTION. ...ttt e st e e st e e ssb e e e ssae e e sseeeasaeeaaaeeaseeeaseaeas 10
REVUE DE LA LITTERATURE ..ottt 11
EPIAEMIOIOGIE ...ttt 11

I.  Les maladies inflammatoires chroniques de I’intestin ...........cccoovvvveiiieeniiensiieennnn, 11

I.  Le cancer colorectal dans la population générale..............ccoceoriiiiniiiininenee, 13

I Les cancers colorectaux assoCiés auX MICH...........ccocvviiineni i 14
Physiopathologie deS MICH.......c..ooiiiiiii e 16

I, SuSCepLiDIlItE QENELIGUE........eoiveeie e 16

[1.  Facteurs enVIrONNEMENTAUX........c.eiueiierieiiesieeieseesteesiesseesteesessessreessesseesseessesnesssens 17

I Déséquilibre du microbiote intestinal et induction du processus inflammatoire . 18
Carcinogenése des cancers colorectaux SPOrAtdiQUES ...........evrerveriririerierenesiesieese s seeneenes 21

I.  Voie de I'Instabilité ChromoSOMIQUE...........ccceeiiiiiiiiec e 21

I1.  Voie de I'instabilité microsatellitaire..........ccccoveveiiiiiie i 23

I WO0IE CIMP ettt 26

V. CDX2, MGMT €t PIS-KINASE .....cvviiieicriiie ettt ettt s sben e e sbaae e 26
Carcinogenése des cancers intestinaux associés auX MICl...........c.cccccveviiie v, 32

I.  Voies de carcinogenése des CCR assoCiés aux MICH .........cccccoceveiiiiinninencnenne, 32

II.  De I’inflammation QU CANCET ..........ccuurieeiiiireeeiitieeeesiiieeeessireeeeesrneeeesssnneeeessanneeesennns 39

[1I.  Autres facteurs de CANCEIOGENESE .......coeirereeririerieieiese et eeens 43
Dépistage des CCR SPOFATIQUES .........eeiveeieiieiiieiesiesieeie st ste e sreeste e sreesre e sreesresnaenres 45

I.  Programme de dépistage national ............ccccveiiiiiniinieneee e 45

I1. LESIONS UBPISIERS.......eeeivieie ettt ettt et te et e e e reeteaneenre s 45
Dépistage des CCR asSOCIES aUX MICH.........cooiiiiiiiiiee e 54

I.  Butetintéréts du déPISTAQE .......coveiieiieee e 54

Il.  Le dépistage des patients atteints de MICI : un dépistage individualiseé.................. 54

1. L’outil clé du dépistage : I’endoSCOPIC ......cccvvrviiiiiiiiiiiiic e 57

IV.  Particularités anatomopathologiques de la dysplasie dans les MICI ................... 60
Présentation clinique et anatomopathologique des CCR sporadiques ..........ccccccveevevivennenne. 63
Présentation clinique et anatomopathologique des CCR développés sur MIClI................... 64
MATERIEL ET METHODE ..ottt 65
SV 1=] 0SSOSR 65
EtUAE NISTOIOGIGUE........eeeiee et et sttt re e enes 65
IMMUNONISTOCNIMIE.....ceee ettt reesre e ee e nreas 66

I.  Technique et anticOrps EMPIOYES .........coviiiiiieiecie e 66

L R 1= 0 =] LA o PSPPSR 66
Biol0ogie MOIECUIAITE .......ccveeieie et ereas 70

I.  Extraction de PADN gENOMIQUE. .......ccouiirieiiiiiieiieiieesee e 70

Il.  Recherche d’instabilité microsatellitaire.........ccccoveeeriieiiieeiiie e 70

Il. Statut KRAS, NRAS et BRAF ...t 72

IV.  Statut de PIKSCA ... oo et 74

V. Meéthylation du promoteur du géne CDX2.........cccoiiiiiiiniinieese e 74

VI.  Méthylation de MLHL...........cocooiiiiiie e 76
ANAIYSE STALISTIGUE. ...ttt bbbttt bbb e s 76
RESU LT ATS Lottt ettt e e et e et e e bt e be e s e e Re e st et e benbe et e nbeebeereereeneeneeneas 77
Caractéristiques démographiques et cliniques des Patients..........cccevvrivererresieereereseenneans 77
Etude MOrphologigUE .......coouiiiiee ettt 79

I O 11 [ o] o 1SRRI 79

1. LESIONS PrECESSIVES ...ocvieuiiiiieiteeiecttesteete ettt te e e ste et e e e st e et e s e e saeeaesseesteeteaneenae s 80



1. LESIONS @ QISTANCE......veiiviciiie ettt sbe e s be e be e re e saeesnbeenbee s 84
IV.  Distribution des lésions précessives et a distance en fonction du type de MICI . 84

Etude immunohistochimique et MOIECUIAITE............ccvevveiiiicceee e 85

IR Ao 1= g o or= of [0 o PSSR 85

I1. LESIONS PrECESSIVES ...eevieuiiiiieiteesieeeesteeteestesteetesseesteetesseestaebeaseesaaeseeneesreenseaneesres 89

I TYPES AE MICH . 95
DISCUSSION ...ttt bbbttt bbbttt b e s e st et et e st b beebeeneeneeneas 96

BIBLIOGRAPHIE ... 101



Index des figures

Figure 1. Incidence des MICI en Europe et dans 1€ MONE..........cocoveiiiiiii i 12
Figure 2. Evolution de l'incidence de la maladie de Crohn en France entre 1988 et 2008............c.ccccevvevrinnne. 13
Figure 3. Estimation du nombre de nouveaux cas par an de cancers COlOreCtauX..........ccevvvvveiveresveervereereennes 14
Figure 4. Représentation schématique d'une muqueuse intestinale saine (a) et pathologique (b).........c.co....... 20
Figure 5. Différentes étapes de la voie CIN vers la transformation carcinOmateuse ............cccceeeveerirerinnnnn. 22
Figure 6. Schématisation du fonctionnement des protéines du systteme MMR (a) ; modele de

progression des CCR MSI sporadiques et liés a un syndrome de Lynch (B).........cccooeevrviinninniieinnenn. 24
Figure 7. Perte d'expression des protéines du systtme MMR en immunohistochimie ............cccccoeevvivenenne. 25
Figure 8. La voie de signalisation de Pi3-KINASE ............cciiiiiiiiiiiiisesee s 29
Figure 9. Structure de la protéine p110alpha (PIK3CA) ......coiiiiiiiiireierese e 30
Figure 10. Modéle schématique de l'activation incontrélée de PIK3CA par la mutation E545K .................... 31
Figure 11. Anomalies moléculaires dans les cancers sporadiques et sur MICH...........cccooevvinniinciniciccn, 36
Figure 12. Altérations génétiques dans les CCR sporadiques et dans les CCR associés aux MICI.................. 36
Figure 13. Role de Cdx2 dans la réponse inflammatoire médiée par le TNF alpha..........ccccccoiiiiiviiiininn. 37
Figure 14. Survie et mort cellulaire dans la voie TNF alpha/NF-KappaB et INK..........cccooviiiieneiciciee, 41
Figure 15. Implication de COX2 dans 12 CANCEIOGENESE ........cvvivriieiieitieiesie et sre e sttt re e nas 42
Figure 16. Médiateurs intervenant dans la cancérogénése chez les patients atteints de MICI ................c....... 44
Figure 17. ClasSifiCation A8 PAriS........ccciiiiieiiie ettt sttt te st e s te e s teete e besreestesteeneesras 46
Figure 18. Possibles aspects endoscopiques des polypes COIOTECIAUX ........cccvcveieieeieieerie e e se e 46
Figure 19. Modifications architecturales dans une muqueuse colique dysplasique ............cccccvererereieeiinenne. 47
Figure 20. Anomalies cytonucléaires en lien avec une Iésion de dysplasie .........cccccevvvvveveie v s, 48
Figure 21. Différents aspects histologiques des a0ENOMES .........coeiiriirieirieirei e 49
Figure 22. Aspect histologique d'un polype hyperplasique COlIQUE ..........coiriiiiiiciiie e 51
Figure 23. Aspect histologique d'un adénome festonné SESSIIE.........cccvcveiiii e 52
Figure 24. Aspect microscopique d'un adénome festonné traditionnel ..o 53
Figure 25. Rythme de surveillance endoscopique des patients atteints de MICI ..., 57
Figure 26. Aspect endoscopique d'UNE DALM ...t 59
Figure 27. Aspect endoscopique d'une Iésion de type adenoma-like mass (ALM)........cccoovernirnenneniennnnns 59
Figure 28. Classification macroscopique des différents types de dysplasies au cours des MICl.................... 60
Figure 29. Aspect microscopique d'un épithelium régénératif.............ccoceoviiriiiniiniii e 61
Figure 30. Classification A8 VIBMNE .........coi ittt sttt st sbe e te e be s reetesteeneearas 61
Figure 31. Phénotype microsatellitaire stable en immunohistoChimie.............cccocoviiiiicic i, 67
Figure 32. Exemple de phénotype microsatellitaire instable en immunohistochimie...........ccccccoviiiiinnnn. 68
Figure 33. Marquage anormal de P53 en immunohiStoChimie............ccccveviiiiiiii i 69
Figure 34. Eléctrophérogramme d'un échantillon pPMMR .........ccoiiiiiiiiii e 71
Figure 35. Eléctrophérogramme d'un échantillon AMMR (MSI-H).........ccooiiiiiiinececcee e 72
Figure 36. Révélation de produits d'amplification du promoteur de Cdx2 par éléctrophorése.............cccovun.... 75
Figure 37. Aspect microscopique d'un adénocarcinOMe MUCINEUX .........eveveerrererteeseenresessesesreseesesesseseesesnns 79
Figure 38. Aspect microscopique d'une hyperplasie villeuse hypersécrétante............ccccoovvoveiiienenenenicrenenne. 82
Figure 39. Lésion papillaire avec dysplasie cytologique inclassable et lésion festonnée inclassable.............. 83
Figure 40. Répartition des lésions précessives en fonction de leur type histologique ...........ccocevevrereiierienenne. 83

Figure 41. Mutation G12D de KRAS . ... ..ottt sttt e s te et e besreeneeseeaneeneas 91



Index des tableaux

Tableau 1. ANTICOIPS ULITISES .......cuetiteiieeteeitet etttk b et e ket e bbbt bbbt e s bt et b e b bt e 66
Tableau 2. Mutations de RAS détectables par les amorces utilisées pour la réaction de PCR en temps réel.................... 73
Tableau 3. Données clinico-pathologiques des patients de 12 SETIE..........ceii i 78
Tableau 4. Données morphologiques des carcinomes et de leurs 16SioNS aSSOCIBES.........ccveivereieieriesieeiieieene e e seeneas 80
Tableau 5. Anomalies moléculaires des adénocarcinomes de 18 SEIIE .......cooveviereirerieieie e 88

Tableau 6. Tableau comparatif des anomalies moléculaires observées entre les différentes Iésions précessives............. 94



ABREVIATIONS

ADN : Acide désoxyribonucléique
AKT : Serine threonine kinase

APC : Adenomatous polyposis coli
ARNmM : Acide ribonucléique messager
BRAF : v-RAF murine sarcoma viral
oncogene homolog B1

CDX2 : Caudal-related homeobox 2
CIMP : CpG island methylator phenotype
CIN : Chromosomal instability

COX2 : Cyclo-oxygénase 2

CSP : Cholangite sclérosante primitive
DCC : Deleted in colorectal carcinoma
dMMR : deficient Mismatch repair
ECCO : European Crohn and Colitis
Organisation

FFPE : Formalin-fixed paraffin-embedded
GSK3p : Glycogen synthase kinase-3f3
HES : Hématoxyline-Eosine-Safran
HLA : Human leukocyte antigen
HNPCC : Hereditary non polyposis
colorectal cancer

IHC : Immunohistochimie

IL : Interleukine

KRAS : Kristen Rat Sarcoma

MC : Maladie de Crohn

MEC : Matrice extra-cellulaire
MGMT : O6-Methyl Guanine-DNA
Methyl Transferase

MICI : Maladies inflammatoires
chroniques de I’intestin

MMR : Mismatch Repair

MLH1: Mut L Homolog 1

MSH2: Mut S Homolog 2

MSHG6: Mut S Homolog 6

MSI-H : Microsatellites instables-High
MSI-L : Microsatellites instables-Low
MSS : Microsatellites stables

MTOR : Mechanistic target of rapamycin

NF-kB : nuclear factor-kappa B

NOD?2 : nucleotide-binding
oligomerization domain 2

NOS : Not otherwise specified

NRAS : Neuroblastoma rat sarcoma
OMS : Organisation mondiale de la santé
PDGF : platelet derived growth factor
PIK3CA : phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphate 3-kinase catalytic subunit
alpha

P13-Kinase : phosphatidylinositol 3-kinase
PIP2 : phosphatidylinositol-4,5
bisphosphate

PIP3 : phosphatidylinositol-3,4,5-
trisphosphate

PMMR : proficient Mismatch Repair
PMS?2 : Postmeiotic segregation increased
2

PTEN : Phosphatase and tensin homolog
RCH : Rectocolite hémorragique

RCP : Réunion de Concertation
Pluridisciplinaire

RR : Risque relatif

SCENIC : Surveillance for Colorectal
Endoscopic Neoplasia Detection and
Management in Inflammatory Bowel
Disease Patients International Consensus
SFED : Société Francaise d’Endoscopie
Digestive

STATS3 : signal transducer and activator of
transcription 3

TNFa : Tumor necrosis factor a

TNM : Tumor Node Mestasis

UICC : Union Internationale Contre le
Cancer

VEGF : Vascular endothelial growth
factor

WNT : Wingless/Integrated




INTRODUCTION

Le cancer colorectal est la principale cause de mortalité a long terme des patients atteints de
maladie inflammatoire chronique de I’intestin (MICI) qui ont un risque 2.5 a 5.6 fois plus
élevé de développer un cancer intestinal que la population générale’.

Les cancers associes aux MICI ont la particularité de se developper sur une mugueuse siege
d’une inflammation chronique qui pourrait favoriser des voies particuliéres de carcinogenese.
Les cancers développés sur MICI constituent un modele de carcinogenese suivant la sequence
inflammation — dysplasie — cancer et pourraient par conséquent avoir un schéma de
cancérisation différent que les adénocarcinomes intestinaux sporadiques qui pourtant sert bien
souvent de référence dans tous les projets d’études.

Une stratégie de surveillance adaptée s’impose chez ces patients, reposant actuellement sur la
recherche des lésions de dysplasie, premicre alerte qu’un processus de complication
néoplasique est en cours. L’efficacité du dépistage du cancer colorectal chez les patients
atteints de MICI est largement prouvée, mais des cancers « d’intervalle » sont encore
découverts sur piece d’exérése chirurgicale réalisée pour un motif non carcinologique, a
I’occasion d’un traitement d’une complication de la MICI du patient par exemple. La
survenue de ces cancers d’intervalle démontre malheureusement les insuffisances de la
stratégie de dépistage actuelle. L’une d’entre elles est probablement la définition des lésions
néoplasiques recherchées par le dépistage. En effet, ce constat permet d’hypothéquer que les
cancers associés aux MICI pourraient étre issus de lésions pré-néoplasiques inhabituelles, de
profils morphologique et génotypique particuliers, inconnues ou négligées par les praticiens

impliqués dans le dépistage.

L’objectif de notre étude était d’identifier de telles Iésions pré-néoplasiques, d’étudier leurs
caractéristiques histo-moléeculaires et leur évolutivité clinico-pathologique afin d’apprécier
leur possible implication dans I’échec du dépistage endoscopique dans le contexte des

maladies inflammatoires chroniques de I’intestin.
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REVUE DE LA LITTERATURE

EPIDEMIOLOGIE

. Les maladies inflammatoires chroniques de I’intestin

Depuis leur premiére description historique (Wilks & Moxon en 1875 pour la RCH?3, Burill
Bernard Crohn en 1932 pour la maladie de Crohn*®), les MICI ont vu leur incidence
augmenter considérablement durant le 20° siécle dans les pays occidentaux®. Il existe un net
clivage Nord-Sud dans le monde avec des cas incidents plus nombreux en Europe et en
Ameérique du Nord. Ce gradient est également observé dans certaines régions du globe comme
en Europe ou les zones les plus affectées sont la Scandinavie et le Royaume-Uni (Figure 1).
Bien que I’on assiste a une stabilisation voir a une légere diminution de I’incidence des
maladies inflammatoires chroniques de I’intestin dans les pays développés depuis le début du
21° siécle’, la prévalence reste élevée avec un taux dépassant 0.3% en Amérique du Nord,
I’Océanie et dans de nombreux pays européens. Ainsi, plus de 1.5 millions et plus de 2
millions de personnes sont atteintes de MICI en Amérique du Nord et en Europe
respectivement®, avec un risque cumulé de contracter cette pathologie au cours de la vie
compris entre 0.5 et 1%°. Cette tendance s’accompagne d’une globalisation mondiale des

MICI qui touchent de plus en plus les pays en voie de développement’.
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Figure 1. Incidence des MICI en Europe et dans le monde

(Moldecky et al, incidence and prevalence of the inflammatory bowel diseases with time, based on
systematic review. Gastroenterology. 2012)

En France, ’incidence de la MC a augmenté de fagon significative en 20 ans (5.3/10°
habitants en 1988 versus 7.6/10° habitants en 2008)° (Figure 2), avec une croissance trés
importante parmi les patients 4gés de moins de 20 ans (6.5/10° contre 12.9/10° habitants).
L’incidence de la RCH est restée stable a 4.4/10° habitants durant cette période. Cette
tendance s’accompagne, comme en Europe, d’un gradient Nord-Sud pour la MC, avec des
taux d’incidence les plus élevés dans le tiers Nord du pays pour cette pathologiell. La

distribution de la RCH est quant a elle homogéne dans le territoire francais.
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Figure 2. Evolution de I'incidence de la maladie de Crohn en France entre 1988 et 2008

(Epidemiology of inflammatory bowel diseases: New insights from a French population-based registry
(EPIMAD). Digestive and Liver Disease. févr 2013)

1. Le cancer colorectal dans la population générale

Le cancer colorectal constitue 1’un des cancers les plus fréquents : il s’éléve au 3° rang des
cancers par ordre de fréquence derriere le cancer du poumon et du sein, avec 1.36 millions de
nouveaux cas par an dans le monde 2. L’incidence du cancer colorectal est plus élevée dans
les pays développés (le 4° cancer le plus fréquent) par rapport aux pays en voie de
développement ou il constitue le 5° cancer le plus répandu (738.000 contre 624.000 nouveaux
cas/an) (Figure 3).

