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INTRODUCTION

But de l'étude

Le cancer colorectal est le 3° cancer le plus fréquent chez I'homme et le 2° cancer le plus fréquent

chez la femme. Il représente la 4° cause de déces par cancer dans le monde, totalisant 1,4 millions
de cas par an et 694 000 décés *. En France, ce cancer touche 42 150 personnes chaque année et

on dénombre environ 18 000 décés 2.

Le diagnostic des cancers colorectaux repose sur l'analyse anatomopathologique. Ces tumeurs
semblent, de premier abord, relativement homogenes sur le plan histologique, constituées a plus
de 90% d'adénocarcinomes. Ces adénocarcinomes sont représentés a 85 % par des

adénocarcinomes sans autre indication (SAl) 3.

L'adénocarcinome mucineux est un sous-type histologique relativement fréquent, représentant 10
a 15 % des adénocarcinomes colorectaux et défini selon la classification de I'OMS 2010 par la
présence de plus de 50 % de mucus extracellulaire *. Ce sous-type histologique particulier a été
depuis longtemps considéré comme une entité intéressante en raison de ses caractéristiques
clinico-pathologiques distinctes des autres cancers colorectaux. En effet il a été montré des les
années 1920 qu'il est plus fréquemment situé au niveau du colon proximal et est de plus mauvais
pronostic *. De plus il présente un profil métastatique particulier et une moins bonne réponse aux
chimiothérapies palliatives °”’. Des études plus récentes ont montré que les adénocarcinomes
mucineux présentaient également des caractéristiques moléculaires distinctes, avec plus
fréqguemment un phénotype instable pour les microsatellites (MSl), un profil de méthylation des
flots CpG (CIMP) et une mutation du géne BRAF, amenant certains auteurs a suggérer une voie de
cancérogenése distincte pour ce type de tumeurs 8. Ces études soulignant les particularités des

adénocarcinomes mucineux ont néanmoins conduit a une vision stéréotypée de ces tumeurs.

Ainsi, nous avons voulu étudier I'hétérogénéité des adénocarcinomes mucineux du colon en

analysant leur profil clinique, histologique , moléculaire et évolutif.



Historique de I'adénocarcinome mucineux et des voies de
cancérogenese colorectale

1. Descriptions de I'adénocarcinome mucineux et de ses
particularités

La premiere description d'une hétérogénéité histologique au sein des adénocarcinomes coliques a
été celle de l'adénocarcinome mucineux par Parham en 1923 “. Parham définit un sous-type
d'adénocarcinome riche en mucus, représentant environ 16 % des adénocarcinomes colorectaux,
qui semble étre corrélé a un profil clinique particulier. En effet, les adénocarcinomes mucineux
sont localisés plus fréquemment au niveau du colon droit (caecum, colon ascendant et colon
transverse) et la mortalité est plus élevée. Néanmoins, cette tumeur semble d'évolution plus lente
et les métastases surviennent plus tardivement. Parham affirme que le mucus est produit par les
cellules tumorales et non par les cellules du stroma. En effet, on peut observer des vacuoles de
mucus intra-cytoplasmique s'ouvrir au poéle apical des cellules tumorales a proximité des flaques
de mucus extracellulaire. De plus, il n'est jamais observé de mucus extracellulaire dans une
métastase si I'adénocarcinome primitif n'est pas mucineux. Les cellules adénocarcinomateuses
sécretent du mucus de maniére incontrolée, et ce mucus est un signe de différenciation
fonctionnelle de ces cellules. Dans certains cas, les cellules carcinomateuses peuvent prendre un
aspect particulier de « bague a chaton », caractérisées par une volumineuse vacuole intra-
cellulaire et un noyau refoulé en périphérie. Parham rappelle que 'adénocarcinome mucineux

peut se voir dans tout organe possédant des cellules épithéliales capables de produire du mucus.

En 1976, Symonds étudie une série de 893 adénocarcinomes colorectaux parmi lesquels il observe

°. D'un point de vue histologique, il constate que les

132 (15 %) adénocarcinomes mucineux
cellules s'organisent souvent en lambeaux, bordant des cavités irrégulieres emplies de mucus
(figure 1). Généralement il n'existe pas d'infiltrat inflammatoire autour des flagues de mucus alors
gu'un infiltrat lympho-plasmocytaire est souvent observé autour des structures acineuses non
mucosécrétantes. Les flagues de mucus sont marquées par les colorations spéciales du bleu de
toluidine, du PAS (Periodic Acid Schiff) et du bleu alcian. Symonds observe que les

adénocarcinomes mucineux sont associés a des lésions précessives : des adénomes villeux sont

retrouvés dans 31 % des cas, et dans 26 % des cas on observe en bordure du carcinome une



muqueuse hyperplasique avec des cryptes allongés prenant un aspect indenté, ainsi qu'une
augmentation du nombre de cellules caliciformes. Cette derniére description correspond a la
dénomination actuelle de polype festonné. Il décrit également des cas d'adénocarcinomes
mucineux associés a une maladie inflammatoire chronique de l'intestin et secondaires a la
radiothérapie. Il confirme le mauvais pronostic associé aux adénocarcinomes mucineux par
rapport aux adénocarcinomes non mucineux, avec une survie a 5 ans respectivement de 34 %
versus 53 %. Ses hypothéses sur les causes de |'agressivité des adénocarcinomes mucineux sont (i)
la diffusion plus aisée des cellules tumorales par le biais du mucus et (ii) I'interférence du mucus
sur la reconnaissance des cellules tumorales par le systeme immunitaire, suggérée par l'absence

de réaction inflammatoire autour de ces tumeurs.