En terme de mortalité, il est responsable de 694.000 décés par an dans le monde *?,
représentant ainsi la 2° cause de déces par cancer chez I’homme et la 3° chez la femme dans
les pays industrialisés!®. En France, il a été a I’origine de 17.684 décés en 2017 (9294
hommes, 8390 femmes)**, se hissant au 2°™ rang des causes de mortalité par cancer chez
I’homme derriére le cancer du poumon et en 3°™ position chez la femme derriére le cancer du

sein et du poumon.
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(Ferlay J et al, Cancer incidence and mortality worldwide, 2015)

I11. Les cancers colorectaux associés aux MICI

Les patients atteints de MICI encourent un risque accru de développer un cancer intestinal.
Les MICI représentent le 3™ plus important facteur de risque de survenue de cancer

intestinal, derriére la Polypose Adénomateuse Familiale et le syndrome de Lynch®>18,

I11.1. Rectocolite hémorragique

De nombreuses études ont démontré que la RCH d’évolution prolongée présentait un
surrisque de cancer colorectal. Selon la méta-analyse de Jess et al*’, la RCH multiplie par 2.4
le risque de cancer colorectal. Une autre méta-analyse conduite par Eaden et al'® a estimé ce
risque & 1.6% a 10 ans, 8.3% a 20 ans et 18.4% a 30 ans. Ainsi, les cancers colorectaux sont
responsables d’un sixieme de ’ensemble des déces observés chez les patients atteints de
RCH®™1,
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111.2. Maladie de Crohn

Bien que les données bibliographiques soient moins nombreuses que pour la RCH, il a été
démontré qu’il existe une association entre la MC et les cancers intestinaux. Le risque relatif
de CCR chez les patients atteints de MC est compris entre 2 et 5.6% %20, Selon une méta-
analyse compilant les données de 12 études réalisées entre 1972 et 2004, le risque cumulé de
survenue de cancer intestinal est de 2.9% a 10 ans, 5.6% a 20 ans, et 8.3% a 30 ans apreés le

diagnostic d’une maladie de Crohn dans la population occidentale?!,
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PHYSIOPATHOLOGIE DES MICI

L’étiologie des MICI reste a ce jour inconnue. Un grand nombre d’études alimente
I’hypothese selon laquelle il s’agit de pathologies multifactorielles complexes, qui se
développent chez des personnes ayant une susceptibilité génétique, chez qui une dérégulation
de la réponse immunitaire de la muqueuse a I'égard du microbiote intestinal a lieu et qui est

favorisée par des facteurs environnementaux particuliers®22,
. Susceptibilité génétique

Plusieurs études ont démontré la participation d’une composante génétique a la pathogénie
des MICIZ24,

Le premier gene de susceptibilité de la MC découvert fut NOD2 (nucleotide-binding
oligomerization domain 2), également appelé CARDI15, situé sur le locus 16q122°2°. La
moitié des patients atteints de MC présentent au moins une mutation de ce géne?’, le risque
relatif de développer une MC est d'environ 20 pour les porteurs homozygotes d’un variant de
ce géne, de 2 a 3 chez les porteurs hétérozygotes?’. Le géne NOD2 code pour une protéine qui
intervient dans la reconnaissance de composants bactériens (peptidoglycanes) par les cellules
immunitaires?®. Bien que son implication dans la physiopathologie de la maladie n’ait pas été
complétement éclaircie, I’hypothese principale est qu’une mutation de ce géne participe a la
dérégulation du systéeme immunitaire vis-a-vis du microbiote intestinal.

Depuis la découverte de NOD2, environ 160 loci impliqués dans la susceptibilité génétique
aux MICI (notamment la MC) ont été identifiés?®®, la plupart codant pour des protéines
intervenant dans la réponse immunitaire innée et acquise contre des agents bactériens.
Certaines études ont montré que des génes non impliqués dans la susceptibilité aux MICI
intervenaient dans ’expression clinique de ces pathologies®®3!, certains variants HLA de
classe Il ont ainsi été associés a des formes plus séveres de RCH et d’autres a la survenue de
manifestations extra-intestinales 233031,

Par ailleurs, des études épidémiologiques ont montre que des cas d’agrégations familiales
étaient observés chez les patients touchés par les MICI : le risque de développer une MICI est
augmente entre 15 et 42 fois pour la MC, entre 7 et 17 fois pour la RCH pour un individu
ayant un parent au premier degré atteint respectivement par la MC ou la RCH323,

Néanmoins, des études montrent également que les taux de concordances chez les jumeaux
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monozygotes n’atteignent pas 100% comme pour une maladie purement génétique (20 a 50%
pour la MC ; 13 a 19% pour la RCH)3*, ce qui montre que d’autres facteurs interviennent dans

la pathogenése des MICI.

1. Facteurs environnementaux

De nombreux facteurs environnementaux ont été évoqués et étudiés, les seuls dont
I’implication ait été clairement démontrée dans 1’apparition des MICI sont le tabac et

’appendicectomie %,

11.1. Tabac

11.1.1. RCH

Le tabagisme réduit le risque de RCH de 40%, la maladie survient 2.5 fois moins souvent
chez les fumeurs par rapport aux non fumeurs®3®. Quand déclarée, la RCH est moins sévére :
elle s’étend moins souvent sur le colon proximal, nécessite plus rarement le recours a la
corticothérapie et a la chirurgie. L’arrét de I’intoxication aggrave la maladie et sa reprise
1’améliore®’.

1.1.2. MC

A P’inverse de la RCH, le tabac multiplie par plus de 2 le risque de survenue d’une MC3%%,
Quand déclarée, celle-ci est plus sévere chez le fumeur que chez le non fumeur (complications
plus nombreuses, nécessité d’un recours aux corticoides et aux immunosuppresseurs, recours
a la chirurgie)®®°. 11 s’y associe un net bénéfice du sevrage tabagique (réduction de moitié du
risque de rechutes, I’effet de ce seul sevrage étant comparable a celui d’un traitement
immunosuppresseur)*®.

Plusieurs hypothéses ont été proposées quant a cet effet ambivalent du tabac, aucune n’a a ce

jour été validée.
11.2.  Appendicectomie

L’appendicectomie réduit d’environ 70% le risque de RCH?®®, a condition quelle ait été
réalisée avant 1’age de 20 ans et avec pour motif une appendicite aigué ou une lymphadénite
mésentérique. Elle est associée a une évolution moins péjorative de la maladie avec moins de
poussées et de complications.

L’effet de 1’appendicectomie sur la MC est encore discuté, elle pourrait augmenter le risque

de survenue de la maladie®.
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Le mécanisme d’action de 1’appendicectomie sur les MICI demeure non connu, elle pourrait
participer a des modifications de la réponse du systeme immunitaire muqueux intestinal a

I’égard des antigénes au contact de la barriére intestinale.

11.3. Autres facteurs environnementaux

La prise de contraceptifs oraux augmente Iégérement le risque de MICI (RR 1.28-1.46)°.
D’autres facteurs environnementaux liés au mode de vie occidental sont suspectés, comme les
habitudes alimentaires (régime pauvre en fibres, surconsommation de sucres raffinés, de
graisses saturées, de protéines animales et de conservateurs alimentaires), 1’amélioration de
I'état sanitaire, la pollution industrielle, 1’obésité, la sédentarité, 1’exposition retardée dans la
vie aux infections ou la diminution des maladies parasitaires endémiques, sans qu’aucun ne

soit formellement démontré*!.

I11. Déséquilibre du microbiote intestinal et induction du processus
inflammatoire

La muqueuse digestive assure un role de barriére par divers mécanismes*?. La sécrétion de
mucus permet la séquestration d'agents bactériens ; I’expression de peptides antibactériens par
les cellules épithéliales et leur présence au sein du mucus contribue a la lyse des bactéries
pathogenes, la présence de jonctions serrées telles que la E-cadhérine entres les cellules
épithéliales rendent la muqueuse impénétrable par les bactéries®. Enfin la grande capacité de
renouvellement de la muqueuse assure un maintien des différents types de cellules impliquées
dans ces mécanismes.

Dans une muqueuse intestinale saine, les antigenes alimentaires et bactériens commensaux au
contact de la muqueuse sont reconnus par les macrophages, les cellules épithéliales et
mésenchymateuses, induisant une production de TGF-Beta et de prostaglandines par celles-
ci*. 1l en résulte une maturation partielle des cellules dendritiques présentatrices d’antigénes
ayant également reconnu ces antigenes. Apres migration vers les ganglions lymphatiques
mésentériques, ces cellules dendritiques vont sécréter des cytokines anti-inflammatoires a
I’origine d’une différenciation des lymphocytes T CD4 (LT CD4) en lymphocytes T
régulateurs. Ces derniers permettent d’inhiber les lymphocytes T effecteurs et les cellules de
immunité innée, conduisant a une tolérance de ces antigénes alimentaires et bactériens

commensaux® (Figure 4a).
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Dans les MICI, la conjonction des facteurs environnementaux et de la prédisposition
génétique contribue a une perte de 1’homéostasie du microbiote intestinal, conduisant a une
réponse immunitaire dérégulée a son égard“®.

L’altération des mécanismes d’homéostasie (comme la diminution de la sécrétion de mucus et
de peptides anti-microbiens par exemple) est responsable d’une dérégulation de la flore
intestinale (dysbiose intestinale), qui se traduit par une diminution de la quantité de bactéries
« protectrices » au profit des bactéries pathogeénes*’. 11 s’y associe une altération des jonctions
intercellulaires a I’origine d’une augmentation de la perméabilité de la barriere épithéliale.

La dysbiose conjuguée avec cette perte de la fonction de barriére intestinale favorise
I’envahissement de la lamina propria par des bactéries pathogenes conduisant a une activation
excessive du systéme immunitaire®. Contrairement & ce qui est observé dans une muqueuse
saine, les macrophages, les cellules épithéliales et les cellules mésenchymateuses synthétisent
des cytokines pro-inflammatoires induisant une maturation complete des cellules dendritiques
qui ont détecté les antigénes bactériens pathogenes. Aprés migration de ces cellules
dendritiques dans les ganglions lymphatiques mésentériques, la présentation d’antigéne aux
lymphocytes conduit a une différenciation des LT CD4 en LT effecteurs (LTh) a I’origine
d’une amplification de I'inflammation (recrutement de I'immunité innée et humorale) (Figure
4b). L’inflammation chronique qui en résulte aboutit finalement a 1’apparition des lésions

observées chez les patients®.
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Muqueuse intestinale saine
Figure 4b. Mugueuse
intestinale pathologique

Figure 4a.

Figure 4. Représentation schématique d'une muqueuse intestinale saine (a) et pathologique (b)
(Maladies inflammatoires chroniques de l’intestin : maladies génétiques ou de [’environnement ? Hegel ; 2016)
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CARCINOGENESE DES CANCERS COLORECTAUX
SPORADIQUES

Les cancers colorectaux empruntent trois principales voies de cancérogenese : la voie de
I’instabilité chromosomique, la voie de 1’instabilité microsatellitaire et la voie CIMP. Ces
voies ne sont pas mutuellement exclusives, certains CCR sont issus de plusieurs voies
différentes : plus de 25% des CCR MSI ont une instabilité chromosomique®®, 12% des
tumeurs MSI ont une instabilité chromosomique® et 33% des CCR avec un profil CIMP ont

une instabilité chromosomique®..

. Voie de I'Instabilité chromosomique

La voie de [Dinstabilit¢ chromosomique, également appelée voie CIN (Chromosomal
Instability) ou LOH (Loss Of Heterozygoty), a été décrite pour la premiére fois par Fearon et
Vogelstein en 1990 dans le cadre du syndrome héréditaire de prédisposition de polypose
adénomateuse familiale (PAF), syndrome de transmission autosomique dominante a 1’origine
de 1% de 1’ensemble des CCR™. La voie CIN représente la voie principale de cancérogénése,
elle est empruntée par 60 a 80% des cancers colorectaux>>°4,

D’un point de vue anatomopathologique, la voie de [Dinstabilit¢ chromosomique est
représentée par la séquence « adénome-carcinome » (Figure 5) avec pour lésion histologique
précancéreuse élémentaire la dysplasie conventionnelle®2.

D’un point de vue moléculaire, cette voie est a 1’origine de pertes alléliques sur les bras des
chromosomes 5, 8, 17, 18 et 22, pertes auxquelles s’associent des mutations conduisant a
I’inactivation bi-allélique de génes suppresseurs de tumeurs ou a la surexpression de proto-
oncogenes™.

Le géne APC (adenomatous polyposis coli), situé sur le chromosome 521, est 1'un des
génes-clés de cette voie a étre inactivé®® (Figure 5). Une perte d’expression de ce géne est
retrouvée dans 65 a 70% des CCR sporadiques. Son inactivation constitue un événement
précoce® puisque 30 a 70% des adénomes présentent déja a ce stade une perte d’expression
d’APC. L’inactivation d’APC induit une accumulation de B-caténine dans la cellule ce qui
active la transcription de génes impliqués dans la prolifération cellulaire®’. La mutation

germinale du gene APC est responsable du syndrome de polypose adénomateuse familiale.
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L’hyperméthylation du promoteur d’APC, retrouvée dans 18% des adénomes et des CCR,
constitue une alternative aux mutations du second alléle du géne aboutissant & son
inactivation®.

Le gene KRAS est également impliqué dans la voie CIN et survient de facon relativement
précoce. La mutation de ce gene, notamment dans les codons 12 et 13 de I’exon 2, conduit a
I’activation de la cascade des MAP Kinases et a la prolifération cellulaire®®. Trente-cing a
50% des CCR sporadiques présentent une mutation de KRAS>*%° 17% des adénomes sont
porteurs d’une mutation du géne®:.

La phase tardive de la voie CIN est marquée par la perte d’expression de TP53, situé sur le
chromosome 1752, TP53 est un géne suppresseur de tumeur et coordinateur des réponses de la
cellule au stress cellulaire (stress oxydatif, signaux aberrants de prolifération, dommages sur
I’ADN cellulaire). Cinquante & 75% des CCR ont une inactivation de P53, 50% des adénomes
en dysplasie de haut grade en possédent une, 4 & 26% des adénomes en comportent une®. La
plupart des mutations du géne (80%) sont des mutations non-sens qui aboutissent a la
synthése d’une protéine inactive avec une longue demi-vie qui va s'accumuler dans la cellule,
cette surexpression cellulaire sera détectable en immunohistochimie.

L’inactivation de P53 s’associe a la perte de 18q dans 70% des CCR®. Cette région
chromosomique est porteuse de genes suppresseurs de tumeurs tels que DCC (Deleted in
Colorectal Carcinoma), SMAD4 et SMAD?2.

TP53, PIK3CA,
APC/j3-catenin KRAS loss of 18q
Normal Aberrant Early Late Invasive
mucosa crypt focus adenoma adenoma cancer

EGFR, COX2 |
Increasing CIN

Figure 5. Différentes étapes de la voie CIN vers la transformation carcinomateuse
(The chromosomal instability pathway in colon cancer; Pinot et Chung; 2010)
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Il. Voie de lI'instabilité microsatellitaire

La voie d’instabilité microsatellitaire est empruntée par 15% des CCR®.

Les sequences microsatellites sont des régions codantes ou non codantes du génome
caractérisées par une répétition di-, tri- ou quadri-nucleotidique particuliérement sujettes aux
erreurs de réplication commises par I’ADN polymérase lors de la réplication de I’ADN®, Ces
erreurs sont, en temps normal, réparées par des protéines de réparation de misappariement de
I’ADN, appartenant au systtme MMR (MisMatch Repair). Ces protéines correspondent a
MLH1, PMS2, MSH2 et MSH6 et fonctionnent en hétérodiméres (MLH1/PMS2 et
MSH2/MSH6). Les complexes MSH2/MSH6 (MutSa) ou dans une moindre mesure
MSH2/MSH3 (MutSB) (I’expression de MSH3 étant 10 fois inférieure a celle de MSH®6)
reconnaissent les erreurs commises lors de la réplication de I’ADN et induisent le recrutement
du complexe MLH1/PMS2 qui permet de dégrader les bases mutées et de re-synthétiser les
bases adéquates®’ (Figure 6 (a)).

L’inactivation bi-allélique des génes codant pour une ou plusieurs de ces protéines du systéeme
MMR est a ’origine d’une accumulation de mutations dans divers génes participant a la
transformation carcinomateuse®®.

Les cancers colorectaux issus de cette voie sont soit sporadiques soit héréditaires.

Dans les CCR sporadiques, cette inactivation est le plus souvent le résultat d’une
hyperméthylation au niveau somatique du promoteur du géne MLH1%. Ce phénomeéne
épigénétique d’hyperméthylation concerne 12% de 1’ensemble des CCR et peut s’inscrire
dans le cadre d’une autre voie de carcinogenese caractérisée par une hyperméthylation d’un
grand nombre de genes, la voie CIMP (CpG Island Methylator Phenotype).

La mutation germinale d’un des génes du systtme MMR (le plus souvent MLH1 ou MSH2)
est responsable du syndrome de Lynch ou HNPCC (Hereditary Non Polyposis Colorectal
Cancer), syndrome a l’origine de 3% des CCR®. Dans ce syndrome, la mutation
constitutionnelle, suivie d’une mutation ou d’une hyperméthylation somatique du deuxiéme
allele du méme gene au cours de la vie du patient, conduit a la perte d’expression d’une ou de
plusieurs protéines du systtme MMR induisant 1’évolution vers la transformation
carcinomateuse (Figure 6 (b)).

Les cancers du spectre du syndrome d’HNPCC sont représentés notamment par les cancers
colorectaux (20%), endométriaux (22-33%), du gréle (10-45%), gastriques (15-20%),
ovariens (10%) et des voies biliaires (10%)°.
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Figure 6. Schématisation du fonctionnement des protéines du systeme MMR (a) ; modeéle de
progression des CCR MSI sporadiques et liés a un syndrome de Lynch (b)

(Microsatellite instability : an update ; Yamamoto et al ; Juin 2015)

L’étude du phénotype microsatellitaire est réalisée en pratique courante par deux
méthodes complémentaires : I’'immunohistochimie et la biologie moléculaire.

L’immunohistochimie permet 1’étude de 1’expression des protéines MLH1, PMS2, MSH2 et
MSHS6. Le marquage nucléaire par les anticorps anti-MLH1, PMS2, MSH2 et MSH6 est en
faveur d’un phénotype microsatellitaire stable (MSS). A I’inverse, 1’absence d’expression

nucléaire d’une ou plusieurs de ces protéines oriente vers un phénotype microsatellitaire
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instable (MSI) (Figure 7). Le fonctionnement des protéines PMS2 et MSH6 étant
respectivement dépendant de 1’expression de MLH1 et MSH6, la perte d’expression de ces

derniéres aura pour conséquences I’absence d’expression des premicres.

MLH1 mutation Loss | Loss Preserved Preserved

- - ?” B

MSH2 mutation

MSH6 mutation

PMS2 mutation Preserved

Figure 7. Perte d'expression des protéines du systtme MMR en immunohistochimie
les quatre cas de figures

En technique de biologie moléculaire, le phénotype MMR est étudié par PCR (Polymerase
Chain Reaction) multiplex utilisant un panel d’au minimum cinq marqueurs
mononucléotidiques parmi les sept suivants : Bat25, Bat26, Bat40, NR21, NR22, NR24 et
NR27%. Lorsque le systtme MMR est déficient, des erreurs s’accumulent au sein des
séquences microsatellitaires sous la forme d’all¢les de taille différente. La PCR multiplex est
un examen qui permet de déterminer la taille de chacune des séquences microsatellitaires
testées : I’instabilité microsatellitaire est la présence dans 1’échantillon tumoral d’alléles de
taille differente de celle de I’alléle normal, traduisant 1’absence de réparation des erreurs de
réplication dans le génome. L’absence d’instabilité microsatellitaire (phénotype MSS ou
PMMR (proficient MisMatch Repair)) est définie par des marqueurs tous stables ; il existe
une instabilité microsatellitaire (phénotype dMMR) lorsqu’une instabilité est retrouvée au

sein d’un marqueur (MSI-Low) ou de plusieurs marqueurs (MSI-High).
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A stade égal, les cancers colorectaux MSI ont un meilleur pronostic que les cancers MSS. Par
ailleurs, les cancers MSI ont un profil de sensibilité aux chimiothérapies différent par rapport

aux tumeurs MSS (davantage résistantes au 5-Fluoro-Uracil, plus sensibles a I’Irinotécan).

1.  Voie CIMP

La voie CIMP (CpG Island Methylator Phenotype) est empruntée par 25 a 35% des CCR"2.

De nombreux génes détiennent dans leur région promotrice des répétitions dinucléotidiques
Cytosine-Guanine, appelées flots CpG. La méthylation de ces Tlots CpG rend les genes
correspondant silencieux. La voie CIMP est caractérisée par une méthylation d’un grand

nombre de génes. Cette voie est fréquemment associée aux mutations de BRAF"3.,

IV. CDX2, MGMT et PI13-Kinase

IV.1. CDX2

IV.1.1.  Structure du géne

Le géne CDX2 (Caudal-related homeobox 2) est situé sur le chromosome 13. S’étendant sur
7.2Kb, il est constitué de trois exons et de deux introns. 1l code pour une protéine constituée

de 313 acides aminés.