Umpleby propose une définition plus précise de I'adénocarcinome mucineux dans un article publié
en 1985. Les tumeurs sont considérées comme mucineuses si elles comportent plus de 60 % de
mucus, rapporté au volume tumoral. Il confirme une fois de plus le profil clinique particulier de ces

1 Sadahiro montre que les

tumeurs, de localisation proximale et de moins bon pronostic
adénocarcinomes présentant plus de 10 % de mucus extracellulaire sont de moins bon pronostic et
propose ce seuil pour définir les adénocarcinomes mucineux '*. En 1988, Okuno étudie une série
de 540 adénocarcinomes colorectaux et note que les adénocarcinomes mucineux présentent plus
fréquemment une infiltration des tissus avoisinants, des métastases ganglionnaires, des implants
péritonéaux et une moins bonne survie a 5 ans et a 10 ans. Ainsi, il suggére de prendre en charge

ce type d'adénocarcinome de maniere plus agressive, notamment sur le curage ganglionnaire et la

résection des tissus environnants 2.

D'autres études confirmeront la nécessité de distinguer ce type histologique d'adénocarcinome de

13,14

plus mauvais pronostic et en 1995, Lanza émet I'hypothése que les adénocarcinomes mucineux

pourraient présenter un profil génétique différent *°.



Figure 1: Aspect histologique d'un adénocarcinome colique infiltrant sans autre indication (A) et d'un
adénocarcinome colique mucineux (B). Source: librepathology.org ™.

2. Découverte des principales voies de cancérogeneése
colorectale

De grands progres ont été faits dans les années 1980 sur la compréhension de la cancérogenese et
son lien avec la génétique. En 1986, Nowel formule l'idée que le cancer résulte d'une série
d'altérations génétiques, entrainant des anomalies progressives des mécanismes contrélant la
croissance cellulaire . Vogelstein voit dans la cancérogenése colorectale un modéle parfaitement
adapté pour confirmer cette hypothese. En effet, il est déja établi que la plupart des
adénocarcinomes colorectaux naissent d'adénomes, comme I'a suggéré Dukes en s'appuyant sur le

Y7 Ainsi, il est possible d'analyser les

modele clinique de la polypose adénomateuse familiale
altérations génétiques de ces tumeurs a différents stades de développement. En 1988, Vogelstein
montre que les mutations des génes KRAS et NRAS sont fréquentes dans les adénomes, de méme
que les délétions alléliques des chromosomes 5, 17 ou 18 *. La fréquence de ces anomalies
génétiques suit le degré d'évolution des adénomes. Vogelstein établit dans cette étude la premieére
théorie de la cancérogenéese colorectale : une accumulation d’altérations génétiques, impliquant
I'activation d’oncogénes (KRAS, NRAS) et la perte de fonction de génes suppresseurs de tumeur
(APC, TP53), conduit a la progression histologique de I'épithélium colique normal a 'adénome puis
au cancer (figure 2). Cette voie de cancérogenése est actuellement dénommée voie de l'instabilité

chromosomique (CIN pour Chromosomal Instability), également appelée voie LOH (loss of

heterozygosity), en rapport avec des anomalies récurrentes visibles au caryotype.



Mutation somatigue d'ARC Mutation de KRAS Perte de 18q Perte de 17p
ou Perte de la région 5q {chromosome 12) {géne DCC) (p&ne TP53)

Hypométhylation
de I'ADN Autres altérations

Epithélium =5 Epithéliu_m |_-;,. Adr—!:nome e ® _Adénj}rf]e_ > Adénome | ! Carcinome = Métastase
normal hyperplasique précoce | intermeédiaire tardif J c:

Figure 2: Schéma de la séquence adénome-carcinome selon le modéle de Fearon et Vogelstein en 1990 .

Une deuxieme voie de cancérogenese colorectale est découverte en 1993 par Thibodeau et par
Aaltonen. En effet, bien que la majorité des cancers colorectaux présentent un profil d'instabilité
chromosomique, ce n'est pas une caractéristique commune a toutes les tumeurs. Certaines études
indiquent méme que la perte d'hétérozygotie est corrélée avec la localisation de la tumeur, au
niveau du colon gauche, suggérant l'existence d'un autre mécanisme génétique encore inconnu
1920 | e travail de Thibodeau porte sur la fréquence des altérations des microsatellites dans les
cancers colorectaux. Les microsatellites sont des séquences d'ADN répétées d'un ou plusieurs
nucléotides. Thibodeau observe une différence significative entre les microsatellites de I'ADN des
tumeurs et de I'ADN normal des patients dans 14% des cas ** (figure 3). Dans 80 % des cas
instables pour les microsatellites (MSI), on ne retrouve pas d'instabilité chromosomique. De plus,
ces tumeurs MSI présentent des caractéristiques cliniques distinctes : elles sont localisées dans
87 % des cas au niveau du colon droit. Thibodeau constate que dans ces tumeurs, des anomalies
sont retrouvées dans de nombreux microsatellites sans rapport entre eux, ce qui suggéere un
mécanisme sous-jacent commun conduisant a des altérations sur de multiples microsatellites. La
cancérogenese colorectale semble donc pouvoir emprunter deux voies différentes : (i) des
mutations dans différents genes suppresseurs de tumeurs entrainant l'instabilité chromosomique,
(ii) des mutations dans un groupe de geénes inconnus entrainant l'instabilité microsatellitaire.
Aaltonen publie dans le méme numéro du journal Science, un article sur I'analyse génétique de
familles atteintes d'un syndrome décrit par Lynch quelques années plus tot, le syndrome HNPCC
(Hereditary non polyposis colorectal cancer syndrome) ou syndrome de Lynch ?2. Aaltonen décrit
dans ces cancers des erreurs de réplication de I'ADN (RER — replication errors), correspondant a
I'instabilité microsatellitaire décrite par Thibodeau. Le mois suivant ces deux publications, un
article de lonov parait dans la revue Nature, sur cette méme voie d'instabilité microsatellitaire qu'il