1VV.1.2. Fonctions de CDX2

IV.1.2.1. Durant ’embryogenése

CDX2 est un des premiers génes exprimés au cours de I’embryogenése’®. D’abord exprimé
dans les 3 feuillets embryonnaires, son expression se restreint ensuite a 1’endoderme
intestinal, avant d’étre maintenue dans 1’épithélium intestinal tout au long de la vie. Au cours
du développement embryonnaire, CDX2 assure la détermination et le maintien du
trophectoderme, le développement de 1’axe antéro-postérieur de I’embryon ainsi que la

différenciation du tissu intestinal.
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1V.1.2.2. Chez P’adulte

IV.1.2.2.1.  Différenciation de 1’épithélium intestinal

CDX2 assure le maintien du phénotype intestinal’™. CDX2 est un élément majeur de la
différenciation terminale des cellules épithéliales intestinales. Parmi ses fonctions, CDX2
favorise la transcription de geénes codant pour des transporteurs nécessaires a 1’absorption et
au passage des nutriments dans le sang’®. Il favorise également la transcription de génes
codant pour des mucines comme MUC2 et MUC4, entrant dans la composition du mucus
intestinal””.  Par ailleurs, CDX2 participe également & la fonction d’absorption de
I’épithélium en produisant des facteurs de transcription permettant la différenciation des

cellules souches en cellules absorbantes.

IvV.1.2.2.2. Inhibition du développement tumoral

CDX2 détient une fonction anti-proliférative qui permet d’assurer ’homéostasie intestinale et
d’inhiber le développement tumoral intestinal. Il assure notamment cette fonction anti-
proliférative par inhibition de la voie Wnt en interagissant avec la -caténine et en entravant
I’expression de génes cibles de la voie Wnt’®. Certains auteurs ont également rapporté a
CDX2 une fonction de protection a I’égard de I’instabilit¢ génomique par inhibition des
mecanismes défectueux de réparation des cassures des brins d’ADN et par induction de

I’apoptose des cellules intestinales au génome altéré’®.

IV.1.3.  Mécanisme de perte de CDX2

Plusieurs auteurs ont décrit un lien entre la méthylation du promoteur de CDX2 et la
diminution de son expression. Jiang et al® ont ainsi mis en évidence une corrélation entre la
diminution des taux d’ARNm de CDX2 avec le degré de méthylation du promoteur du géne.
La méthylation du promoteur de CDX2 serait ainsi un des principaux mécanismes de
répression du géne.

D’autres auteurs ont montré que I’expression de CDX2 pouvait étre inhibée par certaines
voies impliquées dans la cancérogénése colique. Ainsi, I’expression de CDX2 est inhibée par

la voie Ras dans des cellules cancéreuses coliques®..
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La plupart des auteurs s’accordent sur le fait que le locus de CDX2 est rarement affecté par
des mutations®?,

IV.1.4.  Profil d’expression de CDX2 en immunohistochimie

Dans [I’épithélium intestinal normal, CDX2 est exprimé dans le noyau des cellules
intestinales. Dans les CCR, la perte d’expression des cellules intestinales tumorales est peu
fréquente (90% des adénocarcinomes coliques expriment CDX2 selon Moskaluk et al®3), elles
est le plus souvent conservée, avec toutefois une localisation cytoplasmique, parfois diffuse
(nucléaire et cytoplasmique). La perte d’expression de CDX2 est plus souvent associée a des
CCR avancés de haut grade, avec atteinte ganglionnaire, présentant une instabilité
microsatellitaire et un phénotype CIMP. Elle est également associée a un plus mauvais

pronostic®,

IV.2. MGMT

Le géne MGMT (O-6-methylguanine-DNA methyltransferase), situé sur le chromosome
10926, a une fonction de réparation de I’ADN en favorisant la neutralisation de 1’effet
oncogénique des agents alkylants sur I’ADN®. La protéine codée par ce géne permet la
désalkylation en catalysant le transfert de groupes méthylés des résidus O6-Méthylguanine de
I’ADN vers une cystéine faisant partie de la protéine elle-méme®. L’expression du géne
MGMT peut étre réprimée par méthylation de son promoteur, le défaut de réparation de
I’ADN qui en résulte constitue un facteur favorisant la carcinogenése. L’extinction de MGMT

par méthylation est constatée dans environ 40% des cancers colorectaux®’.

1VV.3. PI3-Kinase

P13-Kinase (phosphatidylinositol-3-kinase) est une enzyme de la famille des lipides kinases
intervenant dans la transduction du signal cellulaire. Elle est impliquée dans divers processus

tels que 1’apoptose, le métabolisme glucidique, la survie et la prolifération cellulaire®.

IV.3.1.  Lavoie de signalisation de PI3-Kinase

P13-Kinase est recrutée et activée apres stimulation d’un récepteur tyrosine kinase par liaison
a son ligand (facteur de croissance ou insuline). PI13-Kinase augmente alors le taux de PIP3

cellulaire (phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate) en phosphorylant PIP2
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(phosphatidylinositol-4,5 bisphosphate), ce qui permet le recrutement de la protéine AKT
(Serine Threonine Kinase) au niveau de la membrane cellulaire. AKT est ensuite pleinement
activée par phosphorylation par mTOR (mechanistic target of rapamycin) et PDK1 (3-
phosphoinositide-dependent kinase). Une fois activée, AKT phosphoryle une gamme de
substrats tels que MDM2, FOXO et BAD, ce qui va avoir pour effet de les stimuler ou les
inhiber. La réponse cellulaire qui en découle est I’inhibition de I’apoptose et la stimulation de
la prolifération cellulaire. PTEN (Phosphatase and tensin homolog) a une action antagoniste a

PI3-Kinase en convertissant PIP3 en PIP2 par déphosphorylation® (Figure 8).
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Figure 8. La voie de signalisation de Pi3-Kinase
(PTEN and PI3-Kinase pathway in cancer, Chalhoub et Baker, 2009)

IV.3.2.  Implication de P13-Kinase dans la cancérogenese

Parmi les différents isoformes de P13-Kinase, la sous-unité catalytique p110a, aussi appelée
PIK3CA (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase, catalytic subunit alpha), est la seule
fréquemment impliquée dans les cancers humains lorsqu’elle est mutée®®. Cette protéine
comporte 5 domaines fonctionnels, pouvant étre affectés de facon variable par les mutations
du géne codant la protéine : le domaine p85-BD (p85-regulatory subunit—binding domain)
assurant la liaison avec la protéine p85, Ras-BD (Ras-binding domain) permettant la liaison
avec la protéine Ras, le domaine C2, le domaine hélicoidal et le domaine catalytique kinase

(site de phosphorylation) (Figure 9).
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Figure 9. Structure de la protéine pl10alpha (PIK3CA)
avec nom et fréquence des mutations selon le domaine affecté

(PTEN and PI13-Kinase pathway in cancer, Chalhoub et Baker, 2009)

PIK3CA est codée par le géne homonyme situé sur le chromosome 3g26. Les mutations de ce
gene concernent de nombreux cancers, les principaux étant les cancers de la prostate, du
poumon, du cblon et du sein. La plupart des mutations sont des substitutions non-sens, et
surviennent dans 80% des cas dans 3 hotspots du gene : E542K et E545K au sein de I’exon 9
(mutations affectant le domaine hélicoidal de la protéine) ; H1047R au niveau de I’exon 20
(mutation affectant le domaine kinase). Ces mutations augmentent l'activité de PI13-Kinase par
divers mécanismes. L’une des plus fréquentes mutations, la mutation E545K de 1’exon 9, est
responsable d’une modification de la charge électrique du domaine hélicoidal de la protéine.

Dans la protéine PIK3CA non mutée, ce domaine est charge négativement, ce qui lui permet
de se lier a p85a (chargée positivement) via le domaine p85-BD selon une disposition
conformationnelle particuliere rendant PIK3CA inactive (Figure 10). Seule I’activation du
récepteur tyrosine kinase permet de lever cette inhibition exercée par cette liaison particuliere
a p85a. La mutation E545K rend la charge du domaine hélicoidal de PIK3CA positive, la
liaison avec p85a se fait selon une conformation ne permettant plus I’inhibition de la protéine
en l'absence de stimulation du récepteur tyrosine kinase, il en résulte un maintien permanent

du signal de prolifération cellulaire, favorisant ainsi la cancérogenese.
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Figure 10. Modéle schématique de I'activation incontrdlée de PIK3CA par la mutation E545K
(PTEN and PI3-Kinase pathway in cancer, Chalhoub et Baker, 2009)

En ce qui concerne le cancer colorectal, une mutation de PIK3CA est observée dans 10 a 20%
des cas®. Les mutations intéressent davantage I’exon 9 que ’exon 20 (ratio de 3/1 a 5/1),
moins de 5% des CCR présentent une mutation des deux exons. Les mutations intéressent
plus fréquemment les adénocarcinomes mucineux, elles surviennent plus souvent dans le
colon proximal que distal, elles sont souvent associées aux mutations de KRAS et a la perte
de MGMT. Elles n’ont pas de lien avec le statut MMR, CIMP et BRAF.
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CARCINOGENESE DES CANCERS INTESTINAUX
ASSOCIES AUX MICI

l. Voies de carcinogenése des CCR associés aux MICI

La grande majorité des études réalisees montrent que la plupart des altérations moléculaires
des CCR sporadiques sont également observées dans les CCR associés aux MICI, mais avec

une prévalence et une chronologie différente (Figure 11)%%,

I.L1.  Voie de ’instabilité chromosomique (CIN)

Tout comme pour les CCR sporadiques, la voie CIN constitue la principale voie de
cancérogénése des CCR associés aux MICI, avec une fréquence similaire (85%)% (Figure
12). Les chromosomes concernés et la fréquence des pertes et gains de bras chromosomiques
sont également globalement similaires, les chromosomes 8, 11, 17 et 18 étant les plus
concernés®. Néanmoins, les altérations génétiques propres a cette voie ont une chronologie
différente a celles observées dans les CCR sporadiques et sont parfois constatées dans la

muqueuse intestinale non dysplasique®.

1.1.1. Aneuploidie

L’aneuploidie, conséquence de la voie CIN, est définie comme un nombre de chromosomes
anormal au sein des cellules®. Phénoméne particuliérement bien étudié dans la RCH, il s’agit
d’un événement précoce dans la carcinogenése dont le taux de survenue va crescendo selon le
degre de la transformation tumorale : elle concerne 20 a 50% des lésions de dysplasie avec
une prévalence supérieure dans les Iésions de dysplasie de haut grade et 50 a 90% des CCR.
De plus, elle est observée dans 35% des échantillons indemnes de dysplasie, argument
supplémentaire pour sa précocité dans la voie de carcinogenése. L’ancuploidie n’est
cependant ni nécessaire ni suffisante dans le processus de carcinogenése, ce qui suggere

I’implication d’autres altérations génétiques®.
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1.1.2. Perte de génes suppresseurs de tumeur

Les génes suppresseurs de tumeur sont des genes qui contrblent la différenciation, la
prolifération et la mort cellulaire. Leur inactivation favorise la progression vers le cancer et
est habituellement la conséquence d’un double mécanisme de perte allélique suivie d’une

mutation sur le second alléle®,

1.1.21. APC

Contrairement aux CCR sporadiques ou il représente le géne le plus souvent inactivé (60 a
75% des cas), APC, lorsqu’il est perdu, ne I’est que dans 13 a 30% des CCR associés aux
MICI selon Robles et al®. De plus la perte de ce géne est tardive au cours de la voie
d’instabilité chromosomique des CCR développés sur MICI alors qu’il s’agit d’un des

premiers événements a survenir dans la carcinogenése des CCR sporadiques (Figure
11)93,96,97

1.L1.2.2. P53

La géne P53, exercant une fonction de gardien du génome en empéchant les cellules dont
I’ADN est endommagé d'entrer dans le cycle cellulaire, est inactivé de fagon précoce dans les
CCR associés aux MICI, contrairement aux cancers sporadiques® (Figure 12). Selon les
études, la perte de P53 est autant voir plus fréquente dans les CCR développés sur MICI par
rapport aux CCR sporadiques. Selon Burmer et al®®, une mutation ou une perte
d’hétérozygotie précoce de P53 est observée des la muqueuse non dysplasique dans 6% des
patients atteints de MICI. Par ailleurs, 9% des muqueuses indéfinies pour dysplasie, 33% des
dysplasies de bas grade, 63% des dysplasies de haut grade et 85% des CCR comportent des
mutations de P53. Les mutations de P53 sont rapportées comme étant plus fréquentes et
davantage précoces que dans les CCR sporadiques : selon Itzkowitz et al®3, jusqu’a 100% des
CCR associés aux MICI possédent un mutation de P53 contre 75 a 80% des CCR sporadiques
(Figure 12). Autre point de divergence avec les CCR sporadiques, les hotspots concernés par
les mutations de P53 dans les CCR associés aux MICI sont différents®, les mutations se
concentrent sur les exons 4 et 8 du géne alors qu’elles sont plus largement distribuées dans les
CCR sporadiques'® . Les mutations de P53 sont également décrites comme étant plus

fréquentes et davantage précoces que la perte d’hétérozygotie de P53 dans la séquence de
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carcinogenese des CCR associés aux MICI, certaines études ont démontré un nombre élevé de
mutations de ce géne dans la muqueuse intestinale non dysplasique, suggérant une implication

de I’inflammation chronique dans la survenue de ces mutations®:.

1.1.2.3. Chromosome 18q

Le chromosome 18q est porteur des genes suppresseurs de tumeur tels que DCC et DPC4
(aussi appelé SMAD4). L’inactivation de ces génes par perte d’hétérozygotie du locus du
gene ou par mutation survient plus précocement et de facon Iégerement plus fréquente que
dans les CCR sporadiques. Selon Aust et al'®, la perte d’hétérozygotie de 18q est observée
dans 78% des CCR développés sur RCH versus 69% des CCR sporadiques. La perte
d’hétérozygotie du locus de DCC concerne quant a elle 54% des CCR sur RCH contre 39%
des cancers sporadiques. La plupart des études ne montrent pas de différence significative
concernant le taux de mutations de SMAD4 entre les CCR sporadiques et ceux associés aux
MICI (taux de 10% et de 13% respectivement selon Robles et al®®). Ces mutations
surviennent également de fagcon plus précoce dans les cancers associés aux MICI que dans les

CCR sporadiques.

1.1.3. Activation de proto-oncogenes

Les mutations du proto-oncogéne KRAS sont moins fréquentes dans les CCR associés aux
MICI que dans les cancers sporadiques®%6-9103104 jy5qu’a 50% des CCR sporadiques sont
mutés KRAS contre 8 a 24% des cancers développés sur MICI. Les mutations de KRAS
apparaissent plus tardivement dans les CCR associés aux MICI que dans les cancers
intestinaux : les mutations sont exceptionnelles en muqueuse non dysplasique et rares dans les
Iésions de dysplasie de bas grade, alors qu’elles sont communes dans les adénomes

sporadiques en dysplasie de bas grade®1%,

1.1.4. Voie de ’instabilité microsatellitaire

Selon les études, les CCR développés sur MICI empruntent la voie de [’instabilité
microsatellitaire dans environ 15% des cas®, soit & des taux équivalent & ceux des CCR
sporadiques. Certaines études montrent une surreprésentation des cancers MSI-L par rapport
aux MSI-H chez les patients atteints de MICI®>1%, d’autres que les deux types d’instabilités

microsatellitaires surviennent a des fréquences équivalentes'®’.
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L’inactivation de MLH1 par hyperméthylation de son promoteur est observée de facon
Iégerement moins fréquente dans les CCR développés sur MICI en comparaison avec les
CCR sporadiques®®, Elle est détectée dans presque la moitié des CCR MSI-H associés a une
RCH!%, I instabilité microsatellitaire est détectable dés le stade de dysplasie dans les plupart

des CCR instables associés aux MICI1%.

1.1.5. Voie CIMP

La voie CIMP est moins fréguemment empruntée par les CCR associés aux MICI que les
cancers sporadiques®’. Cing & dix-sept pourcent des CCR sur MICI sont concernés par cette
voie, contre 25 a 35% des CCR sporadiques!®1%, P16, géne inhibiteur du cycle cellulaire,
arrive en téte des genes couramment hyperméthylés dans les CCR sur MICI. La méthylation
de P16 est un phénomeéne précoce qui affecte 10% des muqueuses non dysplasiques et jusqu’a
100% des cancers intestinaux associés aux MICI®*3M0 Parmi les autres génes couramment
hyperméthylés : P14, régulateur indirect de P53, est inactivé par méthylation de son
promoteur dans 50% des CCR sur MICI et dans 33% des dysplasies ; HPP1, impliqué dans la
voie de transformation adénome-carcinome est méthylé dans 50% des CCR sur MICI et 40%
des dysplasies ; E-Cadhérine, ayant un role de suppresseur de tumeur est typiquement perdu
dans les lésions dysplasiques (93% des cas) et dans 57% des cancers ; EYA4, activateur de
transcription impliqué dans I'apoptose, est hyperméthylé dans 83% des CCR sur RCH et des
dysplasies sur RCH® (Figure 12).
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Figure 11. Anomalies moléculaires dans les cancers sporadiques et sur MICI

(Molecular Biology of Dysplasia and Cancer in Inflammatory Bowel Disease ; Itzkowitz et al ; Gastreoenterolgy
Clinics of North America; 2006)
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Figure 12. Altérations génétiques dans les CCR sporadiques et dans les CCR associés aux MICI

(Molecular Biology of Dysplasia and Cancer in Inflammatory Bowel Disease ; Itzkowitz et al ; Gastroenterolgy
Clinics of North America; 2006)
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1.1.6. CDX2, MGMT et PI3-Kinase

1.1.6.1. CDX2

Des auteurs ont démontré un lien entre I’inflammation observée dans les MICI et une
diminution de 1’expression de CDX2. Selon Coskun et al'*2, I’augmentation du niveau de
cytokine inflammatoire TNFa chez les patients atteints de MICI conduit a une augmentation
des taux de NF-kB et de p38 (protéine de la famille des MAP kinases). Ces molécules,
participant a la réaction inflammatoire chronique dans les MICI, inhibent ’activité de
transcription de CDX2dont les genes-cibles APC, AXIN2 et GSK3p (Glycogen synthase
Kinase-3p) participant a la dégradation de la B-Caténine. Il en résulte un taux anormalement
élevé de B-Caténine. Celle-ci va activer la transcription de nombreux génes cibles favorisant

la prolifération cellulaire.

Figure 13. Réle de Cdx2 dans la réponse inflammatoire médiée par le TNF alpha
(The role of Cdx2 in inflammatory bowel disease, Coskun et al, 2013)

1.1.6.2. P13-Kinase

La fréquence des mutations de PIK3CA des CCR associés aux MICI est similaire aux CCR
sporadiques (10% selon Robles et al®). Les mutations affectent les mémes exons (9 et 20) et

les mémes hotspots que dans les CCR sporadiques.
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1.1.6.3. MGMT

Les données de la littérature varient quant a la fréquence de méthylation du promoteur de
MGMT chez les patients atteints de MICI. Elle semble néanmoins peu fréquemment
impliquée dans la carcinogenése dans ce contexte. Selon Mikami et al3, la méthylation du
promoteur de MGMT est significativement moins fréquente dans les carcinomes colorectaux
associes aux RCH que dans les carcinomes sporadiques. Il en est de méme dans leur étude
pour les adénomes. Mokarram et al'** ont toutefois rapporté un taux de méthylation du
promoteur MGMT-B (I’'un des 2 loci que comporte MGMT) de 71% dans la muqueuse
colorectale inflammée indemne de néoplasie et de cancer, soit un taux significativement plus

élevé que dans la mugueuse-contrdle saine.
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1. De ’inflammation au cancer

Bien que le lien entre I’inflammation chronique et le développement du cancer soit encore
mal connu & ce jour, il a été suggéré deés le 19°™ siécle par Virchow (1863). Depuis, de
nombreuses études épidémiologiques ont désigné 1’inflammation chronique comme principal
facteur de risque pour de nombreux cancers*®. Hormis le cancer intestinal dans les MICI, ceci
s’applique par exemple aux cancers gastriques développés sur inflammation chronique liée a
Helicobacter pylori ou au carcinome hépatocellulaire associé aux hépatites chroniques virales
B et C. Dans les MICI, plusieurs hypothéses concernant les mécanismes favorisant la

transformation carcinomateuse d’une muqueuse inflammée sont proposées*e,

I1.1.  Stress oxydatif

Plusieurs études ont montré une corrélation entre la perte de P53 et le stress oxydatif géneré
par I’inflammation chronique. Certaines soutiennent 1’hypothése selon laquelle les radicaux
libres issus de I’inflammation chronique sont responsables d’un stress oxydatif qui contribue a
la survenue de mutations de P53, Par ailleurs, d’autres études soutiennent I’idée selon
laquelle le stress oxydatif interfere avec les protéines du systtme MMR, favorisant la
survenue d’un phénotype MSI*Y. Enfin, les proto-oncogénes Ras sont activés par le stress
oxydatif''®. Les molécules impliquées dans le stress oxydatif au sein de la muqueuse

intestinale inflammeée contribueraient ainsi a la progression vers le cancer.

11.2.  Nf-KappaB

NF-kB (nuclear factor-kappa B) est une protéine de la famille des facteurs de transcription
impliquée dans la réponse immunitaire et la réponse au stress cellulaire. Son activation
déclenche la transcription de genes anti-apoptotiques et favorise ainsi la survie et la
prolifération cellulaire.

En I’absence de stimulation, les diméres de NF-xkB sont retenus dans le cytoplasme et
neutralisés par des inhibiteurs de NF-xB (IxBs). La présence de cytokines pro-inflammatoires
active des kinases d’inhibiteurs de NF-kB qui permettent de libérer les dimeres de NF-kB en
phosphorylant le complexe NF-kB/lIkBs. Une fois libérés, NF-xB migre vers le noyau et
coordonne la transcription de centaines de génes dont beaucoup interviennent dans la
prolifération cellulaire!®®,

De nombreuses cytokines pro-inflammatoires, notamment TNFa, présentes chez les patients

atteints de MICI activent NF-kB et favorisent ainsi la cancérogénése intestinale!®,
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11.3. TNFa

TNFa (Tumor necrosis factor o) est une molécule de la super-famille des cytokines TNF
ayant un réle clé dans la régulation de I’inflammation. Cette cytokine, présente a des taux
plasmatiques anormalement élevés chez les patients atteints de MICI, contréle la survie et la
mort cellulaire par I’intermédiaire de NF-«kB et de la voie INK (Jun Kinase)!®® (Figure 14).
La fixation de TNFa a son récepteur membranaire TNFR1 entraine la formation du Complexe
1, composeé des proteines TRADD (TNF Receptor 1-Associated protein), RP1 (Receptor-
interacting Protein 1) et TRAF2/5 (TNFR-Associated Factor 2/5). Une fois assemblé, ce
complexe active des kinases d’inhibiteurs de NF-«xB (IKK) qui auront pour effet de lever
I’inhibition de NF-kB, ce qui permet la transcription de génes anti-apoptotiques ou favorisant
la survie cellulaire comme c-FLIP. L’activation du complexe 1 et de NF-kB permet également
d’inhiber la voie JNK via la transcription de génes tels que SOD2 (Super Oxide Dismutase 2)
ou FHC (Ferritin Heavy Chain) dont le rOle est de lever I’inhibition des MAP kinases
phosphatases (MKPs). Ces MKPs vont inhiber 1’ubiquitine ligase Itch, et ainsi prévenir la
dégradation de c-FLIP. Il résulte de cette inhibition de la voie JNK une amélioration de la
survie cellulaire.

Apres un temps de latence, le Complexe 2 se forme par liaison des mémes protéines présentes
dans le Complexe 1 auxquelles s’ajoute FADD (Fas-Associated Death Domain protein), ce
nouveau complexe permet le recrutement de la Caspase 8. La Caspase 8 permet de déclencher
I’apoptose, sauf en la présence d’un taux élevé de c-FLIP. L’arrét du stimulus inflammatoire
entraine une baisse du niveau de TNFa et de NF-«B, ce qui permet de lever I’inhibition de la
voie JNK qui pourra ainsi dégrader c-FLIP et permettre 1’apoptose par la Caspase 8. Une
stimulation prolongée due & un taux anormalement élevé de TNFao empéche la dégradation de
c-FLIP, ce qui a pour conséquence une stimulation continue de la prolifération cellulaire et
une inhibition prolongée de I’apoptose, d’ou un risque accru d’évolution vers un processus

néoplasique.
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Figure 14. Survie et mort cellulaire dans la voie TNF alpha/NF-KappaB et INK
(Nuclear factor-«B in cancer development and progression, Karin, Nature, 2006)

I1.4. Cyclo-oxygénase 2 (COX2)

La COX2 est une enzyme pouvant étre activée par de nombreuses cytokines pro-
inflammatoires telles que NF-«kB et certaines interleukines, elle est ainsi particulierement
surexprimée dans la muqueuse intestinale des patients atteints de colite chronique.
Comparativement aux muqueuses coliques normales, COX2 est surexprimée dans 80% des
CCR et dans 40% des adénomes**8.

COX2 favorise la cancérogenése par divers mécanismes (Figure 15), incluant (1) la
production de malondialdéehyde (MDH) et d’autres dérivés réactifs de 1’oxygene (ROS) ayant
un effet mutagene ; (2) I’augmentation de la production de prostaglandines E2, qui favorise la
prolifération cellulaire par stimulation de génes tels que CYP19, codant I’enzyme Aromatase ;
(3) la stimulation de la production de VEGF (vascular endothelial growth factor) et de PDGF
(platelet derived growth factor) et ainsi 1’angiogénese ; (4) 1’augmentation du taux de MMPs

41



(métalloprotéases matricielles) grace 1’action synergique du géne Her2/Neu, favorisant ainsi
le potentiel invasif des cellules ; (5) la réduction de la sensibilité cellulaire a 1’apoptose par
diminution du pool d’acide arachidonique disponible, ce qui diminue le taux de céramide, par
stimulation du gene Bcl-2 ; et (6) la diminution du taux de lymphocytes, notamment T NK,

limitant ainsi I’activité anti-néoplasique du systéme immunitaire®®.

COX-2 in Carcinogenesis
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Figure 15. Implication de COX2 dans la cancérogénése

(Cyclooxygenase-2 (Cox-2) blockade in the chemoprevention of cancers of the colon, breast, prostate, and lung;
Harris; Inflammopharmacolog; 2009)

I1.5. Interleukine et chémokines

11.5.1. IL6

L'IL6 (interleukine 6) est une cytokine clé dans la régulation de Il'inflammation aigué et
chronique et joue un réle de messager entre les cellules impliquées dans ce processus. La
fixation de I'IL6 sur son récepteur cellulaire entraine une activation de STAT3 (signal
transducer and activator of transcription 3) qui stimule la survie et la prolifération cellulaire
des cellules épithéliales. Une étude a montré que les patients atteints de RCH active, de
dysplasie et de cancer intestinal avaient des taux d’expression d’IL6 et de STAT3
significativement plus élevés que ceux de la population témoin''®. Cette protéine surexprimée

chez les patients atteints de MICI serait donc vectrice de cancer intestinal.
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11.5.2. IL10

L’IL10 (interleukine 10) est une cytokine anti-inflammatoire. Dans les modéles animaux
(souris), un déficit en IL10 a pour conséquence une inflammation sévere en réponse a la flore
intestinale commensale et pourrait jouer un rble dans le processus de cancérogénese

intestinale!!.

11.5.3. Chémokines

Les chémokines sont une famille de protéines de bas poids moléculaire dont les principales
fonctions sont le chimiotactisme et le contréle de I'état d'activation des cellules du systeme
immunitaire. Des études portant sur des modeles animaux atteints de colite ont montré une
inflammation moins prononcée et des tumeurs moins fréquentes chez les sujets déficitaires en
CCL2 (Chemokine C-Ligand 2), une variété de chémokine!'®. Cela suggére que les

chémokines pourraient jouer un réle dans la progression vers le cancer intestinal.

I11.  Autres facteurs de cancérogénése

I11.1. Facteurs de croissance

Les facteurs de croissance sont des régulateurs-clés de la prolifération cellulaire épithéliale, de
I’angiogénése et de la fonction immunitaire. 1Is jouent un réle significatif dans le maintien de
I’homéostasie cellulaire épithéliale et interviennent dans beaucoup de tumeurs, y compris
dans les néoplasies coliques. Parmi eux, EGFR, TGF-Beta et le récepteur a la vitamine D

semblent jouer un role dans la cancérogénése chez les patients atteints de MICI8,

I11.2. Microbiote intestinal, pré- et probiotiques

Les prébiotiques sont des substances alimentaires non ou peu digérés permettant de
promouvoir de facon sélective la croissance de certaines bactéries du microbiote intestinal.
Certaines études soutiennent 1’hypothése selon laquelle les prébiotiques réduisent
inflammation et le risque de survenue de CCR chez les patients atteints de MICI8,

Certaines études semblent trouver également aux probiotiques (micro-organismes vivants qui,
ingérés en quantité adéquates, tendent a réduire I’inflammation et a réguler le microbiote

intestinal) un effet bénéfique.
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I11.3. Matrice extra-cellulaire (MEC), métalloprotéases matricielles (MMPs)
et intégrines

Les métalloprotéases sont des enzymes protéolytiques jouant un réle dans la dégradation et le
remodelage de la MEC. 1l existe plus d’une vingtaine de métalloprotéases différentes. Les
cancers intestinaux s’accompagnent d’une augmentation d’expression de certaines d’entre
elles (MMP 2, 7, 9 et 13), ces protéases sont aussi connues pour étre surexprimées chez les
patients atteints de MICI. Les intégrines sont des récepteurs transmembranaires d’adhésion
cellulaire dont I'une des extrémités interagit en général avec des protéines de la MEC et l'autre
extrémité interagissant avec des constituants intracellulaires, notamment des molécules de
signalisation contrélant la survie, la prolifération cellulaire et I’angiogénése. Sur des modeles
animaux porteurs de colites chroniques, la perte d’expression de certaines intégrines conduit a

une diminution du taux de néoplasies!*®.
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Figure 16. Médiateurs intervenant dans la cancérogénése chez les patients atteints de MICI

(Goel et al; Molecular Pathways Underlying IBD-Associated Colorectal Neoplasia: Therapeutic Implications;
American Journal Of Gastroenterology, 2011)
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DEPISTAGE DES CCR SPORADIQUES

. Programme de dépistage national

Le programme de dépistage organisé du cancer colorectal, généralise depuis 2009, a pour but
de réduire la mortalité du cancer colorectal par un diagnostic précoce : détecté a un stade
précoce (stade 0 ou 1), le taux de survie a 5 ans est de 90 %, alors qu'il n'est que de 5 a 13 %
en présence de métastases (stade V)%, Survenant dans 95% des cas aprés 1’age de 50 ans, il
s'adresse, tous les deux ans, aux femmes et aux hommes de 50 a 74 ans, présentant un risque
moyen de cancer colorectal (patients sans histoire familiale ni antécédents personnels de
cancer colorectal ou d'adénome et ne présentant pas de symptébme évocateur).
Il s'articule en deux temps : la réalisation d'un test immunologique de recherche de sang
occulte dans les selles, renouvelé tous les 2 ans, suivi d'une coloscopie en cas de positivité du

test.

Il.  Lésions dépistees

I1.1. Endoscopie

Les patients ayant eu un test immunologique de recherche de sang occulte dans les selles
positif doivent bénéficier d’une coloscopie. La coloscopie permet de rechercher une lésion de
la muqueuse colorectale responsable du saignement détecté. Cette lésion peut étre d’emblée
un cancer colorectal, mais correspond le plus souvent a un polype colorectal. Soixante a 80%
des cancers colorectaux sporadiques sont issus d’un polype colorectal'?. Le terme « polype »
a une signification uniqguement macroscopique. Il désigne une excroissance tissulaire faisant
protrusion dans la lumiere intestinale, sans préjuger de sa nature histologique. La
classification de Paris'?? (Figure 17) permet de classer les Iésions rencontrées en endoscopie,
y compris les polypes colorectaux, en fonction de leur aspect macroscopique. Selon cette
classification, les polypes peuvent étre d’aspect pédiculé (polype a base d’implantation de
diametre inférieur a celui du reste de la Iésion), sessile (base d’implantation de diametre égal
au reste de la lésion) ou plan (polype trés légérement suréleve par rapport au plan de la

mugqueuse colorectale normale) (Figure 18).
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.lp lésion en relief, pédiculé

i1.1s Iésion en relief, sessile

.0l lésion plane légérement surélevée
LTk lésion plane non surélevee

0l lésion plane [égérement déprimée
o.M lésion creusante ou ulcérée

Figure 17. Classification de Paris
The Paris endoscopic Classification of superficial neoplastic lesion, Anonymous, 2002

Figure 18. Possibles aspects endoscopiques des polypes colorectaux
(de la gauche vers la droite : polype pédiculé, sessile et plan)

En fonction de leur nature anatomopathologique, certains polypes peuvent dégénérer vers un

carcinome colorectal, d’autres n’auront aucun potentiel de transformation carcinomateuse.

I1.2.  Anatomie pathologique

1.2.1. Polypes adénomateux

Les adénomes se présentent dans plus de 90% des cas sous forme de polypesi?®. La
prévalence des adénomes est élevée (20 a 50% de la population selon les séries) et augmente
avec ’age pour atteindre 30% des sujets de 65 ans!?*. La définition de I’adénome est
anatomopathologique, il est défini par la présence d’une dysplasie conventionnelle, précurseur
histologique  direct des cancers intestinaux. L’objectif premier de 1’étude

anatomopathologique est de détecter au sein du polype la dysplasie.

11.2.1.1. Définition de la dysplasie conventionnelle

Riddell et al ont proposé en 1983 une définition, actuellement acceptée de maniere générale,
des lésions appelées « dysplasie » chez les patients atteints de MICI. Selon cette définition,
est considérée comme dysplasie « toute transformation néoplasique non équivoque et non

invasive de I’épithélium a 1’exclusion de toute modification réactionnelle de la muqueuse »2°,
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11.2.1.2. Critéres microscopiques de la dysplasie conventionnelle

Ils reposent sur un ensemble d'anomalies architecturales et cytologiques telles que des
variations de taille cellulaire et nucléaire, des anomalies chromatiniennes et une distorsion
architecturale des cryptes. Les modifications architecturales incluent un épaississement de la
mugqueuse, un allongement et une 1égére distorsion de cryptes avec des bifidités voire des
branchements multiples (Figure 19). Les modifications cellulaires et nucléaires consistent en
une dédifferenciation cellulaire accrue, un allongement cellulaire et son élargissement, une
perte de la polarité, un pléiomorphisme cellulaire et nucléaire, un hyperchromatisme, un
aspect de pseudostratification nucléaire. Des figures mitotiques peuvent s’y associer tant au
niveau de la partie superficielle des cryptes qu'au niveau de I'épithélium de surface (Figure
20). Bien qu'il existe un continuum morphologique 1ésionnel, la dysplasie est habituellement
divisée en deux catégories en fonction de la sévérité des altérations : dysplasie de bas grade et

dysplasie de haut grade.

Figure 19. Modifications architecturales dans une muqueuse colique en dysplasie de bas grade
Grandissement x 50, coloration HES
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Figure 20. Anomalies cytonucléaires en lien avec une Iésion de dysplasie
de bas grade au grandissement x200 (a) et de haut grade au grandissement x400 (b)
Colorations HES

11.2.1.3.  Variants histologiques des adénomes

L’Organisation Mondiale de la Santé'?® individualise trois types de lésions adénomateuses
avec un risque croissant de transformation tumorale : tubuleux, tubulovilleux et villeux
(Figure 21). L’adénome tubuleux est le plus fréquent, observé dans 65 a 87% des cas,
I’adénome villeux dans 8 a 25% des cas et I’adénome tubulovilleux, associant les deux formes
précédentes, dans 5 a 10% des cas. L’adénome tubuleux est défini par I’OMS par la présence
de plus de 80% de structures tubuleuses tapissées par un épithélium dysplasique, 1’adénome
villeux correspond a une Iésion comportant plus de 80% de structures digitiformes recouvrant
sa surface et tapissées par un épithélium dysplasique. L’adénome tubulovilleux est une lésion
mixte associant les deux composantes donc chacune doit étre supérieure a 20% de la surface
de I’adénome.

48



Figure 21. Différents aspects histologiques des adénomes
A : adénome tubuleux ; B : adénome villeux ; C : adénome tubulo-villeux
Colorations HES
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11.2.1.4.  Potentiel de malignité de I’adénome

Le risque de transformation d’un adénome en cancer varie en fonction de sa taille, de
I’importance de sa composante villeuse et de son degré de dysplasie. Les adéenomes les plus a
risque de transformation carcinomateuse sont les adénomes présentant de la dysplasie de haut
grade et/ou un caractére villeux et/ou une taille > 10 mm de diamétre!?,

Le taux de transformation cancéreuse des polypes adénomateux, tous types confondus, est
inférieur a 1 %. La probabilité cumulative de transformation cancéreuse d’un adénome de
diametre supérieur ou égal a 10 mm est de 2,5 %, apres 5 ans, 8 % apres 10 ans et 24 % apres
20 ans.

11.2.2. Polypes festonnés

Les polypes festonnés sont des lésions caractérisées par des replis au sein des cryptes, leur
conférant un aspect festonné, « dentelé » a I’examen microscopique. lls different cependant
par les contours de leurs glandes et de leur revétement de surface plus ou moins adénomateux

ou prolifératif.

11.2.2.1. Polype hyperplasique

Les polypes hyperplasiques sont fréquents (80 & 90% des polypes festonnés et 10 a 15% de
I’ensemble des polypes colorectaux). Ils sont le plus souvent de petite taille et localisés au
niveau du cblon gauche'?’. A I’examen histologique, ils sont caractérisés par des cryptes
allongées, festonnées dans leur partie superficielle et rectiligne dans leur partie profonde, leur
épithélium est indemne de dysplasie (Figure 22). lls ne comportent pas de risque de

transformation carcinomateuse.
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Figure 22. Aspect histologique d'un polype hyperplasique colique

au grandissement x 50 (a) et x 100 (b)
Coloration HES
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11.2.2.2.  Polype festonné sessile (ou adénome festonné sessile)

Les adénomes festonnés sessiles sont de localisation préférentielle colique droite et mesurent
en général plus de 5 mm. lls présentent des cryptes festonnées, dilatées et branchées sur toute
leur hauteur jusqu’au fond ou elles réalisent un aspect en « L » ou en « T » le long de la
musculaire muqueuse (Figure 23). Les adénomes festonnés sessiles peuvent présenter un

épithélium dysplasique et peuvent ainsi dégénérer en carcinome.

Figure 23. Aspect histologique d'un adénome festonné sessile
HES, grandissement x100

11.2.2.3. Adénome festonné traditionnel

Les adénomes festonnés traditionnels sont peu fréquents (1 a 2% des polypes colorectaux) et
généralement situés au niveau du c6lon gauche. A I’examen microscopique, ils sont
d’architecture tubulovilleuse, 1’épithélium présente des cellules au cytoplasme éosinophile, un
noyau verticalisé a disposition palissadique mais sans critere pour de la dysplasie
conventionnelle (Figure 24). L’adénome festonné traditionnel peut étre dysplasique et
comporte donc un risque de transformation carcinomateuse dans ce cas. La dysplasie de
I’adénome festonné traditionnel est particuliére et ne correspond pas a de la dysplasie

conventionnelle. 11 s’agit d’une dysplasie « festonnée », caractérisée par une architecture
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festonnée, un épithélium aux cellules avec des cytoplasmes abondants et éosinophiles, un
noyau vésiculeux, une augmentation de I’activité mitotique avec des mitoses souvent

atypiques.

AR N = W LS N\ Ve
Figure 24. Aspect microscopique d'un adénome festonné traditionnel
(source : librepathology)
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DEPISTAGE DES CCR ASSOCIES AUX MICI

Etant donné le surrisque significatif de CCR inhérent aux colites chroniques (cf partie
« Epidémiologie »), les patients atteints de MICI n’entrent pas dans le cadre du programme de
dépistage organisé du cancer colorectal, mais doivent bénéficier d’un dépistage individuel

adapté a leur niveau de risque qui reléve d’emblée de la coloscopie!?®.