attribue a une mutation dans un gene inconnu codant pour le maintien de la fidélité de la



réplication de I'ADN 2. Quelques mois plus tard, cette méme année 1993, Fishel et Leach

identifient en méme temps le géne hMSH2 situé sur le chromosome 2 ***

, puis Bronner trouve un
autre géne impliqué dans l'instabilité microsatellitaire, le géne hMLH1 sur le chromosome 3 *°.
Nicolaides identifie le géne hPMS2 dont la mutation peut étre observée dans le syndrome de Lynch
. Enfin, Marsischky identifie le géne HMSH6 *. Ces quatre génes (hMLH1, hMSH2, hMSH6 et
hPMS2) codent pour les principales protéines du systéme de réparation des mésappariements de
I'ADN, le systeme MMR (Mismatch Repair). Cependant, la présence d'une mutation dans ces
guatre genes ne permet pas d'expliquer tous les cas d'instabilité microsatellitaire, suggérant un

mécanisme pathogénique différent entre les tumeurs MSI héréditaires (syndrome de Lynch) et les

cancers sporadiques.
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Figure 3: Premiére description de l'instabilité microsatellite dans le cancer
colorectal par Thibodeau en 1993 ?*'. L'électrophorése de séquences
microsatellites amplifiées par PCR des échantillons N (normaux) ne montre
pas d'instabilité tandis que les échantillons T (tumoraux) sont instables
(nombreuses bandes).



3. Découverte du role des anomalies épigénétiques dans les
cancers colorectaux

L'épigénétique est définie par des changements héréditaires dans la fonction des genes, ayant lieu
sans altération de la séquence ADN. Les mécanismes épigénétiques comprennent la méthylation
de I'ADN, les modifications des histones et les ARN non codants. La premiére description
d'anomalies épigénétiques dans les cellules cancéreuses remonte a l'article de Feinberg et
Vogelstein publié dans Nature en 1983 ». Dans cet article, les auteurs mettent en évidence une
hypométhylation globale de I'ADN dans les tumeurs. Cette hypométhylation globale de I'ADN des
cellules cancéreuses a été associée a une perte de stabilité génomique. En 1989, Greger montre
que I'hyperméthylation du promoteur du gene suppresseur de tumeur RB, au niveau d'ilots riches
en nucléotides CG (ilots CpG), induit la répression de ce géne dans les cellules de rétinoblastome *°
(figure 4). Cette observation démontre pour la premiéere fois qu'un géne suppresseur de tumeur
peut étre inactivé par un mécanisme épigénétique. En 1997, Kane apporte la réponse au
mécanisme pathogénique des tumeurs MSI sporadiques, en démontrant que I'hyperméthylation

de hMLH1 peut étre responsable de la perte d'expression de la protéine MLH1 3.

Une nouvelle voie de cancérogenése colorectale s'appuyant sur I'hyperméthylation de nombreux
génes suppresseurs de tumeurs est proposée en 1999 par Toyota et coll. *. Cette voie, appelée
CIMP (CpG island Methylator Phenotype), serait empruntée par environ 35 % des carcinomes

colorectaux *.
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Figure 4: Représentation schématique de la répression génique induite par la méthylation des
cytosines au niveau des flots CpG de promoteurs de génes. L'hyperméthylation de nombreux
genes suppresseurs de tumeurs définit le phénotype CIMP (CpG island methylator phenotype).



4. FEtude génétique des adénocarcinomes mucineux

En 1994, Kim étudie les caractéristiques clinico-pathologiques des adénocarcinomes présentant
une instabilité microsatellitaire. Il observe que 35 % des adénocarcinomes MSI sont de type
mucineux alors que ce sous type histologique n'est observé que dans 7 % des tumeurs non MSI .
Cette forte prévalence des adénocarcinomes mucineux au sein des tumeurs MSI est confirmée par
la série de Bocker en 1996 **. Ces constatations sont en accord avec I'hypothése de Lanza sur le
profil génétique distinct des adénocarcinomes mucineux . Messerini et coll. veulent vérifier ces
observations en étudiant le statut d'instabilité microsatellitaire d'une série de 44 adénocarcinomes

*. L'instabilité microsatellitaire est nommée MSI ou MSI-High (MSI-H)

mucineux sporadiques
lorsque plus de 40 % des marqueurs nucléotidiques sont instables pour les microsatellites, tandis
qu'elle est nommée MSI-low (MSI-L) lorsqu'il existe une instabilité microsatellitaire observable sur
moins de 40 % de ces marqueurs *’. Dans son étude, Messerini observe un phénotype MSI-H dans
27% des adénocarcinomes mucineux contre 5 % dans le groupe contrdle d'adénocarcinomes non
mucineux. Les adénocarcinomes mucineux MSI sont retrouvés chez des patients plus jeunes et ces
tumeurs sont plus souvent de croissance exophytique. Messerini constate que les
adénocarcinomes mucineux MSI-H présentent en histologie un aspect d'infiltration de type
expansif tandis que les MSI-L et MSS ont un aspect infiltratif. || ne retrouve pas de différence
significative concernant l'infiltrat lymphoide de type Crohn qui avait été fréquemment décrit au
contact des adénocarcinomes colorectaux sporadiques MSI et dans les syndromes de Lynch 33, ||
conclut que le phénotype MSI-H pourrait influencer directement la production de mucus dans les

cancers colorectaux sporadiques et héréditaires, en altérant les génes impliqués dans la synthese

de mucine ou sa dégradation.

En 1999, Zhang confirme I'aspect histologique plus fréquent d'infiltration expansive des
adénocarcinomes mucineux. Il observe que les adénocarcinomes mucineux présentent plus
fréquemment des mutations de KRAS que les adénocarcinomes non mucineux (50 % vs 25%,
p=0,02) et moins d'expression de p53 (72 % vs 49%, p=0,02) ¥, soulignant une fois de plus les

caractéristiques génétiques différentes des adénocarcinomes mucineux.

En 2005 et 2006, Song et Tanaka confirment le profil moléculaire distinct des adénocarcinomes
mucineux. Dans |'étude de Song, les adénocarcinomes mucineux sont plus fréqguemment MSI,

BRAF mutés et de phénotype CIMP, et présentent moins fréquemment des altérations d'APC et de
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KRAS par rapport aux adénocarcinomes non mucineux °. Tanaka étudie également le profil



génétique d'une série de 26 adénocarcinomes mucineux colorectaux qu'il compare a 57

Il confirme que les adénocarcinomes mucineux sont plus

adénocarcinomes non mucineux
fréquemment MSI (27 % vs 12%, p=0,09), BRAF mutés (46 % vs 16 % p<0,01) et de phénotype
CIMP (38 % vs 18 %, p<0,05), et n'observe pas de différence significative pour la mutation de KRAS.
De plus il observe une association forte entre le statut MSI et CIMP d'une part, et entre MSl et la

mutation de BRAF d'autre part (p<0,001).

Une étude récente analysant 756 683 cancers colorectaux issus de bases de données américaines
et suédoises retrouvait 9,3 % de sous-type mucineux. Ceux-ci étaient observés plus fréquemment
chez des femmes et des patients jeunes, souvent localisés au niveau du colon droit, et souvent de
stade avancé. Une analyse multivariée mettait en évidence un plus mauvais pronostic par rapport
aux adénocarcinomes non mucineux. D'un point de vue anatomopathologique, les
adénocarcinomes mucineux présentaient significativement moins de nécrose et d'infiltrat
lymphoide. Dans cette étude, une analyse du statut mutationnel de KRAS de 24 adénocarcinomes
mucineux comparés a 125 adénocarcinomes non mucineux, retrouvait un statut KRAS muté
significativement plus fréquent dans les adénocarcinomes mucineux (44 % vs 24 %, p=0,041) *".

Cette fréquence élevée des mutations de KRAS a été confirmée par une méta-analyse *.

Malgré ces caractéristiques particuliéres, il persiste actuellement un débat sur la nécessité de
distinguer les adénocarcinomes mucineux. Certains auteurs soutiennent que ce sous-type
d'adénocarcinome ne devrait pas étre classé comme un type histologique différent des
adénocarcinomes colorectaux classiques *. D'autres, comme Hugen, pensent au contraire que le
caractere mucineux d'un adénocarcinome colorectal est une caractéristique importante a prendre
en compte pour la prise en charge personnalisée des patients. Il souligne par exemple la mauvaise
réponse de ces tumeurs aux chimiothérapies dans les stades avancés, possiblement due a la
vascularisation peu développée et a la barriere de mucus empéchant I'accés des molécules et de la

réponse immunitaire antitumorale aux cellules cancéreuses **.
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5. Origine de la sécrétion de mucus dans les adénocarcinomes
mucineux colorectaux
La définition des adénocarcinomes mucineux se base sur une caractéristique évidente en
histologie : I'abondance du mucus produit par les cellules tumorales. Cette caractéristique résulte
probablement d'anomalies génétiques ou épigénétiques conduisant a une dérégulation de la
production de mucus par les cellules caliciformes. Etonnamment, si les caractéristiques
moléculaires particuliéres des adénocarcinomes mucineux sont fréquemment soulignées, leur lien
avec la production de mucus est assez peu discuté dans la littérature, reflétant le manque de

compréhension actuel de ce phénomene.

Les mucines sont des protéines de haut poids moléculaire caractérisées par la présence d’'un
nombre variable de répétitions d’acides aminés en tandem, riches en sérine et en thréonine, et
hautement glycosylées, créant la spécificité de chaque type de mucine. Les deux principaux génes
impliqués dans la synthése du mucus du tube digestif sont les genes MUC2 et MUC5AC, tous deux
localisés dans la région chromosomique 11p15.5. Le gene MUC2 code pour la mucine de type
intestinal, qui est présente a I’état normal dans les cellules caliciformes de l'intestin gréle et du
colon *. Le géne MUC5AC code pour une mucine de type gastrique, présente dans I'épithélium
fovéolaire de l'estomac *°. La sécrétion de mucus intra-luminal constitue la principale ligne de

défense de la muqueuse digestive V.

La présence de cellules caliciformes sécrétant le MUC2 au sein des cryptes coliques est déterminée
par le facteur de transcription ATOH1. Ce facteur de transcription ATOH1 est directement inhibé
par la voie de signalisation Notch et indirectement par la voie Wnt *. La plupart des
adénocarcinomes colorectaux présentent une importante diminution d'expression de MUC2 et du

nombre de cellules caliciformes, secondaire a I'activation de ces voies de signalisation *.

Contrairement a la majorité des adénocarcinomes colorectaux, il a été montré que I'ARNm de
MUC2 est maintenu a un niveau élevé dans les adénocarcinomes mucineux *°°. La protéine MUC2
est également significativement surexprimée dans ce sous-type histologique °! (figure 5). Cette
surexpression de MUC2 résulte d'une hypométhylation du géne MUC2 *2. Le mécanisme
responsable du maintien de I'expression de MUC2 dans les adénocarcinomes mucineux n'est pas
bien compris, mais la répression de la voie Notch pourrait jouer un réle dans la genese du

phénotype mucineux “®. De plus, une étude portant sur des lignées cellulaires de carcinome muco-
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épidermoide a montré que MUC2 est régulé au niveau transcriptionnel et protéique par la voie
RAS/RAF/MAP Kinase *3. En outre, la production de MUC2 peut étre inhibée in vitro par un
inhibiteur de MEK **. Ainsi, les mutations activatrices de KRAS et de BRAF, responsables d'une
activation constitutive de la voie RAS/RAF/MAP Kinase, jouent également probablement un role

dans le maintien de la sécrétion de mucus par les cellules tumorales.