. But et intéréts du dépistage

L’objectif de 1’iléo-coloscopie de dépistage chez les patients atteints de MICI est d’améliorer
le pronostic de la maladie: (1) en détectant et en réséquant précocement les Iésions
dysplasiques avant leur évolution vers un cancer tout en évitant les colectomies
prophylactiques inutiles, (2) en dépistant les CCR & un stade précoce!?. Un grand nombre de
travaux plaide en faveur d’un effet bénéfique de 1’iléo-coloscopie de surveillance, Lutgens et
al®® ont observé que la survie a 5 ans des patients atteints de MICI présentant un CCR était
plus élevée chez ceux ayant bénéficié d’une surveillance endoscopique (100% pour ceux
bénéficiant d’une surveillance contre 74% chez les non surveillés), les CCR étaient
significativement de meilleur pronostic chez les patients surveillés (52% de stades précoces
chez les patients surveillés versus 24%).

Il. Le dépistage des patients atteints de MICI : un dépistage
individualisé

Le rythme de fréquence des coloscopies de surveillance est fonction des facteurs de risque
individualisés chez chaque patient qui permettent une stratification en niveau de risque

« élevé », « intermédiaire » et « faible »31,

I1.1. Facteurs de risque de CCR

11.1.1. Ancienneté de la maladie

L’ancienneté de la MICI est 1’un des facteurs de risque les mieux connus®®, Le risque de

développer un CCR au cours de la vie d’un patient atteint de MICI augmente avec la durée

d’évolution de la colite chronique. Eaden et al*® ont estimé ce risque a 1.6% a 10 ans, 8.3% a

20 ans et 18.4% a 30 ans chez les patients atteints de RCH. Chez les patients atteints de MC,
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Canavan et al’! ont estimé le risque cumulé de CCR & 2.9% a 10 ans, 5.6% a 20 ans, et 8.3%
a 30 ans. Des valeurs plus faibles ont été rapportées par des études ultérieures, traduisant
probablement 1’amélioration des techniques de surveillance et/ou un meilleur controle de
’inflammation par les traitements modernes'®
le risque de CCR chez les patients atteints de RCH a 2.5% a 20 ans, 7.6% a 30 ans et 10.8% a

40 ans™®3. Certaines études ont également montré qu’un Age jeune lors du diagnostic était

. Ainsi, une importante étude a évalué en 2006

associé a un risque plus élevé de CCR au cours de la vie d’un patient atteint de MICI, et ce

134

indépendamment de la durée d’évolution de la maladie*, ce critére reste encore débattu.

11.1.2. Extension de la maladie

Le risque de cancer intestinal dépend de I’extension de la MICI, qui constitue un des plus
important facteur de risque'®. Chez les patients atteints de RCH, Ekbom et al**® ont observé
sur une cohorte de 3117 patients un risque relatif de CCR de 1.7 chez les patients atteints de
proctite, 2.8 chez ceux atteints de colite gauche et 14.8 dans les cas de pancolite. Le risque de
cancer intestinal chez les patients atteints de MC est d’estimation plus difficile, compte tenu
de la distribution non homogene des lésions inflammatoires le long de la muqueuse digestive
et du nombre élevé de colectomies partielles, emportant les zones a risque, subis par ces
patients’34, Cela explique des chiffres parfois différents selon les études, néanmoins beaucoup
de travaux ont rapporté un risque globalement équivalent a celui de la RCH pour un méme

degré d’extension™*.

11.1.3. Cholangite sclérosante primitive (CSP)

La cholangite sclérosante primitive est une maladie hépatique cholestatique chronique
caractérisée par une inflammation et une fibrose des voies biliaires. Il s’agit d’une pathologie
fréquemment associées aux MICI (les 2/3 des CSP sont associées & une MICI)*%,

La CSP est majoritairement observée au cours de la RCH, comparativement aux MC (80%
versus 10% respectivement)!®’. Les RCH associées a une CSP sont habituellement étendues
(pancolite dans 90% des cas), peu actives (indications de corticothérapie ou d’hospitalisation
moins fréquentes que dans les RCH sans CSP), voire totalement quiescentes. Il n’y a pas de
corrélation entre la sévérité de la RCH et la sévérité de la CSP. Les MC associées a une CSP
ont la particularité de comporter constamment une atteinte colique.

Les patients atteints de MICI compliquée de CSP ont un risque de CCR nettement majoré. Le

risque relatif de développer un CCR a été estimé a 4.8 par Soetikno et al dans une méta-
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analyse de 11 études portant sur plus de 16000 patients'®®. De plus, ce surrisque est précoce
(délai médian de 3 ans aprés le diagnostic de la CSP)'® et persiste aprés transplantation
hépatique'®.

11.1.4. Antécédent familial de CCR

Les patients présentant un antécédent familial de cancer chez un apparenté de 1° degré ont un
risque relatif d’en développer un de 2.5%. Ce risque est plus important si le diagnostic chez

I’apparenté de 1*" degré est fait avant I’age de 50 ans (RR=9.2).

11.1.5. Degré d’activité de la MICI

L’intensité de I’inflammation favorise 1’apparition du cancer intestinal®!. L’étude de Gupta et
al'® a constaté une corrélation entre I’activité histologique et la dégénérescence vers le
cancer. Il s’agit d’une étude rétrospective ayant évalué le degré d’inflammation de 418
patients atteints de RCH par une échelle de 4 points. Elle a permis de conclure que chaque
point d’activité inflammatoire supplémentaire multipliait par 3.8 le risque de dysplasie de
haut grade et de cancer. D’un point de vue endoscopique, la présence de sténoses multiplie le
risque de dégénérescence par 4, I’existence de pseudoplypes inflammatoires par 2 et I’absence

de Iésion significative en endoscopie est associée a un risque significativement diminué®.

11.2.  Rythme de dépistage

Le schéma de dépistage recommandé actuellement consiste a intégrer les différents facteurs
de risque du patient afin d’adapter le rythme de surveillance en fonction du niveau de risque
de dégénérescence cancéreuse estimé!®?,

La SFED (Société Frangaise d’Endoscopie Digestive) recommande de réaliser une premiére
coloscopie d’évaluation 6 a 8 ans aprés le diagnostic initial de la MICI, quelque soit sa
topographie initiale, avec biopsies étagées afin de préciser la réelle extension histologique de
la colite, mieux corrélée au risque de cancer que I’atteinte macroscopique'®?. En cas de CSP,
une coloscopie devra étre realisée deés le diagnostic et étre renouvelée annuellement. Le
rythme des coloscopies ultérieures dépendra des facteurs de risque présentés par le patient.
Ceux-ci permettent de le catégoriser en 3 paliers de niveau de risque de transformation
cancéreuse (« faible », « intermédiaire » et « élevé »). Une coloscopie devra étre réalisée sous
les 1 a 2 ans chez les patients a haut risque, tous les 3 ans chez ceux a risque modéré, tous les

5 ans chez les patients a faible risque (Figure 25)*.
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Maladie extensive AVEC inflammation
MODEREE a SEVERE endoscopique ou
histologique

Ou sténose ou dysplasie dans les 5 ans
Ou CSP ou transplantation

Ou antécédents familiaux 1* degré de
CCR<50 ans

Figure 25. Rythme de surveillance endoscopique des patients atteints de MICI
(CREGG, Prévention du cancer colorectal au cours des MICI, 2013)

I11.  L’outil clé du dépistage : I’endoscopie

Le Gold-Standard a longtemps consisté en un protocole de biopsies étagées systématiques,
réalisées au hasard, en quadrant, tous les 10 cm sur I’ensemble du c6lon a 1’endoscope a
lumiére blanche, en plus de biopsies d’éventuelles 1ésions macroscopiquement décelables par
’opérateur'?®. Or plusieurs études ont montré une faible rentabilité des biopsies aléatoires,
comme celle menée par Dekker E et al**! qui ont montré que 1522 biopsies au hasard étaient
nécessaires pour détecter une lésion de dysplasie chez des patients atteints de RCH, ou
encore Awais et al'*? qui ont déterminé selon un modéle mathématique que 4690 biopsies
aléatoires étaient nécessaires pour arriver a un seuil de détection de dysplasie de 90%. Les
recommandations actuelles de 1’European Crohn and Colitis Organisation (ECCO)*! sont par
conséquent de réaliser cette surveillance par technique de chromoendoscopie a I’Indigo
Carmin ou au Bleu de Méthylene avec biopsies ciblées comme procédure de choix (technique
d’endoscopie avec un taux de détection de 2.5 a 4 fois supérieur & la coloscopie standard**®,
permettant de cibler les zones de dysplasie difficilement repérable en technique

conventionnelle gradce a un marquage de la muqueuse du tube digestif par un colorant
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pulvérisé a 1’aide d’un spray cathéter passé au travers du canal opérateur de 1’endoscope*).

Des biopsies systématiques de chaque cadrant colique doivent étre réalisées en plus des
biopsies ciblées afin d’établir un diagnostic histologique de la colite inflammatoire. A défaut
de pouvoir employer la chromoendoscopie, des biopsies aléatoires sur I’ensemble du célon a

I’endoscope a lumiére blanche sont recommandées.

I11.1. Lésions rencontrées en endoscopie

I11.1.1.  Particularités macroscopiques des Iésions rencontrées dans les
MICI

A Tinverse des cancers sporadiques qui surviennent le plus souvent sur des lésions
précancéreuses en relief (polypes avec dysplasie), les cancers intestinaux associés aux MICI
surviennent fréquemment sur des Iésions dysplasiques planes™°, plus difficiles a détecter en
endoscopie méme avec des endoscopes de derniére génération. Cette détection est rendu
d’autant plus difficile que les lésions de dysplasie dans un contexte de MICI sont souvent
multifocales .

Bien que leur utilisation tend a étre abandonnée avec 1’avénement des nouvelles techniques
d’endoscopies plus performantes, les termes suivants sont encore souvent employés pour

classer les Iésions decouvertes en endoscopie.

I11.1.2.  Dysplasia associated lesion or mass (DALM)

Les lésions de DALM se développent dans des zones atteintes par la MICI et peuvent revétir
des aspects variés (Figure 26) : plaques irréguliéres, masses en relief, Iésions polypoides
sessiles a large base d’implantation, voire l€sions sténosantes. L’examen microscopique
montre des Iésions de dysplasie conventionnelle, souvent de haut grade. 1l s’y associe le plus
souvent des lésions de dysplasie en zone plane dans la muqueuse avoisinante. Leur

découverte impose une colectomie en raison de la fréquence élevée des CCR synchrones!#4,
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Figure 26. Aspect endoscopique d'une DALM

(Farraye et al, AGA Technical Review on the Diagnosis and Management of Colorectal Neoplasia in
Inflammatory Bowel Disease, 2010, Gastroenterology)

111.1.3.  Adenoma-like mass (ALM)

Les adenoma-like mass (ou lésions de type adénome), développées en muqueuse
inflammatoire, correspondent a des lésions trés localisées, de petite taille, sessiles ou
pédiculées et simulent des adénomes banals (Figure 27). Ces lésions sont en général

accessibles a un traitement conservateur, par résection endoscopique.

Figure 27. Aspect endoscopique d'une lésion de type adenoma-like mass (ALM)

(Farraye et al, AGA Technical Review on the Diagnosis and Management of Colorectal Neoplasia in
Inflammatory Bowel Disease, 2010, Gastroenterology)

I11.1.4.  Dysplasie en muqueuse plane

La dysplasie en muqueuse plane, non visible en endoscopie & lumiére blanche, est de
diagnostic histologique. Sa détection est fonction de I’échantillonnage biopsique et la

probabilité de la détecter est d’autant plus grande que le nombre de biopsies est élevé.

I11.1.5.  Adénome sporadique

D’authentiques adénomes sporadiques, identiques a ceux rencontrés dans la population
générale, peuvent étre observés chez les patients atteints de MICI. 1l s’agit par définition de
Iésions dysplasiques polypoides qui se développent en muqueuse non inflammatoire. Leur

traitement releve de la simple polypectomie.
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* Dysplasie en muqueuse plane

* DALM
(Dysplasia Associated Lesion
or MAss)

* Adenoma-like DALM

* Adénomes en muqueuse saine

Figure 28. Classification macroscopique des différents types de dysplasies au cours des MICI

(Svrceck et Fléjou, Aspects anatomopathologiques des 1ésions précancéreuses survenant dans le cadre des
maladies inflammatoires chroniques de I'intestin (MICI), 2006, Acta Endosopica)

IV. Particularités anatomopathologiques de la dysplasie dans les
MICI

IV.1. Atypies réactionnelles et dysplasie

Chez les patients atteints de MICI, la distinction entre une muqueuse dysplasique et une
muqueuse siege de modifications réactionnelles a une colite active peuvent constituer un
challenge en pratique courante.

Les altérations cytonucléaires résultant de I’inflammation peuvent étre difficiles a distinguer
d’authentiques lésions de dysplasie épithéliale. Dans un muqueuse intestinale régénérative ou
réactionnelle a une inflammation active, les cellules épithéliales sont de type cubique ou
discrétement cylindrique ; le cytoplasme abondant, éosinophile ou amphophile avec une
mucosécrétion amoindrie; le noyaux modérément volumineux, vésiculeux avec un nucléole
parfois proéminent; il s’y associe une activité mitotique augmentée!®. Ces anomalies
cytonucléaires sont également présentes dans la dysplasie épithéliale. Certains éléments
aident a faire la part des choses: dans les épithéliums réactionnels, ces anomalies sont
corrélées a l’intensit¢ de I’inflammation de la zone muqueuse ou elles se situent et
s’amenuisent pres de la surface épithéliale (phénoméne de maturation en surface) (Figure 29),

tandis que les anomalies cytologiques liées a une dysplasie sont indépendantes de
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I’inflammation avoisinante et ne présentent pas de phénoméne de maturation en surface. De
plus, certains critéres cytonucléaires tels qu’une perte de polarité cellulaire, des
macronucléoles et des figures mitotiques atypiques sont associés aux lésions de dysplasie et
ne sont habituellement pas rencontrés dans les épithéliums régenératifs.

Figure 29. Aspect microscopique d'un épithélium régénératif
Atypies des cellules épithéliales et baisse de la mucosécrétion des cryptes en profondeur, anomalies
disparaissant en surface, chorion avoisinant si¢ge d’un abondant infiltrat inflammatoire polymorphe.

(Neoplastic Precursor Lesions Related to the Development of Cancer in Infflammatory Bowel Disease; Harpaz;
Gastroenterology Clinics; 2007)

La classification de Vienne des néoplasies intra-épithéliales gastro-intestinales**® (Figure 30)

distingue 3 catégories de muqueuses : a) les muqueuses non dysplasiques ; b) les Iésions
indéterminées pour la dysplasie et ¢) les dysplasies vraies.

Category 1 Megative for neoplazia’dysplasia
Category 2 Indefinite for neoplasia’dysplasia
Category 3 Mon-invasive low grade neoplasia

(low grade adenoma’dysplasia)
Category 4 Mon-invasive high grade neoplasia

4.1 High grade adenoma’dvsplasia

4,2 Mon-invazive carcinoma (Carcinoema in situ)™

4.3 Buspicion of invasive carcinoma
Category 5 Invaszive neaplasia

5.1 Intramucosal carcinomat

5.2 Submucosal carcinoma or beyond

Figure 30. Classification de Vienne
des néoplasies épithéliales gastro-intestinales

(The Vienna classification of gastroitestinal epithelial neoplasia, Schlemper, Riddell et al, 2000)
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Les prélevements pour lesquels il n’est pas possible de catégoriser les Iésions intra-
épithéliales observées en dysplasiques ou réactionnelles sont considérés comme « indéfini

pour la dysplasie » (catégorie 2 de la classification de Vienne).

1VV.2. Variabilité inter-observateur

La plupart des études ayant comparé la concordance des diagnostics de dysplasie dans les
MICI parmi les pathologistes ont montré une importante variabilité inter et intra-
observateur'#, Cette variabilité est surtout vraie en ce qui concerne la dysplasie de bas grade
et les Iésions indéfinies pour la dysplasiel®. La plupart des sociétés savantes recommandent
ainsi une double lecture en cas de diagnostic de dysplasie chez un patient présentant une

MICI, et ce par des pathologistes experts en pathologie digestivel.
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PRESENTATION CLINIQUE ET
ANATOMOPATHOLOGIQUE DES CCR SPORADIQUES

Le cancer colorectal sporadique est diagnostiqué dans 95 % des cas aprés 50 ans'?!. L’age
moyen au moment du diagnostic de cancer colorectal est de 69,5 ans chez I’homme et de 72,8
ans chez la femme (4 % de cancers colorectaux sont identifiés avant 50 ans). On observe une
prédominance masculine (sexe ratio homme/femme de 1,5). La répartition des cancers
colorectaux selon les sites est relativement homogene : colon distal dans 20 % des cas, célon
proximal dans 30 & 40 % des cas, rectum dans 30 a 40 % des cas.

La survie des patients ayant un cancer colorectal dépend de différents facteurs pronostiques
dont : le stade du cancer, I’atteinte ganglionnaire, la présence de métastases, la précocité du
traitement, la profondeur de [’envahissement pariétal, 1’existence d’une invasion par
contiguité aux organes de voisinage. Diagnostiqué a un stade précoce, le cancer colorectal
sporadique est de bon pronostic : le taux de survie relatif a 5 ans est de 94 % pour les cancers
diagnostiqués au stade I de la classification TNM ; 80 % au stade 1l ; 47 % au stade Il ; 5 a
13% au stade IV. Le cancer colorectal évolue souvent sans symptéme avant-coureur, mais
peut étre accompagné de signes cliniques peu spécifiques : rectorragies/méléna, syndrome
rectal, douleurs abdominales, occlusion intestinale, altération de 1’état général, masse
abdominale palpable.

Sur le plan histologique, plus de 90% des cancers colorectaux sporadiques sont des
adénocarcinomes!*®. Quatre vingt & 90% des adénocarcinomes colorectaux sont de sous-type
histologique conventionnel, « NOS » (Not otherwise specified ou sans autre spécificité). Les
autres variants histologiques de carcinome colorectal de la classification de I’OMS 2010 sont
bien moins fréquents: 1’adénocarcinome mucineux est observé dans 10 a 13% des

adénocarcinomes sporadiques, 1’adénocarcinome a cellules indépendantes représente 1% de

147 148

I’ensemble des adénocarcinomes™*’ et 1’adénocarcinome médullaire 0.03%
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PRESENTATION CLINIQUE ET ANATOMOPATHOLOGIQUE
DES CCR DEVELOPPES SUR MICI

D’un point de vue anatomo-clinique, I’une des principales caractéristiques des CCR associés
aux MICI communément admise est un age de diagnostic plus jeune par rapport aux cancers
diagnostiqué dans la population générale'“°. Le CCR survient 7 a 18 ans plus t6t en médiane
par rapport aux cancers sporadiques. Les autres différences anatomo-cliniques sont une
topographie plus souvent proximale (45% se situent en amont de I’angle colique gauche
contre 22% dans les tumeurs sporadiques), le caractére multifocal (2 foyers synchrones sont
constatés dans 10 a 30% des cas, plus de 3 foyers synchrones - une rareté dans la population
générale — sont présents dans 9% des cas'®®), un pronostic plus sombre (survie globale a 5 ans
entre 38 et 41% dans les MICI, contre 56% dans la population générale'?t).

Sur le plan anatomopathologique, les cancers intestinaux associés aux MICI sont plus
fréquemment de type histologique mucineux que les cancers sporadiques (20 a 24% chez les
patients atteints de MICI contre 13% dans la population générale selon Delaunoit et al**®). Le
type histologique et les contingents secondaires a cellules indépendantes sont également plus
fréquents que dans les cancers sporadiques. La différence en terme de stade carcinologique
initial (TNM et Dukes) est controversée.
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MATERIEL ET METHODE

PATIENTS

Tous les patients ayant présenté un ou plusieurs adénocarcinomes développés sur MICI traitée
par exerese chirurgicale entre 1993 et 2018 au CHU de Nantes ont été recherchés et inclus
grace a la base de données informatique du service d’anatomie et cytologie pathologiques.
Les patients exclus de I’étude étaient ceux pour qui le matériel inclus en paraffine était épuisé
ou insuffisant, et ceux dont le cancer n’était présent que sur du matériel biopsique.