Contrairement a I'hypothése soulevée par Messerini et coll. %%, il n'a pas été rapporté de lien

moléculaire entre I'instabilité microsatellitaire ou le phénotype CIMP et I'expression de MUC2 *.

Figure 5: Expression immunohistochimique de MUC2 dans le cytoplasme des cellules caliciformes de
I'épithélium colique normal (A);, perte d'expression immunohistochimique de MUC2 dans un
adénocarcinome colique de type non spécifique (B); expression intense de MUC2 dans un adénocarcinome
mucineux. D'aprés Walsh et coll. >

Le phénotype mucineux peut également étre expliqué par I'expression aberrante de MUC5AC, qui
a été observée dans 35% des carcinomes colorectaux sans composante mucineuse et dans 94 %
des adénocarcinomes mucineux, dans une série de 722 adénocarcinomes colorectaux . Le
mécanisme de cette néo-expression n'est pas bien connu. Certains auteurs pensent qu'il s'agit d'un
mécanisme épigénétique (hypométhylation du géne MUC5AC) ** et d'autres ont avancé
I'hypothése d'une mutation dans géne SOX2 >/, bien que la corrélation entre I'expression de SOX2

et de MUC5AC soit controversée *.
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Voies de cancérogeneése colorectale

1. Généralités

Le développement des cancers colorectaux est la conséquence d’'une accumulation progressive et
complexe d’altérations génétiques et épigénétiques. L'acquisition d'une instabilité génomique est
un événement crucial dans le développement d'une tumeur. Le taux de mutation de base dans les
cellules est insuffisant pour étre responsable des mutations multiples qui sont nécessaires au
développement d'un cancer. Les cellules cancéreuses doivent donc acquérir une forme d'instabilité

génomique intrinséque : un phénotype mutateur, qui augmente le taux de nouvelles mutations *°.

Il existe au moins trois voies distinctes d'instabilité génomique intervenant dans la cancérogenése
colorectale. La voie de l'instabilité chromosomique (CIN ou LOH) a été décrite en premier, initiée
par la mutation du gene APC entrainant des pertes alléliques, des amplifications et des
translocations géniques ®. Cette voie classique de la carcinogenése colorectale est empruntée par

environ 60 % des carcinomes colorectaux °.

Une deuxiéeme voie appelée voie de l'instabilité
microsatellite (MSI), a été décrite dans les années 1990 *. Cette voie est liée a I'inactivation de
génes appartenant au systéeme de réparation des mésappariements de I'ADN, entrainant
I'inactivation de génes suppresseurs de tumeur. Plus récemment, les progrés de biologie
moléculaire ont permis d'identifier une troisieme voie de cancérogenese. Celle-ci n'implique pas
de changement de séquences d'ADN, mais une hyperméthylation au niveau du promoteur de

certains génes, dans des régions répétitives appelées flots CpG. C'est la voie de méthylation des

Tlots CpG (CIMP) *2. La définition de ces trois voies n'est pas mutuellement exclusive .

D'un point de vue anatomopathologique, la séquence de I'adénome avec dysplasie
conventionnelle menant a I'adénocarcinome est classiquement rattachée a la voie de l'instabilité
chromosomique. Les lésions festonnées colorectales sont, quant a elles, rattachées aux voies de

I'instabilité microsatellite et de la méthylation des flots CpG (CIMP).

La connaissance de ces différentes voies de cancérogenese a eu un impact majeur sur la pratique
clinique puisqu'elle a incité a considérer ces différents types de polypes colorectaux comme des
Iésions précancéreuses, et a effectuer une exérese préventive afin d'empécher leur transformation

carcinomateuse.
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2. Voie de cancérogenese colorectale de I'adénome en
dysplasie conventionnelle: l'instabilité chromosomique
L'adénome conventionnel a longtemps été considéré comme le seul précurseur du cancer
colorectal, empruntant la séquence adénome-carcinome. Cette voie de cancérogenése en
plusieurs étapes moléculaires a été proposée pour la premiere fois par Fearon et Vogelstein en
1990 ®° et correspond a la voie de l'instabilité chromosomique, empruntée par environ 60 % des

38 Le nom d'instabilité chromosomique se réféere a la présence dans les

cancers colorectaux
cellules tumorales de variations du nombre de chromosomes et a des changements structurels
observables au caryotype, avec pour conséquence une perte d'hétérozygotie des génes. Cette
instabilité chromosomique résulte de différents mécanismes: mutations ponctuelles, altération du
nombre de chromosomes, réarrangements chromosomiques, amplification génique, défaut de
ségrégation des chromosomes, anomalies du nombre de centrosomes, dysfonctions des
téloméres, dommages de I'ADN et perte d'hétérozygotie ®. Il n'existe pas, a I'heure actuelle, de
consensus sur la définition précise de l'instabilité chromosomique. En effet, différentes approches
peuvent étre utilisées comme la cytométrie de flux, le caryotypage, l'analyse de perte

d'hétérozygotie, I'hybridation in situ (FISH), et le CGH array. En raison de |'utilisation de différentes

méthodes et criteres, il n'est pas toujours évident de désigner une tumeur comme CIN+ ou CIN-.

La durée du développement tumoral de I'adénome au carcinome par la voie d'instabilité

chromosomique a été évaluée a environ 10 3 15 ans ®.

2.1. Initiation du développement de I'adénome

2.1.1 Caractéristiques histologiques

Le premier précurseur de néoplasie épithéliale observable morphologiqguement est le foyer de
crypte aberrante dysplasique . Le terme de dysplasie correspond a la traduction morphologique
du premier stade du processus néoplasique, se traduisant par des anomalies de la différenciation
des cellules épithéliales. Le foyer de crypte aberrante dysplasique, repérable en endoscopie apres
coloration au bleu de méthyléne, est caractérisée par des cryptes élargies avec un épithélium

épaissi bordé de cellules dont la mucosécrétion est réduite * (figure 6).

14



L'adénome en dysplasie conventionnelle
L'adénome se présente sous forme d'une Iésion qui peut étre en relief (polype pédiculé ou sessile),
plat ou déprimé. Histologiquement, il peut présenter une architecture tubuleuse, villeuse ou
tubulo-villeuse. L'adénome conventionnel est défini par la présence d'une dysplasie dite

« conventionnelle », par opposition a la dysplasie festonnée de description plus récente.

La dysplasie conventionnelle est définie par de nombreux criteres morphologiques, comprenant
des anomalies architecturales et cellulaires . Les signes de désorganisation architecturale peuvent
étre une augmentation du nombre de glandes dont la taille devient variable et les contours
irréguliers, une disposition anarchique des glandes les unes par rapport aux autres, une forme
souvent complexe, avec un aspect de branchement ou de fusion glandulaire. Les cellules
dysplasiques ressemblent aux cellules du fond des cryptes : elles sont cylindriques hautes avec un
noyau volumineux, allongé, hyperchromatique, un cytoplasme plus basophile et une perte de la
mucosécrétion. Les noyaux sont de taille inégale et perdent leur situation normale, a la partie
basale de la cellule, entrainant un aspect de pseudo-stratification. On observe des mitoses
traduisant I'augmentation de la prolifération cellulaire. Celles-ci peuvent étre retrouvées dans tout

I'épithélium anormal, y compris a la partie superficielle des glandes.

L'adénome en dysplasie conventionnelle de bas grade est caractérisé par une hypercellularité avec
des noyaux allongés, peu hyperchromatiques, pseudo-stratifiés, mais restant au péle basal des

cellules épithéliales, sans dépasser les % de la hauteur de I'épithélium (figure 6).

Figure 6: Aspect histologique d'une crypte aberrante dysplasique (A) et d'un adénome tubuleux en
dysplasie de bas grade (B). D'aprés WHO — www.pubcan.org et librepathology.org **°.
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2.1.2 Caractéristiques moléculaires

Un événement important dans l'initiation du développement de I'adénome est |'activation du
signal Wnt par l'intermédiaire d'une mutation du géne suppresseur de tumeur APC (adenomatous
polyposis coli) . Le géne APC code pour une protéine comportant de nombreux domaines
fonctionnels qui régulent la différenciation, I'adhésion, la polarité, la migration, le développement,
I'apoptose et la ségrégation chromosomique. La mutation de ce géne entraine une inactivation de
la protéine APC avec pour conséquence une accumulation de beta caténine dans la cellule,
activant la transcription de multiples génes impliqués dans la croissance cellulaire et l'invasion.

Ceci induit une augmentation de la prolifération cellulaire **° (figure 7).

Les mutations germinales d'APC sont responsables de la polypose adénomateuse familiale ’*. Les
mutations somatiques d'APC sont observées dans 5 % des cryptes aberrantes dysplasiques, 30-
70 % des adénomes sporadiques, jusqu'a 72 % des tumeurs sporadiques "*7*. Ceci suggére que la
perte fonctionnelle d'APC est un événement précoce dans le développement tumoral.
L'hyperméthylation du promoteur d'APC a été rapportée dans 18 % des CCR et adénomes,

représentant un mécanisme alternatif pour l'inactivation du géne APC .
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Figure 7: Représentation schématique de la voie Wnt selon Kim et coll.™
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Une autre mutation souvent retrouvée de maniére précoce dans les adénomes conventionnels est
une mutation ponctuelle d'un gene de la famille Ras, au niveau des codons 12-13 de I'exon 2 de
KRAS, entrainant I'activation constitutive de la voie de signalisation MAP Kinase (figure 8). Des
mutations ponctuelles de KRAS sont retrouvées dans environ 17% des adénomes et 40 % des

adénocarcinomes colorectaux ’°.
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Figure 8: Représentation schématique de la cascade de signalisation MAP Kinase.
D'aprés Mercer et coll.***

2.2. Progression de I'adénome au cancer

2.2.1 Caractéristiques histologiques

Une faible proportion d'adénomes en dysplasie de bas grade évolue vers la dysplasie
conventionnelle de haut grade. Cette progression est en général lente, se déroulant sur plusieurs
années. La dysplasie de haut grade se caractérise par la présence de noyaux nettement
ascensionnés, atteignant la surface de I'épithélium, arrondis, irréguliers et hyperchromatiques. Le

rapport nucléo-cytoplasmique est augmenté et la polarité cellulaire disparait.

La transformation carcinomateuse survient lorsque les cellules tumorales traversent la musculaire

3

mugqueuse et atteignent la sous-muqueuse °. La ressemblance de la tumeur avec les glandes
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coliques normales permet de classer celle-ci selon son grade de différenciation, de bien

différenciée a peu différenciée ”’.

La progression naturelle de I'adénocarcinome colorectal est ensuite l'invasion de la paroi colique
(musculeuse, sous-séreuse, séreuse), l'invasion vasculaire et lymphatique et le développement de

métastases ganglionnaires et viscérales.