Les comptes-rendus anatomopathologiques et les dossiers cliniques de tous les patients inclus
ont été consultés. Les donneées collectées ont été les suivantes : age, sexe, date de diagnostic
de la MICI et du cancer intestinal, type de la MICI, degré d’extension et classification de la
MICI selon la classification de Montréal®®!, localisation du cancer intestinal, mode de
diagnostic du cancer, nombre de biopsies de surveillance de la MICI réalisées avant la

chirurgie ainsi que les conclusions qu’elles ont apporté, type de chirurgie réalisée.

ETUDE HISTOLOGIQUE

Les lames HES de tous les cas ont été relues afin de déterminer le degré d’activité de la MICI
(selon le score de Geboes pour la RCH, D’Haens et Geboes pour les MC), le type
histologique du cancer intestinal selon la classification de I’OMS 2010, son grade de
différenciation, la présence d’un contingent infiltrant secondaire, le stade pTNM selon
’'UICC 2009 7°™ édition, la présence ou non d’emboles vasculo-lymphatiques et
d’engainements péri-nerveux. La présence d’une lésion précessive, définie comme la 1ésion
pré-néoplasique au contact immeédiat du cancer, laissant supposer qu’elle en est a 1’origine et
les lésions a distance ont aussi été recherchées. Toutes deux ont été classées selon la
classification de I’OMS 2010.
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IMMUNOHISTOCHIMIE

l. Technique et anticorps employés

L’étude immunohistochimique a été réalisée sur des coupes de 3um a partir de blocs de tissu
inclus en paraffine aprées fixation dans le formol tamponné a 4%. Les coupes étaient ensuite
marquées par les anticorps listés dans le tableau 1. Le systeme de révélation consistait en une
amplification du signal par des molécules de péroxydase fixées a des polymeres apres
élimination des péroxydases endogénes sur un automate Dako (Envision Flex Plus Kit, Dako,

Glostrup, Denmark)

Tableau 1. Anticorps utilisés

Anticorps Clone Fournisseur Dilution Référence
MLH1 ESO05 Dako prét a 'emploi  IR079
MSH2 IR085 Dako prét a 'emploi  IR085
MSH6 EP49 Dako Préta l'emploi IR086(61)
PMS2 EP51 Dako Préta I'emploi  IR087

CDX2 DAK-CDX2 Dako 1/50éme M3636
MGMT MT3.1 Milipore 1/50éme MAB16200
P53 DO-7 Dako 1/200éme M7001

P16 JC8 Roche 1/2éme 0659444100

Il. Interpreétation

I1.1. Protéines de misappariement de ’ADN

Le critere de positivité de I’expression de MLH1, PMS2, MSH2 et MSH6 dans les cellules
tumorales était la présence d’un immunomarquage nucléaire (phénotype microsatellitaire
stable) (Figure 31). Un phénotype microsatellitaire instable était définit par 1’absence
d’immunomarquage nucléaire identifiable d’au moins une de ces protéines au sein des
cellules tumorales (Figure 32). Le marquage nucléaire des lymphocytes présents sur la lame

constituait le témoin positif interne.
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Figure 31. Phénotype microsatellitaire stable en immunohistochimie
(Expression nucléaire des quatre protéines du systéme de réparation de misappariement de
’ADN)
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Figure 32. Exemple de phénotype microsatellitaire instable en immunohistochimie
(perte d’expression des protéines MLH1 et PMS2 dans les cellules tumorales, malgré un témoin
interne positif (lymphocytes))

11.2. CDX2

L’immunomarquage avec [’anticorps anti-CDX2 a été quantifié par méthode semi-
quantitative. Le seuil de positivité retenu était supérieur ou égal a 80% des cellules tumorales
marquees.

1.3. P53

Le statut de P53 a été apprécié par immunohistochimie. Un immunomarquage jugé normal
était caractérisé par un marquage hétérogéne, « patchy », de quelques cellules tumorales; un
marquage anormal correspondait soit a une expression diffuse de la protéine (surexpression)
par les cellules tumorales, soit par I’absence d’expression de la protéine P53 par les cellules
tumorales (Figure 33).

68



Figure 33. Marquage anormal de P53 en immunohistochimie
(a) surexpression de P53 ; (b) Perte totale d’expression de P53

1.4, MGMT et P16

Les statuts de MGMT et de P16 ont été évalués par immunohistochimie par méthode semi-
quantitative des cellules tumorales marquées. La perte d’expression de chacune de ces deux

protéines était définie par une expression par les cellules tumorales inférieure a 10%.
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BIOLOGIE MOLECULAIRE

l. Extraction de ’ADN génomique

L’extraction de I’ADN tumoral a consisté en une premicre étape de macrodissection a 1’aide
d’un scalpel d’une a quatre lames de tissus fixés au formol et inclus en paraffine (FFPE :
Formalin-Fixed Paraffin-Embedded) de 10 um d’épaisseur apres repérage de la zone d’intérét
sur une lame-témoin colorée a ’HES. Le matériel de macrodissection a ensuite subit un
déparaffinage a 80°C pendant 2 minutes dans 300 pL d’huile minérale, suivi d’une digestion
par 25 pL de protéinase K a 56°C pendant 30 minutes puis a 70°C durant 15 a 18h.
L’ensemble des réactifs nécessaires a été fournit par le kit Maxwell® RSC DNA FFPE. Aprés
cette étape, 1’extraction de I’ADN a été achevée par un automate d’extraction Maxwell® RSC,
permettant la purification des acides nucléiques a 1’aide de particules paramagnétiques.
Quatre vingt pL d’ADN génomique purifi¢ étaient récupérés a la fin de cette étape

d’extraction.

1. Recherche d’instabilité microsatellitaire

En plus de la technique d’immunohistochimie, le statut microsatellitaire des tumeurs des
patients de la série a été évalué par biologie moléculaire.

La détermination du statut microsatellitaire de ces ADN génomiques, préalablement dilués a
une concentration de 10 ng/uL, a été réalisée par PCR pentaplex ciblée sur les marqueurs
microsatellitaires BAT25, BAT26, NR21, NR22 et NR24. La réaction d’amplification était
réalisée sur thermocycleur DNA Engine MJ Research PTC 200 (programme utilisé : 1 cycle
de 2 minutes a 94°C, suivi de 35 cycles de 30 secondes a 94°C/1 minute a 57°C/1 minute a
72°C, suivi de 1 cycle de 30 minutes a 72°C). La réaction de révélation a été réalisée sur 2 pL
de produit d’amplification par génotypage sur un automate ABI 3130x1 (Applied
Biosystems®). Les résultats étaient analysés grace au logiciel GenMapper. L’analyse des
résultats a consisté en une comparaison de la taille des séquences des marqueurs
microsatellitaires de 1’échantillon tumoral test¢ avec celle d’un témoin stable et d’un
prélevement non tumoral du méme patient. Le statut MMR stable (p(MMR ou MSS) était
défini par 5 marqueurs de méme taille que le témoin stable et que 1’échantillon non tumoral
du patient (Figure 34), le statut MMR instable (A(MMR ou MSI) était défini par un marqueur
de taille différente au témoin (MSI-L) ou par plus de 1 marqueur de taille différente (MSI-H)
(Figure 35)

70



b2 127} 12 | [EaT26 150k 151 T

Figure 34. Eléctrophérogramme d'un échantillon pMMR
Séquence microsatellitaire de I’ADN tumoral (courbe bleue) superposable, de méme taille que I’ADN
témoin stable (courbe verte) pour I’ensemble des marqueurs testés
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Figure 35. Eléctrophérogramme d'un échantillon dMMR (MSI-H)
Séquence microsatellitaire de I’ ADN tumoral (courbe bleue) de plus grande taille que I’ADN témoin
stable (courbe verte) pour 4 marqueurs sur les 5 testés (BAT25, NR22, NR21, NR24), caractérisée par
des pics supplémentaires (fléches).

1. Statut KRAS, NRAS et BRAF

I11.1. KRAS et NRAS

La recherche de mutation des génes KRAS et NRAS a été réalisée en deux etapes : par PCR
spécifique d’alléle en temps réel dans un premier temps, suivie d’un séquengage des exons
mutés dans un second temps.

La PCR spécifique d’alléle a permis 1’amplification et la détection des variants mutés des
exons 2,3 et 4 des genes KRAS et NRAS. Elle a été réalisée a ’aide du kit RAS Mutation
Screening Panel RAS-RT50 (Entrogen®), utilisant différentes amorces congues pour la

détection de 21 mutations somatiques dans les exons 2,3 et 4 de I’oncogene KRAS et 14
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mutations somatiques dans les exons 2, 3 et 4 du gene NRAS (Tableau 2). La réaction de
PCR en temps réel a été réalisée sur thermocycleur Rotor-Gene Q (Quiagen®).

Les échantillons pour lesquels un ou plusieurs exons a été retrouvé muté ont ensuite fait
I’objet d’un séquengage Sanger desdits exons pour déterminer le nom de la mutation. Ces
exons mutés ont été réamplifiés, les produits d’amplification de PCR ont ensuite éte purifiés
et séquenceés sur le séquenceur automatique ABI Prism 3130 xI et analysés gréace au logiciel
Seqscape (Applied Biosystems®).

Tableau 2. Mutations de RAS détectables par les amorces utilisées pour la réaction de PCR en temps réel

Detected
Gene Exon aa change nt change Cosmic ID by Pul;hmr
G124 2. 35G-C 512
G120 €.35G=4 521
2 GI1IR €.34G=C 518 i
G2V €.35G=T 520
G130 . 38G=4 332
5 G120 €.34GsT 516 )
G115 €.34G=4 517
Q61H . A834=T 555
Q61H ¢.1834~C 354
Q61L €. 1824=T 553
KRAS 3 Q61R ¢ 184G 552 3
ASSE ¢ 7804 547
A5G0 €. 1760=6 28518
ASST £ 17564 546
K117MiAAC) | €.3514=C 19540
K11TH(AAT) | €.3514-T 28519 4
K117R <. 3504~0 1178068
4 K117E €.3494-G 1360831
A146T C.4366G=4 19404
A145P c.43606=C 19905 E]
A146V €. 437C=T 19900
Detected
Gene Exon aa change nt change | CosmiclD | by :r':mnr
G120 €.35G=4 564
G12C €. 34G=T 562
2 G125 C.34G=A 563 .
G13R €.37G+C 569
G13v . 38G=T 574
3 K117R £.3504-G _—
HRAS Q61H (CAC) c.1834=C 5ES
Qf1H (CAT) | c.1B34-T 5B
3 Q8L e 1824 T B3 7
QeTK e BI04 580
Qa1R ¢ 824G 584
A146T c.4360=4 1237325
land4 | AS9D c. 17604 253327 8
ASAT £ 1750=4 L78
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111.2. BRAF

L’exon 15 du géne BRAF a fait ’objet d’une amplification par PCR suivie d’un séquengage

Sanger du produit d’amplification sur automatique ABI Prism 3130 x1.

1VV. Statut de PIK3CA

L’exon 9 du géne PIK3CA a été amplifié par PCR spécifique d’alléle a partir de 9uLL d’ADN
dilués a 5 ng/pL, préalablement extraits a partir de lames FFPE d’échantillons tumoraux. La
réaction d’amplification a été permise grace a un thermocycleur Light Cycler 96 (Roche®). Le
produit d’amplification a par la suite fait I’objet d’une purification et d’un séquencage Sanger
sur un séquenceur ABI Prism 3130xl, I’interprétation des résultats a été réalisée grice au

logiciel Seqscape.

V.  Meéthylation du promoteur du gene CDX2

Une recherche d’hyperméthylation du promoteur de CDX2 a été réalisée sur les carcinomes
invasifs et sur les lésions précessives des patients de la série. L’ADN de chaque échantillon a
été extrait a partir de lames FFPE a 10y, puis dilué & 20 ng/uL. Les échantillons d’ADN ont
ensuite subi un traitement aux bisulfites de sodium grace au kit Epitec Bisulfite (Quiagen®),
suivie d’une purification.

La région promotrice du géne CDX2 de chaque ADN préalablement traité aux bisulfites a été
amplifiée par PCR spécifique d’alléle. Les amorces utilisées étaient issues d’une des
publications de Liu et al®™®2. L’amorce anti-sens, commune aux alléles méthylés et non
méthylés, était 5-AAA GGA TAT TGG AGA GTA TTT TAG-3’. L’amorce sens pour
I’allele méthylé était 5’-CGA AAA TAA AAA TCA CTA CGA CG-3’. L’amorce sens pour
I’alléle non méthylé était 5°-ATT CAA AAA TAA AAA TCA CTA CAA CA-3’. La réaction
d’amplification a été faite sur thermocycleur DNA Engine MJ Research PTC 200. La
révélation et ’analyse du produit de PCR ont été faites par électrophorése sur gel d’agarose a
2%. Un échantillon hyperméthylé était identifiable lorsqu’une bande fluorescente apparaissait

dans la zone des 200 paires de bases, définie par le marqueur de taille (Figure 36).
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Figure 36. Révélation de produits d'amplification du promoteur de Cdx2 par éléctrophorése
sur gel d’agarose.

(« BLC » = Blanc ; « T NORMAL » = Témoin non hyperméthylé (absence de bande fluorescente a
200 paires de bases) ; « T HYPER » = témoin hyperméthylé (présence de 2 bandes fluorescentes dont
une a 200 paires de bases, « M » = marqueur de taille, « 4825 » = échantillon testé, non hyperméthylé

(absence de bande fluorescente & 200 paires de bases))
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VI. Méthylation de MLH1

Une recherche d’une méthylation du promoteur de MLH1 a également été réalisée pour
chaque échantillon carcinomateux ou de lésions précessives AMMR (MSI-H ou MSI-L). Cette
recherche a été¢ faite dans les mémes conditions que 1’é¢tude du statut de méthylation de

CDX2, avec des amorces spécifiques au promoteur de MLHL1.

ANALYSE STATISTIQUE

Le test exact de Fisher a été utilisé pour déterminer 1’association entres les variables
catégorielles. Une valeur de p inférieure a 0.05 était considérée comme significative.
L’analyse statistique a été réalisée avec le logiciel en ligne BiostaTGV et le logiciel MedCalc

version 15.10.
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RESULTATS

CARACTERISTIQUES DEMOGRAPHIQUES ET CLINIQUES
DES PATIENTS

796 pieces opératoires issues de 717 patients atteints de MICI ont été étudiées au total entre
1993 et 2018. Parmi ces piéeces, 599 étaient issues de 545 patients atteints de maladie de
Crohn ; 197 étaient issues de 172 patients atteints de rectocolite ulcéro-hémorragique.

29 cancers intestinaux ont été diagnostiqués chez 26 patients, ce qui correspondait a 3,6% des
piéces et des patients.

Les patients avec un diagnostic de cancer étaient 11 femmes et 15 hommes, 2 de ces 26
patients présentaient plusieurs cancers synchrones ou métachrones (8%). L’dge médian de
ces patients était de 50 ans au diagnostic de cancer, 30 ans au diagnostic de la MICI. La durée
d’évolution médiane de la MICI avant le diagnostic de cancer était de 16.5 ans.

Les carcinomes de ces patients atteints de RCH étaient le plus souvent localisés au niveau du
rectum (n=10 ; 56%) ; 6 (33%) étaient localisés au niveau du cdlon gauche, 2 (11%) au niveau
du cblon droit. Chez les patients atteints de MC, 1 (10%) cancer était localisé au niveau anal,
1 au niveau rectal (10%), 3 (30%) au niveau du cdlon gauche, 1 (10%) au niveau du c6lon
droit, 2 (20%) au niveau du colon transverse, 2 (20%) au niveau de 1’iléon.

Sept des 545 patients atteints de maladie de Crohn présentaient un cancer (1,3%); 18 des 172
patients atteints de RCH avaient un diagnostic de cancer (10.4%). Un cancer était
diagnostiqué chez un patient porteur d’une colite indéterminée. 18 cancers étaient développés
sur une MICI active, 11 I’étaient sur une MICI quiescente.

Les données clinicopathologiques des patients de la série sont résumées dans le Tableau 3.

Le diagnostic de cancer ou de dysplasie avait été établi sur les biopsies de surveillance chez
18 patients (69%), alors que 8 patients (31%) ayant recu un diagnostic de CCR sur piéce
opératoire avaient été opérés pour un motif autre que carcinologique (autre que cancer). Parmi
les 26 patients de la série, 14 (54%) avaient regus un diagnostic d’adénocarcinome sur la
biopsie de dépistage, 3 patients (12%) avaient eu un diagnostic de dysplasie de bas grade sur
biopsie pré-opératoire, 1 patient avait eu un diagnostic de dysplasie de haut grade sur la
biopsie (4%). Sept patients (27%) avaient eu des biopsies de dépistage normales. Un patient

(4%) n’avait pas eu de biopsie pré-opératoire récente.

77




Bien que la proportion de cancers diagnostiqués de facon fortuite sur pieces opeératoires était
Iégerement plus élevée chez les patients porteurs d’'une MC (n=2 ; 29%) par rapport a ceux
atteints de RCH (n=4; 22%), il n’existait pas de différence significative entre ces deux
groupes (test de Fisher, p=0.355). Le patient porteur d’une colite indéterminée avec une
biopsie pré-opératoire normale.

Les cancers découverts fortuitement sur piece opératoire étaient significativement plus
souvent associés a une colite active que les cancers dépistés par biopsie pré-opératoire (tous
les cancers fortuits étaient développés sur une colite active, contre 45% des cancers dépistes,
test de Fisher, p =0.005).

Tableau 3. Données clinico-pathologiques des patients de la série

Données n (%) Données n (%)
Sexe Localisation carcinome
Femmes 11 (42.3) anus 1(3.4)
Hommes 15 (57.7) rectum 12 (41.5)
Age médian sigmoide 3(10.3)
au diagnostic de MCI 30 ans cblon gauche 6 (20.7)
au diagnostic de cancer 50 ans cblon transverse 2 (6.9)
Durée médiane dévolution avant cancer 16.5ans cblon droit 3(10.3)
Type de MICI iléon 2 (6.9)
RCH 18 (69.2) Mode de diagnostic du carcinome
MC 7 (26.9) Biopsie 18 (69)
Indéterminée 1(3.8) Piece opératoire 8 (31)
Classification Montréal-RCH Conclusion de la biopsie pré-opératoire
El 0 (0) adénocarcinome 14 (54)
E2 1(5.5) dysplasie de bas grade 3(11)
E3 16 (88.9) dysplasie de haut grade 1(4)
Indéterminée 1(5.5) normale 7(27)
Classification Montréal-MC non réalisée 1(4)
L1 1(14.3) Biopsie pré-opératoire-RCH
L2 2 (28.6) adénocarcinome 11 (61)
L3 3 (42.8) dysplasie de bas grade 2 (11)
L4 0 (0) Dysplasie de haut grade 1(6)
P 1(14.3) normale 4 (22)
Indeterminé 0 (0) Biopsie pré-opératoire-MC
Activité MICI adénocarcinome 3 (43)
Active 17 (65.4) dysplasie de bas grade 1(14)
Quiescente 9 (34.6) dysplasie de haut grade 0 (0)
Indeterminée 0 (0) normale 2 (29)
Non réalisée 1(14)
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ETUDE MORPHOLOGIQUE

l. Carcinomes

L’examen histologique des carcinomes montrait une proportion anormalement élevée
d’adénocarcinomes mucineux (variant histologique d’adénocarcinome caractéris¢ par la
présence d’un contingent mucineux occupant plus de 50% de la surface de la lésion, avec des
flagues de mucus comportant des cellules carcinomateuses agencées en structures acineuses,
trabéculaires ou sous formes de cellules indépendantes'?® (Figure 37)) : 12 étaient des
adénocarcinomes mucineux (41.4%), 14 adénocarcinomes étaient sans spécificite (NOS)
(48.3%), 1 était un adénocarcinome a cellules indépendantes (3.4%), 1 correspondait a un
adénocarcinome a cellules claires (3.4%) et 1 correspondait & un carcinome adénosquameux
(3.4%). De plus, 4 des adénocarcinomes de type NOS avaient un contingent infiltrant
secondaire riche en mucus, soit 28.6% d’entre eux.