Figure 9: Adénome tubuleux en dysplasie de haut grade (A); adénocarcinome infiltrant sans autre indication
(B). Source : librepathology.org **2.

2.2.2 Caractéristiques moléculaires

Perte de 17p ou mutation de TP53
Un événement d'apparition tardive dans le schéma de cancérogenése colorectale est la perte ou la
mutation du géne suppresseur de tumeur TP53, localisé sur le chromosome 17 78, La protéine p53
joue un rdle essentiel dans le maintien de la stabilité du génome . En effet, cette protéine est un
régulateur qui controle la transcription de centaines de génes impliqués dans le métabolisme de
I'ADN, l'apoptose, la régulation du cycle cellulaire, la sénescence, l'angiogenése, la réponse
immunitaire, la différentiation cellulaire, la mobilité et la migration. Une étude a retrouvé une
mutation de TP53 ou une perte allélique de 17p dans 4 a 26 % des adénomes, environ 50 % des

adénomes en dysplasie de haut grade et dans 50 a 75 % des adénocarcinomes colorectaux .
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La perte allélique de 18q survient dans environ 70 % des adénocarcinomes *®. De nombreux génes
suppresseurs de tumeurs sont localisés dans cette région, comme DCC, SMAD4, SMAD2, qui jouent

un rdle dans la régulation de la prolifération cellulaire et de I'apoptose 2.
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3. Voie de cancérogenese colorectale des lésions festonnées :
la voie festonnée
Jusqu'a récemment, les polypes colorectaux étaient soit des adénomes, soit des polypes

. On considérait les adénomes comme des lésions précancéreuses mais les

hyperplasiques
polypes hyperplasiques étaient considérés comme dénués de potentiel de transformation. En
1984, Urbanski émet pour la premiére fois I'hypothése que les polypes hyperplasiques peuvent
étre des précurseurs d'adénomes en s'appuyant sur la description de polypes associant des
aspects de polype hyperplasiqgue a d’authentiques lésions de dysplasie avec transformation
carcinomateuse ¥, Cette hypothése d'une voie de cancérogenése a partir du polype hyperplasique
a été confirmée par des études clinico-pathologiques et moléculaires, montrant que certains
variants de polypes hyperplasiques portent la « signature » moléculaire de certains types de

61886 De plus, les cancers de la voie festonnée ont des caractéristiques

carcinomes colorectaux
cliniques et démographiques différentes : ils prédominent chez les femmes, sont localisés plus
souvent dans le colon droit, et surviennent chez des patients plus agés. On estime qu'environ 20 %

des cancers colorectaux dérivent de polypes festonnés °'.

Les polypes festonnés forment cependant un groupe hétérogene de lésions incluant (i) le polype
hyperplasique, (ii) I'adénome festonné sessile, (iii) 'adénome festonné traditionnel et (iv) le polype
mixte, combinant au moins deux caractéristiques, que de nombreux auteurs souhaitent assimiler

au groupe de I'adénome festonné traditionnel 3.

3.1. Caractéristiques communes aux différents polypes festonnés

3.1.1 Caractéristiques histologiques

Histologiquement, les polypes festonnés sont des lésions caractérisées par une hyper-maturation
de I'épithélium glandulaire colique entrainant des replis au sein des cryptes, réalisant un aspect

festonné en histologie, c'est-a-dire un aspect dentelé de la surface épithéliale.

3.1.2 Caractéristiques moléculaires

La voie festonnée est complexe et encore mal comprise. Cette voie a deux principales
caractéristiques moléculaires: I'hyperméthylation aberrante de certaines régions promotrices de

génes et des altérations dans la voie MAP Kinase.
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La voie MAP Kinase est une voie de signalisation qui met en jeu les protéines de la famille Raf et
Ras. La mutation de BRAF est considérée par certains auteurs comme spécifique des carcinomes
colorectaux développés a partir de la voie festonnée. La mutation la plus fréquente de BRAF est la
mutation V600E, qui entraine une activation constitutive du gene, induisant la prolifération

cellulaire et inhibant |'apoptose.

Les mutations des genes KRAS et NRAS produisent également un dysfonctionnement dans la voie
MAP Kinase, induisant la prolifération cellulaire et inhibant I'apoptose. Ces mutations sont
classiqguement rattachées a la voie d'instabilité chromosomique, mais elles sont également
présentes dans certains carcinomes festonnés. La combinaison d'une mutation de KRAS et d'un
phénotype CIMP-L (CIMP-Low) pourrait constituer une entité distincte au sein de la voie festonnée
(voie alterne). Une hyperméthylation de MGMT et non de MLH1 est associée avec le phénotype

CIMP-L et la mutation de KRAS ¥'.

Environ la moitié des régions promotrices de génes comportent des répétitions dinucléotidiques
Cytosine-Guanine, les flots CpG. Dans le génome des cellules saines, les flots CpG des régions
promotrices ne sont en général pas méthylés. La méthylation anormale d’ilots CpG dans les
régions promotrices de genes suppresseurs de tumeurs induit leur inactivation qui conduit a

I'initiation de la carcinogenése.

La présence d'une méthylation anormale de ces ilots CpG dans de multiples genes définit le
phénotype CIMP (CpG island methylator phenotype)®, qui est retrouvé dans environ 35 % des
carcinomes colorectaux *. Le panel de loci le plus utilisé actuellement pour définir le statut CIMP
est celui proposé par Weisenberg, comprenant les genes CACNA1G, IGF2, NEUROG1, RUNX3 et
SOX1 ®. Dans environ 40 % des tumeurs présentant ce phénotype CIMP, I'hyperméthylation du
promoteur du gene hMLH1 inactive la protéine de réparation des mésappariement de I'ADN
MLH1. Ceci explique en grande partie le phénotype d'instabilité microsatellite dans les cancers

colorectaux sporadiques.