Cing des adénocarcinomes NOS étaient moyennement différenciés et sept étaient bien

différenciés. On déenombrait deux adénocarcinomes NOS peu différenciés (Tableau 4).

Figure 37. Aspect microscopique d'un adénocarcinome mucineux
caractérisé par des nappes de mucus extra-cellulaire étendues a plus de 50% de la lésion, comportant
des plages de cellules carcinomateuses d’architecture acinaire (Hématéine-éosine-safran, x 50)
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Tableau 4. Données morphologiques des carcinomes et de leurs lésions associées

Données n (%)
Carcinomes

mucineux 12 (41.4)

NOS 14 (48.3)

a cellules claires 1(3.4)

adénosquameux 1(3.4)

a cellules indépendantes 1(3.4)
Carcinomes avec contingent mucineux secondaire 4 (28.6)
Grade de différenciation des adénocarcinomes NOS

bien différenciés 7 (50)

moyennement différenciés 5(35.7)

peu différenciés 2 (14.2)
Lésions précessives

classées 9 (31)

non classées 9 (31)

absentes 11 (37.9)
Lésions a distance

classées 5(17.2)

non classées 5(17.2)

absentes 19 (65.5)

Il.  Lésions précessives

La Iésion précessive était observée au contact de 18 cancers (62.1%). Au contact de 9 cancers
(50%), la lésion précessive correspondait a une lésion pré-néoplasique répertoriée dans la
classification de ’OMS 2010 : on dénombrait 2 adénomes tubuleux, 2 adénomes villeux, 3
adénomes tubulo-villeux, 1 adénome festonné sessile avec dysplasie conventionnelle et 1
Iésion de dysplasie en muqueuse plane.

Au contact de 9 autres cancers (50 %), la lésion précessive avait une morphologie inclassable
selon 'OMS 2010. Parmi ces lésions, la plus fréquemment observée comportait une
mugqueuse hyperplasique, d’aspect villeux, avec un épithélium tres mucosécrétant parsemé de
cellules mucosécretantes distendues, sans atypie cytonucléaire manifeste. Nous avons
dénommeé cette lésion, qui était présente au contact de 6 cancers (n=6), hyperplasie villeuse
hypersécrétante (Figure 38). Une autre Iésion précessive demeurait inclassée selon ’OMS
2010, il s’agissait d’une 1ésion d’aspect trés papillaire, exubérante, au chorion inflammatoire,
avec un epithélium mucosécrétant de morphologie proche d’un épithélium intestinal,

présentant une légere dysplasie ne répondant pas aux critéres d’une dysplasie conventionnelle
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ou festonnée. Nous avons appelé cette lésion lésion papillaire avec dysplasie cytologique
inclassable. Cette lésion était observée au contact de 2 cancers (n=2) (Figure 39).

La derniére lésion observée qui ne correspondait & aucune lésion répertoriée dans la
classification de ’OMS 2010 avait un aspect papillaire, un chorion inflammatoire, elle
comportait des cryptes exacerbées et anfractueuses, avec un épithélium hypersécrétant qui
n’entrait pas dans le cadre d’un adénome festonné sessile ni festonné traditionnel tel que
classiquement définis. Nous avons appelé cette 1ésion, qui était présente en contiguité d’un
cancer (n=1), lésion festonnée inclassable (Figure 39). La répartition des lésions précessives
en fonction de leur type histologique est décrite dans la figure 5. Onze cancers (37.9%) ne

présentaient pas de lésion précessive a leur contact (Tableau 4).
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Figure 38. Aspect microscopique d'une hyperplasie villeuse hypersécrétante
(A) Hyperplasie villeuse hypersécrétante caractérisée par une muqueuse hyperplasique, comportant
un épithélium trés mucosécrétant, avec des cellules mucosecrétantes volumineuses, absence de
dysplasie visible a plus fort grandissement (Hématéine-éosine-Safran, x 25 et x 100). (B)
Transformation carcinomateuse en regard d’une lésion d’hyperplasie villeuse hypersécrétante vers un
adénocarcinome mucineux (HES, x 100).
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Figure 39. Lésion papillaire avec dysplasie cytologique inclassable et lésion festonnée inclassable

(A) lésion papillaire avec dysplasie cytologique inclassable : 1ésion d’aspect trés papillaire, au chorion
inflammatoire, comportant un épithélium mucosécrétant avec des modifications cytonucléaires ne
cadrant pas avec une dysplasie cytologique conventionnelle ou festonnée. (B) lésion festonnée
inclassable : Iésion polypoide au chorion inflammatoire, comportant des cryptes irréguliéres,
exacerbées, a contours anfractueux, avec un épithélium hypersécrétant, sans critére pour un adénome
festonné sessile ou festonné traditionnel (Hématéine-éosine-safran, x 25)

4 )

Inclassables selon OMS 2010

Classables selon OMS 2010

B Adénome villeux

@ Adénome tubuleux

O Adénome tubulo-villeux

O Adénome festonné sessile avec dysplasie conventionnelle
O Dysplasie en muqueuse plane

B Hyperplasie villeuse hypersécrétante

O Lésion festonnée inclassable

O Lésion papillaire avec dysplasie cytologique inclassable

- J

Figure 40. Répartition des lésions précessives en fonction de leur type histologique
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Il n’a pas été retrouvé d’association statistiquement significative entre la présence de 1ésion

précessive inclassable et les cancers ayant échappé au dépistage endoscopique (p = 0.13).

I11. Lésions a distance

Cing des cancers (17%) avaient a distance une lésion pouvant étre classée selon la
classification de I’OMS 2010 en adénome tubulo-villeux (n=1), adénome tubuleux (n=1),
adénome festonné sessile (n=2) et en dysplasie conventionnelle en muqueuse plane (n=1).

Les lésions observées a distance de 5 autres cancers (17%) étaient inclassables selon I’OMS
2010, elles correspondaient & une hyperplasie villeuse hypersécrétante (n=3) et a une lésion
festonnée inclassable (n=2).

Les 19 autres carcinomes ne présentaient pas de Iésions a distance (Tableau 4).

IV. Distribution des lésions précessives et a distance en fonction du
type de la MICI

La majorité des lésions précessives observées dans les MC étaient inclassables selon I’'OMS
2010 (n=5, 83%), un tiers des lésions précessives détectées dans les RCH étaient inclassables
(n=4).

Parmi les 9 lésions a distance observées dans les pieces de RCH, 4 étaient inclassables, 5
étaient classées selon ’OMS 2010. La seule 1ésion a distance observée parmi les piéces de

MC demeurait inclassée.
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ETUDE IMMUNOHISTOCHIMIQUE ET MOLECULAIRE

l. Adénocarcinomes

.L1.  Expression de P53

Le statut mutationnel de P53 a été apprécié par étude immunohistochimique avec 1’anticorps
anti-P53. Parmi les carcinomes des patients de la série, 24 (soit 83%) avaient une anomalie
d’expression de P53 (surexpression ou absence totale d’expression de la protéine). Il
n’existait pas de différence significative d’expression anormale de P53 entre les
adénocarcinomes NOS et les adénocarcinomes mucineux (86% contre 83% respectivement,

test exact de Fisher, p=1).

1.2.  Expression et méthylation du promoteur de CDX2

Une méthylation de CDX2 a été observee dans 24% des adénocarcinomes de la série (n=6).
Une altération de I’expression de CDX2 en immunohistochimie a été constatée dans 55% des
carcinomes (n=16). Quinze pourcent des adénocarcinomes avec une expression
immunohistochimique de CDX2 anormale présentaient une hyperméthylation du promoteur
de CDX2, sans qu’une corrélation significative entre ces deux événements soit établi (Test de
Fisher, p = 0.378). Il n’a pas été observé de différence significative entre les adénocarcinomes
NOS et les adénocarcinomes mucineux en terme de méthylation du promoteur de CDX2
(33% versus 18% respectivement, test de Fisher, p=0.6404) et en ce qui concerne 1’expression
de CDX2 (43% contre 58% respectivement, test de Fisher, p= 0.6951).

1.3.  Meéthylation de CDX2 et expression de P16, MGMT et CDX2

Neuf (31%) des adénocarcinomes présentaient une perte d’expression de P16, trois (10%)
avaient une perte d’expression de MGMT. Parmi les adénocarcinomes présentant au moins
une anomalie d’expression parmi CDX2, P16 et MGMT, 4 présentaient une hyperméthylation
du promoteur de CDX2 soit 29% d’entre eux. Trois (21%) des 14 adénocarcinomes avec une
expression immunohistochimique normale de ces 3 protéines avaient un promoteur de CDX2
hyperméthyle. Les adénocarcinomes présentant au moins une anomalie parmi P16, MGMT ou
CDX2 n’étaient pas significativement plus souvent méthyles sur le promoteur de CDX2 que

les carcinomes exprimant normalement ces 3 protéines (test de Fisher, p=1).
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1.4. Statut mutationnel de RAS et BRAF

1.4.1. KRAS

Vingt-six pourcent des adénocarcinomes présentaient une mutation KRAS dans les codons
12-13 de I’exon 2 (n=7), 30% (n=8) presentaient au moins une mutation sur les exons 2, 3 ou
4. La mutation la plus fréquemment retrouvée était la G13D (c.38G>A; p.G1ly13Asp, exon 2)
(50%, n=4). 1l n’existait pas de différence significative entre les taux de mutation de KRAS
des adénocarcinomes NOS par rapport aux adénocarcinomes mucineux (31% contre 36%
respectivement, test de Fisher, p=1)

Les adénocarcinomes NOS avec contingent mucineux secondaire étaient plus souvent mutés
KRAS que les adénocarcinomes NOS purs : trois (75%) des 4 adénocarcinomes NOS avec
contingent mucineux secondaire présentaient une mutation KRAS contre un seul (10%) des
10 adénocarcinomes NOS sans contingent mucineux. Cette différence était statistiquement
significative (test de Fisher, p=0.0409).

1.4.2. BRAF

Sept pourcent des adénocarcinomes étaient mutés BRAF (n=2). Les mutations étaient
représentées par une mutation D594N (c.1780G>A ; Asp594Asn) et D594G (c.1781A>G ;
Asp594Gly). Aucune mutation V60OE n’a était retrouvée.

1.4.3. NRAS

Aucune mutation de NRAS n’a été retrouvée sur les 29 adénocarcinomes de la série.

1.5. Instabilité microsatellitaire

Dix pourcent des adénocarcinomes de la série étaient MSI-H (n=3), 26 étaient MSS (90%).
Aucun adénocarcinome MSI-L n’a été retrouvé. Parmi les 3 adénocarcinomes MSI-H, la
majorité (n=2, 67%) avait une perte de MLH1 et de PMS2 en immunohistochimie. L’un de
ces deux cancers avait une hyperméthylation du promoteur de MLH1. Le dernier
adénocarcinome MSI-H avait une perte isolee de MSH6 et ne présentait pas
d’hyperméthylation de MLH1.

Il n’a pas été retrouvé de différence significative entre les adénocarcinomes mucineux et NOS

en terme d’instabilité microsatellitaire (8% contre 14% respectivement, test de Fisher, p=1)
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1.6. Statut de I’exon 9 de PIK3CA

Huit pourcent (n=2) des adénocarcinomes de la série étaient mutés sur I’exon 9 de PIK3CA,
92% (n=23) étaient sauvages pour cet exon. La technique de séquencage Sanger a échoué
pour 4 des cancers. La mutation retrouvée dans les 2 cancers mutés était la mutation pE545K
(c.1633 G>A). Il n’existait pas de différence significative de mutation selon le type

histologique des adénocarcinomes.
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Tableau 5. Anomalies moléculaires des adénocarcinomes de la série

ADK a

ADK a

Total ADK  ADK NOS mlﬁ:li)niux cellyles ) E:ellules adéno?(lq:)ulz(imeux
claires indépendantes

P53
e eon 24(83%)  12(86%) 10 (83%) 0 (0%) 1 (100%) 1 (100%)
Expression normale 5 2 2 1 0 0
M-CDX2
M 6 (24%) 4 (33%) 2 (18%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
N 19 8 9 1 1 0
NI 4 2 1 0 0 1
CDX2
Perte d'expression 16 (55%) 6 (43%) 7 (58%) 1 (100%) 1 (100%) 1 (100%)
Expression normale 13 8 5 0 0 0
P16
Perte d'expression 9 (31%) 4 (29%) 4 (33%) 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%)
Expression normale 20 10 8 0 1 1
MGMT
Perte d'expression 3 (10%) 3 (21%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Expression normale 26 11 12 1 1 1
CDX2/P16/MGMT
ovoression 19(66%)  8(57%)  8(67%)  1(100%)  1(100%) 1 (1009%)
Expression normale 10 6 4 0 0 0
KRAS
Muté 8 (30%) 4 (31%) 4 (36%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
WT 19 9 7 1 1 1
NI 2 1 1 0 0 0
NRAS
Muté 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
WT 29 14 12 1 1 1
NI 0 0 0 0 0 0
BRAF
Muté 2 (7T%) 2 (15%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
WT 25 11 11 1 1 1
NI 2 1 1 0 0 0
Statut MSI
MSI 3 (10%) 2 (14%) 1 (8%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
MSS 26 12 11 1 1 1
PIK3CA exon 9
Muté 2 (8%) 1 (8%) 1 (8%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
WT 23 11 11 1 0 0
NI 4 2 0 0 1 1

ADK : adénocarcinome ; M-CDX2 : méthylation de CDX2 ; M : méthylé ; N : normal ; NI : non interprétable ;

WT : wild type (phénotype sauvage)
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Il.  Lésions précessives

I.L1. Expression de P53

Treize (67%) des lésions précessives présentaient une anomalie d’expression de P53. Les
anomalies d’expression de P53 étaient observées aussi bien dans les Iésions precessives
classées que dans les inclassées, sans différence significative (67% contre 78%
respectivement, test de Fisher, p=1). Les lésions d’hyperplasic villeuse hypersécrétante
avaient une expression anormale de P53 au moins autant que les lésions de dysplasie : quatre
vingt trois pourcent (n=5) des lésions d’hyperplasie villeuse hypersécrétante présentaient une
anomalie d’expression de P53 contre 67% (n=9) des lésions de dysplasie, avec absence de
différence statistiguement significative (test de Fisher, p=0.6044).

11.2.  Expression et méthylation du promoteur de CDX2

Vingt neuf pourcent des lésions précessives (n=5) présentaient une hyperméthylation du
promoteur de CDX2. Cinquante-six pourcent (n=10) des Iésions précessives avaient une perte
d’expression de CDX2 en immunohistochimie. Les lésions précessives hyperméthylées
avaient davantage de perte d’expression de CDX2 que les 1ésions non hyperméthylées (80%
des lésions précessives hyperméthylées avaient une perte d’expression de CDX2 contre 54%
des Iésions non hyperméthylées), cette différence n’était pas significative (test de Fisher, p =
0.5879).

Il n’a pas été constaté de différence significative de méthylation de CDX2 entre 1ésions
précessives classées et inclassées (28% des Iésions classées étaient hyperméthylées contre
33% des lésions non hyperméthylées, test de Fisher, p=1).

Les 1ésions d’hyperplasie villeuse hypersécrétante avaient une perte d’expression de CDX2 en
immunohistochimie significativement plus fréquente que les Iésions précessives classées :
100% des lésions d’hyperplasie villeuse hypersécrétante avaient une perte de CDX2 contre
31% des lésions classées (test de Fisher, p=0.0108). Il n’a pas été observé en revanche de
différence significative de méthylation de CDX2 entre ces deux types de lésions (28% des
Iésions classées contre 33% des hyperplasies villeuses hypersécrétantes, test de Fisher, p=1).
Il n’a pas été constaté de différence significative d’expression de CDX2 entre lésions
précessives classees et inclassées (44% contre 67% respectivement, test de Fisher,

p=0.6371) ; ni entre lésion papillaire avec dysplasie cytologique inclassable et lésion de
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dysplasie (0% contre 44%, test de Fisher, p=1); ni entre lésion festonnée inclassable et

dysplasie conventionnelle (0% contre 44%, test de Fisher, p=1)

11.3. Meéthylation de CDX2 et expression de P16, MGMT et CDX2

Quarante pourcent des lésions précessives ayant au moins une anomalie d’expression de P16,
MGMT ou CDX2 présentaient une hyperméthylation de CDX2 alors que 17% des lésions
exprimant normalement ces protéines étaient hyperméthylées. Cette différence n’était pas
significative (test de Fisher, p=0.5879).

Les lésions précessives inclassées présentaient au moins aussi fréquemment une anomalie
d’expression de MGMT, CDX2 et P16 que les lésions classées (89% contre 67%
respectivement, test de Fisher, p=0.5765).

Cent pourcent des hyperplasies villeuses hypersécrétantes présentaient une anomalie d'au
moins P16, MGMT et CDX2, mais la différence avec les lésions classées (67%) n'était pas
significative (p=0.2286).

I1.4. Statut mutationnel de RAS et BRAF

11.4.1. KRAS

Vingt-deux pourcent des lésions précessives étaient mutés KRAS, 72% etaient KRAS
sauvages, la technique de séquencage a échoué pour une lésion (6%). Les Iésions précessives
inclassées étaient aussi fréquemment mutées KRAS que les Iésions classées (22% contre 29%
respectivement, test de Fisher, p=0.6199). Parmi les lésions précessives inclassées, 17% (n=1)
des hyperplasies villeuses hypersécrétantes présentaient au moins une mutation de KRAS, une
des deux lésions papillaires avec dysplasie cytologique inclassable était mutée KRAS, la
lésion festonnée inclassable était indemne de mutation. Il n’existait pas de différence
significative entre le taux de mutations de chacune de ces Iésions en comparaison avec celui
des lésions préecessives classees (test de Fisher, p=1). Certaines lésions présentaient plusieurs
mutations de KRAS, il s’agissait plus fréquemment de Iésions inclassées: la lésion
d’hyperplasie villeuse hypersécrétante mutée comportait 2 mutations de KRAS (mutation
G12D et G13D), il en était de méme pour la lésion papillaire avec dysplasie cytologique
inclassable mutée (mutation G12V et T20M). Un adénome tubulovilleux en dysplasie de bas
grade presentait également deux mutations (G12A et Q61H). Au total, on dénombrait 4

mutations de KRAS parmi les lésions inclassées et 3 mutations parmi les lésions classées.
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Tous les adénocarcinomes en contiguité avec une lésion précessive mutée KRAS, y compris
les lésions inclassées, étaient également mutés KRAS. La plupart (57%) des différentes
mutations présentes dans les Iésions précessives étaient retrouvees dans les adénocarcinomes
qu’elles bordaient.

La mutation la plus représentée était la G12D (n=2, 29%) (Figure 41), 5 autres mutations
(G13D, G12A, G12V, Q61H et T20M) ont été observées, a des taux égaux (14%).

31 a1 51
G T T G G G C T EEF TG 66 T BB 5 5 T 6 C C T T
§ T T G & G T[r|6 T 6 6 & T g 6 ¢ g G T 6 ¢ C T T
1 | |
75 65 55
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1 ] 1
a1 a1 101
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Figure 41. Mutation G12D de KRAS
Electrophérogramme obtenu par séquengage Sanger de I’exon 2 de KRAS.
Fléches : mutation G12D, caractérisée par une substitution d’un nucléotide G (pic noir) par un
nucléotide T (pic rouge), visible sur la séquence sens (S) et anti-sens (AS) au sein du codon 12.

11.4.2. BRAF

Une seule (5%) lésion préecessive était mutée BRAF, 14 (78%) étaient de phénotype BRAF
sauvage, la technique de séquengage n’a pas été contributive pour 3 Iésions (17%). La seule
Iésion précessive mutée était une Iésion classée (adénome villeux en dysplasie de bas grade),
cette mutation était également retrouvée dans 1’adénocarcinome développé sur cette lésion
précessive. La mutation retrouvée était une mutation D594N. Aucune mutation V60OE n’a été

retrouvée.
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11.4.3. NRAS

Toutes les lésions précessives éetaient de phénotype NRAS sauvage (100%, n=18).
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11.5. Statut microsatellitaire

Parmi les adénocarcinomes ayant un statut microsatellitaire instable (MSI-H), un seul
comportait une lésion précessive. Cette lésion précessive, un adénome tubuleux en dysplasie

de bas grade, était également MSI-H.

11.6. PIK3CA exon 9

Une seule (11%) lésion précessive comportait une mutation de 1’exon 9 de PIK3CA. Il
s’agissait d’une 1ésion classée (adénome tubuleux en dysplasie de bas grade). La mutation
était une mutation E545K et elle était retrouvée sur ’adénocarcinome dont elle était contigué.
Toutes lésions confondues (adénocarcinomes, leésions précessives classées et inclassées), il
existait une association significative entre les mutations de PIK3CA et les mutations de
KRAS (100% des lésions mutées PIK3CA étaient associées a une mutation de KRAS contre
23% des lésions PIK3CA sauvages (test de Fisher, p=0.01956)).
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Tableau 6. Tableau comparatif des anomalies moléculaires observées entre les différentes lésions
précessives

LP classées LP inclassées p
Expression anormale P53 6 (67%) 7 (78%) 1
Perte d'expression CDX2 4 (44%) 6 (67%) 0,6371
Perte d'expression P16 2 (22%) 2 (22%) 1
Perte d'expression MGMT 1(11%) 0 (0%) 1
Perte d'au moins un parmi CDX2/P16/MGMT 6 (67%) 8 (89%) 0.5765
M-CDX2 2 (28%) 3 (33%) 1
Mutation KRAS 2 (29%) 2 (22%) 1
Mutation NRAS 0 (0%) 0 (0%) 1
Mutation BRAF 1(11%) 0 (0%) 1
Statut microsatellitaire MSI 1(11%) 0 (0%) 1
Mutation PIK3CA exon 9 1(11%) 0 ((0%) 1

LP classées HVH p
Expression anormale P53 6 (67%) 5 (83%) 0.6044
Perte d'expression CDX2 4 (44%) 6 (100%) 0.0108
Perte d'expression P16 2 (22%) 1(17%) 1
Perte d'expression MGMT 1(11%) 0 (0%) 1
Perte d'au moins un parmi CDX2/P16/MGMT 6 (67%) 6 (100%) 0.2286
M-CDX2 2 (28%) 2 (33%) 1
Mutation KRAS 2 (29%) 1(17%) 1
Mutation NRAS 0 (0%) 0 (0%) 1
Mutation BRAF 1(11%) 0 (0%) 1
Statut microsatellitaire MSI 1(11%) 0 (0%) 1
Mutation PIK3CA exon 9 1(11%) 0 (0%) 1

LP classées LFI p
Expression anormale P53 6 (67%) 0 (0%) 0,4
Perte d'expression CDX2 4 (44%) 0 (0%) 1
Perte d'expression P16 2 (22%) 1 (100%) 0,3
Perte d'expression MGMT 1(11%) 0 (0%) 1
Perte d'au moins un parmi CDX2/P16/MGMT 6 (67%) 1 (100%) 0,3
M-CDX2 2 (28%) 0 (0%) 1
Mutation KRAS 2 (29%) 0 (0%) 1
Mutation NRAS 0 (0%) 0 (0%) 1
Mutation BRAF 1(11%) 0 (0%) 1
Statut microsatellitaire MSI 1(11%) 0 (0%) 1
Mutation PIK3CA exon 9 1(11%) 0 (0%) 1

LP classées LPDI p
Expression anormale P53 6 (67%) 2 (100%) 1
Perte d'expression CDX2 4 (44%) 0 (0%) 0,49
Perte d'expression P16 2 (22%) 0 (0%) 1
Perte d'expression MGMT 1(11%) 0 (0%) 1
Perte d'au moins un parmi CDX2/P16/MGMT 6 (67%) 1 (100%) 1
M-CDX2 2 (28%) 1 (50%) 1
Mutation KRAS 2 (29%) 1 (50%) 1
Mutation NRAS 0 (0%) 0 (0%) 1
Mutation BRAF 1(11%) 0 (0%) 1
Statut microsatellitaire MSI 1(11%) 0 (0%) 1
Mutation PIK3CA exon 9 1(11%) 0 (0%) 1

LP : Iésion précessive ; HVH : hyperplasie villeuse hypersécrétante ; LFI : Iésion festonnée inclassable ; LPDI :
Iésion papillaire avec dysplasie cytologique inclassable, M-CDX2 : méthylation de CDX2.
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I11. Types de MICI

I11.1. Expression de P53

Il n’a pas été observé de différence significative d’altération de 1’expression de P53 des
adénocarcinomes developpés sur RCH par rapport a ceux associés a une MC. Vingt deux
pourcent des adénocarcinomes associés a une RCH avaient une expression de P53 anormale

contre 29% des adénocarcinomes associés a une MC (test de Fisher, p=1).

I11.2. Méthylation de CDX2

Parmi les 6 adénocarcinomes présentant un promoteur de CDX2 hyperméthylé, 5 (83%)
étaient développés sur une MICI active, parmi les 19 adénocarcinomes sans hyperméthylation
de CDX2, 11 (58%) étaient développés sur une MICI active. Cette différence n’était pas
significative (test de Fisher, p=0.3644). Il n’y avait pas de lien significatif entre la méthylation
de CDX2 et I’activité de la MICI pour les lésions précessives : 60% des lésions précessives
hyperméthylées sur le promoteur de CDX2 étaient développées sur MICI active, 64% des

Iésions non hyperméthylées étaient associées a une colite active (test de Fisher, p=1).

111.3. Statut mutationnel de RAS et BRAF

Aucune différence significative n’a été observée en ce qui concerne les mutations de KRAS,

NRAS et BRAF en fonction du type de la MICI.

I11.4. Instabilité microsatellitaire

Il n’a pas été constat¢ de différence significative d’instabilité microsatelliataire des
adénocarcinomes selon le type de MICI auxquels ils étaient associés (17% des
adénocarcinomes associes a une RCH etaient instables contre 0% des carcinomes développés
sur MC, test de Fisher, p= 0.5329).
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DISCUSSION

Cette étude montre que les patients atteints de MICI opérée ont un taux d’incidence de
cancers intestinaux assez élevé (3.6%), avec un taux de 1.3% chez les patients atteints de MC
et de 10.4% chez ceux atteints de RCH. Sur une cohorte de 222 patients atteints de maladie de
Crohn, Maykel et al'®® avaient retrouvé un taux incident de cancers intestinaux de 2.7%. Pour
les patients atteints de RCH, Rutter et al 13 avaient détecté un taux de CCR de 6.3% parmi les
600 patients atteints de RCH de leur série, ce qui est inférieur a ce que nous avons pu
observer dans notre étude. Ce taux de 6.3% était calculé a partir d’une population plus large
que la notre incluant tous les patients atteints de RCH y compris les patients non opérés, or
notre étude était restreinte aux patients opérés, ceux n’ayant pas subit de colectomie avaient
étaient exclus, ce qui peut expliquer cette différence de résultat.

Cette étude montre également que chez les patients atteints de MICI opérée, les cancers
intestinaux de découverte fortuite sur piéce d’exérése chirurgicale sont fréquents. Vingt-sept
pourcent des patients de notre série avaient eu un diagnostic fortuit sur piece d’exérése
chirurgicale, avec des biopsies pré-opératoires négatives pour tout processus néoplasique. Le
taux de découverte fortuite sur piece d’exérese chirurgicale des patients atteints de MC était
Iégerement supérieur a ceux atteints de RCH (29% contre 22%), bien que la différence entre
ces deux groupes ne soit pas statistiquement significative. Certaines données de la littérature
vont dans ce sens, avec toutefois des taux variables d’une étude a 1’autre. Dans le cas de la
RCH, Rutter et al*®® ont montré, sur leur cohorte de 600 patients surveillés par endoscopies
régulieres, que ceux ayant subi une chirurgie avaient un taux de cancers découverts de fagcon
fortuite sur piéce chirurgicale de 43,3% (n=13 sur 30 cancers au total), avec des biopsies pré-
opératoires n’ayant pas retrouve le diagnostic de cancer. Dans leur étude, 9.1% des patients
avec un cancer découvert sur piece opeératoire avaient des biopsies pré-opératoires normales.
En ce qui concerne la MC, les données bibliographiques sont moins fournies et parfois
divergentes. Dans 1’étude de Maykel et al*>3 66.7% des cancers intestinaux diagnostiqués
chez les patients atteints de MC 1’étaient de facon fortuite apres résection chirurgicale. Ce
taux est supérieur a celui observé dans les RCH par Rutter et al'®, ce qui s’accorde avec ce
ue nous avons nous-mémes observé. D’autres études comme, celle de Kristo et al*™*, ont un
taux de découverte fortuite nettement plus faible chez ces patients (1.4%). Dans notre étude,
le diagnostic de néoplasie sur MICI était établi sur biopsie de surveillance avant 1’intervention
chez 18 des 26 patients : adénocarcinome chez 14 d’entre eux (54%), dysplasie de bas grade
chez 3 patients (11%), dysplasie de haut grade chez | patient (4%). Sept patients (27%)
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avaient eu une biopsie pré-opératoire normale. Finalement, 27% des patients avaient eté

opéres pour des raisons non carcinologiques.

Parmi les adénocarcinomes des patients de la série, 41% (n=12) étaient des adénocarcinomes
mucineux. Ce type histologique est donc davantage représenté dans notre série que dans les
cancers sporadiques, ol son incidence est de 10 a 13%'%. Cette surreprésentation des
adénocarcinomes mucineux chez les patients atteints de MICI a également était décrite par

Saraggi et al®” et par Delaunoit et al**,

Les anomalies moléculaires observées dans les cancers développés sur MICI avaient une
fréquence et une séquence d’apparition différente par rapport aux cancers sporadiques.
L’anomalie d’expression de P53 constituait I’altération moléculaire la plus représentée dans
les carcinomes de la série, 83% (n=24) des adénocarcinomes étaient concernés, ce qui est
supérieur a ce qui est observé dans les carcinomes colorectaux sporadiques, ou la perte de P53
concerne 50 a 75% des carcinomes®. Ce résultat est concordant avec les données de la
littérature : dans une étude comparative portant sur une cohorte de carcinomes sporadiques et
une cohorte de carcinomes associés a une MICI*>, le taux de perte de P53 s’élevait a 65%
dans les cancers associés a une MICI contre 33% dans les cancers sporadiques. De méme,
Robles et al®® avaient établi dans leur série de cancers associés aux MICI un taux de perte de
P53 de 63%, faisant de P53 le premier géne altéré par ordre de fréquence dans leur étude. Par
ailleurs Saraggi et al®” décrivent P53 comme étant le géne le plus précocement altéré dans le
processus de cancérogénese colorectale chez les patients atteints de MICI, cela s’accorde avec
nos résultats qui retrouvent un taux d’altération de P53 élevé dés la lésion précessive : 72%
des lésions précessives de notre série avaient une expression de P53 anormale.

Dix pourcent des carcinomes de notre cohorte comportaient une instabilité microsatellitaire,
ce qui est légerement plus faible que ce qui est décrit dans les carcinomes sporadiques
(15%°%). La plupart des auteurs rapportent un taux d’instabilité microsatellitaire équivalent
entre cancers sporadiques et cancers développés sur MICI®®, néanmoins certaines études font
part de taux d’instabilités microsatellitaires inférieurs dans les CCR des patients atteints de
MICI par rapport aux cancers sporadiques®®. Le taux de cancers MSI-H serait équivalent a
celui des cancers MSI-L dans les cancers associés aux MICI selon certaines études'®’, ce que
nous n’avons pas retrouvé dans notre série (tous les cancers présentant une instabilité
microsatellitaire étaient MSI-H).

Les mutations du proto-oncogéne KRAS présentes dans les cancers de notre série (30%)

étaient moins fréquentes que celles observées dans les CCR sporadiques (35 & 50%°°%), cette
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différence est en accord avec de précédents travaux comme celui de Du Lijun'®. Les
mutations de NRAS de notre série (0%) étaient également de fréquence inférieure a celles
observeées dans les carcinomes sporadiques (10%).

Les mutations de BRAF observées dans les adénocarcinomes de notre cohorte étaient
particuliéres, elles concernaient toutes le codon 594, aucune mutation V600E n’a été
retrouvée.

La perte d’expression de MGMT était observée dans 10.3% des carcinomes de notre série, ce
qui est nettement inférieur a ce qui est constaté dans les carcinomes sporadiques (40%°%'). La
plupart des études comparatives ont également retrouvé une plus faible fréquence de perte de
MGMT dans les cancers des patients atteints de MICI comparativement aux patients sans
MICI : 16.7% contre 40% respectivement pour Matsumura et al**’, 0% contre 30 a 33%
respectivement pour Mikami et al'*3,

Le taux de mutation de PIK3CA des cancers de notre série (8%) était inférieur a celui
rapporté dans les cancers sporadiques (10 & 20%%), néanmoins seul un des deux exons a été
testé (exon 9) dans notre étude, bien que celui-ci est le site de la majorité des mutations du

gene, les éventuelles mutations de 1’exon 20 n’auraient pu étre détectées.

Soixante-deux pourcent des carcinomes de la série comportaient une lésion précessive a leur
contact, 31% des carcinomes avaient a leur voisinage une lésion précessive classee, une méme
proportion (31%) de carcinomes présentait une lésion précessive inhabituelle. Ces lésions
précessives inhabituelles présentaient des anomalies moléculaires comme dans les lésions
classées, ce qui supporte leur nature précancéreuse. De plus, la répartition des mutations
observées dans ces lésions précessives inhabituelles variait en fonction de leur aspect
morphologique : les anomalies moléculaires constatées dans la Iésion festonnée inclassable
appartenaient toutes a la voie CIMP (perte d’expression de P16), sans qu’aucune mutation
appartenant a une autre voie de cancérogénése n’ait été retrouvée dans cette lésion ; tandis que
les anomalies moléculaires détectées dans la lésion d hyperplasie villeuse hypersécrétante et
dans la lésion papillaire avec dysplasie inclassable appartenaient aux voies CIMP
(méthylation de CDX2, perte de P16) et CIN (perte de P53, mutation de KRAS). Cette
constatation conforte 1’hypothése selon laquelle les CCR associés aux MICI peuvent

emprunter plusieurs voies de cancérogénése différentes.

Les résultats de notre étude suggerent que d’autres Iésions que la dysplasie décrite et classée
par Riddell'?® sont précancéreuses et devraient alerter le clinicien du risque de cancer a court

terme. Les polypes festonnés ont été récemment reconnus comme étant prénéoplasiques dans
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la cancérogénése colorectale associée aux maladies inflammatoires chroniques de I’intestin'>®

mais restent encore souvent considérées comme inhabituels dans la littérature. A partir de
cette constatation, Harpaz et al*® ont tenté d’introduire une nouvelle classification des lésions
prénéoplasiques intra-épithéliales ne répondant pas aux criteres morphologiques de la
dysplasie conventionnelle chez les patients atteints de MICI. Ces lésions sont réparties en 7
types : dysplasie avec différenciation terminale (Type 1), dysplasie de type polype/adénome
festonné sessile (Type 2), dysplasie de type adénome festonné traditionnel (Type 3), dysplasie
de type adénome conventionnel (Type 4), dysplasie hypermucineuse (Type 5), dysplasie avec
déplétion en cellules caliciformes (Type 6) et dysplasie festonnée sans autre spécificité (Type
7). Nous avons observé également certains de ces aspects au contact des cancers de notre
série, notamment le type 5 que nous avons appelé « hyperplasie villeuse hypersécrétante » et
le type 7 que nous avons appelé «lésion festonnée inclassable ». L hyperplasie villeuse
hypersécrétante était la plus fréquemment observée au contact des CCR de notre cohorte. Elle
a également était décrite par Andersen et al sous le nom de «muqueuse villeuse
hypermucineuse » chez des patients atteint de RCH®°. Dans cette étude, les auteurs
rapportaient des mutations de KRAS dans 61% des hyperplasies villeuses hypermucineuses,
suggeérant a partir de cette observation le réle direct de cette Iésion dans la carcinogenése
colique associée aux MICI. Nous avons également détecté des mutations de KRAS dans 1’une
des 1ésions d’hyperplasie villeuse hypersécrétante de la série, soit dans 17% d’entre elles.
Bien qu’en relief macroscopiquement au-dessus de la muqueuse donc visibles en endoscopie,
ces lésions prénéoplasiques inclassées - présentes au contact de 31% des CCR et a distance de
17% de CCR de notre série - ne répondaient pas aux criteres des DALM car indemnes de
dysplasie conventionnelle décrite par Riddell et coll. Elles pouvaient étre alors désignées
comme des pseudo-polypes inflammatoires et ne constituaient pas une indication au
traitement prophylactique du cancer.

Nos observations supportent 1’adoption d’une nouvelle nomenclature des 1ésions saillantes
observées endoscopiquement chez les patients atteints de MICI et en particulier 1’élimination
de la dénomination « DALM » qui initialement a été introduit pour définir des lésions
dysplasiques visibles en endoscopie. Toutefois, cette dénomination a été rendue confuse par
I’identification d’authentiques adénomes sporadiques survenant dans le contexte des maladies
inflammatoires chroniques de I’intestin et les progrés techniques considérables de
I’endoscopie, démontrant que la plupart des dysplasies associ¢es aux maladies inflammatoires
chroniques de I’intestin sont en fait visibles. Le consensus international nord-américain
SCENIC (« Surveillance for Colorectal Endoscopic Neoplasia Detection and Management in

Inflammatory Bowel Disease Patients International Consensus») de 2015'! recommande
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désormais d’employer une dichotomie simplifiée des Iésions rencontrées en endoscopie en
abandonnant les termes « DALM » et « adenoma-like lesion » et en utilisant les termes de
Iésions « visibles » réparties en polypoides et non polypoides en calquant la classification de
Paris et lésions « invisibles » désignant la dysplasie détectée par des biopsies a I’aveugle dans
les protocoles systématiques. Cette classification permet de mieux déterminer les lésions
résécables en endoscopie et les Iésions nécessitant une colectomie prophylactique.

Cette nomenclature recommandée par le consensus SCENIC est plus adaptée pour intégrer les
nouveaux types morphologiques de leésions prénéoplasiques dans les maladies inflammatoires
chroniques de I’intestin que nous décrivons ici. Par le passé, la classification endoscopique de
Paris des lésions précancéreuses a déja montré son utilité pour intégrer les lésions festonnées
parmi les lésions d’intérét dans le dépistage des cancers sporadiques dans la population

générale.

En conclusion, ce travail montre que le spectre des Iésions prénéoplasiques dans les maladies
inflammatoires chroniques de D’intestin est plus vaste que ce celui de la dysplasie en
muqueuse plane et en muqueuse surélevée « DALM » actuellement considérée. L’existence
de ce spectre est supportée par la détection d’anomalies moléculaires dans la plupart de ces
lésions nouvellement décrites. L’apprentissage de leur reconnaissance endoscopique
déterminera leur intégration parmi les lésions prénéoplasiques d’intérét clinique dans la prise

en charge des patients atteints de maladie inflammatoire chronique de 1’intestin.
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NOM : RAIS PRENOM : Salim

Titre de These : DECRYPTAGE HISTO-MOLECULAIRE DE VOIES ALTERNES
DE CARCINOGENESE DES MICI ECHAPPANT AU DEPISTAGE
SYSTEMATIQUE.

RESUME

Des cancers colorectaux « d’intervalle » sont diagnostiqués chez les patients atteints de
maladie inflammatoire chronique de Tlintestin. L’hypothése était que des Iésions
précancéreuses inhabituelles soient associées a ces cancers. Nous avons étudié 29 cancers
dont 8 (27%) découverts fortuitement sur piéce opératoire, des lésions festonnées ou de
dysplasie adénomateuse étaient contigués au cancer dans 31% des cas , des lésions ayant
un aspect d’hyperplasie villeuse hypersécrétante ou festonné/papillaire particulier dans 31%
des cas. Des anomalies moléculaires associées au cancer étaient détectées dans ces
Iésions inhabituelles, supportant leur nature pré-néoplasique. Ces lésions n’avaient pas les
caractéristigues des DALM et auraient été négligées dans les stratégies actuelles de prise
en charge. Leur connaissance par les endoscopistes et les pathologistes devrait optimiser
I'efficacité du dépistage.
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