3.2. Initiation de la voie festonnée
Les mutations de BRAF ou de KRAS induisent initialement une prolifération au sein de I'épithélium

colique, donnant I'aspect histologique de crypte aberrante festonnée ®. Il a été montré récemment
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gue KRAS et BRAF sont tous deux capables d'induire un phénotype de méthylation des flots CpGs
8% | a mutation de BRAF est corrélée avec le phénotype CIMP-H, tandis que la mutation de KRAS

semble étre responsable d'une hyperméthylation moins étendue (CIMP-L).

La répression des genes CDKN2A (codant pour la protéine p16) et IGFBP7 (insulin like growth factor
binding protein 7), via la méthylation de leur promoteur, permet aux cellules d'échapper a la
senescence et de progresser en polype hyperplasique micro-vésiculaire ou en polype

hyperplasique a cellules caliciformes.

3.3. Evolution des caractéristiques histologiques et moléculaires des
polypes festonnés au cancer

3.3.1 Les polypes hyperplasiques

Les polypes hyperplasiques représentent 80 a 90 % des polypes festonnés et 10 a 15 % de tous les
polypes coliques. Ils sont en général de petite taille, (<5mm), sessiles, et souvent localisés au

9

niveau du colon gauche °'. Ces polypes présentent des cryptes allongées, bordées par un

épithélium d'aspect festonné dans leur partie superficielle et n'ont pas de signe de dysplasie *%
L'OMS défini trois sous-types histologiques de polypes hyperplasiques selon leur morphologie et
I'aspect du mucus intracellulaire : le sous-type (i) microvésiculaire, (ii) riche en cellules

caliciformes, (i) pauvre en mucus >.

Les polypes hyperplasiques microvésiculaires représentent le sous-type le plus fréquent de polype
hyperplasique. Ils sont caractérisés par une lumiéere festonnée bordée de cellules épithéliales
contenant des gouttelettes de mucus avec ou sans cellules caliciformes intercalées ** (figure 10). Ils
présentent fréquemment une mutation de BRAF et un phénotype CIMP-H, et rarement une

mutation de KRAS %,

Les polypes hyperplasiques a cellules caliciformes comportent un aspect festonné moins marqué
et un aspect plus tubuleux que la forme microvésiculaire, et sont bordés par un épithélium riche
en cellules caliciformes (figure 10). lls présentent fréguemment une mutation de KRAS et plus

rarement une mutation de BRAF et un phénotype CIMP-H (8 % a 18,2 % des cas) *.
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Figure 10: Aspect histologique d'un polype hyperplasique microvésiculaire (A) et d'un polype hyperplasique
a cellules caliciformes (B). D'aprés O'brien et coll. ** .

3.3.2 Polype/Adénome festonné sessile

Ce type de polype résulterait de la progression d'un polype hyperplasique de type
microvésiculaire. Les polypes/adénomes festonnés sessiles représentent environ 25 % des polypes
festonnés, mesurent en général plus de 5 mm, sont plats ou sessiles et sont localisés plus
fréqguemment au niveau du colon droit ®. Leur surface est lisse ou granuleuse et ils sont souvent

mal délimités, les rendant difficile a détecter et a réséquer entiérement en endoscopie *.

Histologiquement, les polypes/adénomes festonnés sessiles different des polypes hyperplasiques
microvésiculaires par la présence d'une altération de l'architecture cryptique sous forme d'une
dilatation avec un aspect en « L » ou en « T » du fond des cryptes. Certains auteurs considerent
gue la présence d'une seule crypte d'aspect caractéristique est suffisante pour le diagnostic, mais
cette définition n'est pas acceptée par tous *°. Dans ces polypes, I'aspect festonné est observé sur

toute la hauteur des cryptes et il n'y a pas de dysplasie épithéliale.

Ces lésions présentent souvent une mutation de BRAF et un phénotype CIMP est retrouvé dans

environ 80 % des cas ¥’.
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3.3.3 Adénome festonné sessile avec dysplasie

Les adénomes festonnés sessiles peuvent évoluer vers des adénomes festonnés avec dysplasie.
Dans ce cas, la dysplasie est plus fréquemment de type conventionnel, c'est a dire qu'elle présente
le méme aspect histologique que la dysplasie observée dans les adénomes conventionnels. En
effet, plusieurs études ont décrit la présence d'une zone transitionnelle de dysplasie
conventionnelle, d'architecture tubuleuse ou tubulovilleuse, située entre un polype festonné

sessile et un cancer invasif 8%,

Cependant, la dysplasie conventionnelle observée dans les adénomes festonnés sessiles présente
des caractéristiqgues moléculaires distinctes de celles retrouvées dans les adénomes
conventionnels. La transition du polype festonné sessile au polype festonné avec dysplasie pourrait
étre due a des anomalies de la voie Wnt, par d'autres mécanismes que ceux présents dans les
adénomes conventionnels . En effet, une étude a montré qu'une expression nucléaire anormale
de la beta- caténine était présente dans 29 % des adénomes festonnés sessiles sans dysplasie et

dans 100 % des adénomes festonnés sessiles avec dysplasie .

Un autre type de dysplasie appelée dysplasie festonnée peut également se développer dans les
adénomes festonnés sessiles. Celle-ci est caractérisée par des celles plus cubiques, au cytoplasme

éosinophile, au noyau volumineux, vésiculeux, avec un nucléole proéminent %,

3.3.4 Adénome festonné traditionnel

Les adénomes festonnés traditionnels représentent environ 1 a 2 % des polypes colorectaux. lls
sont localisés plus fréquemment au niveau du colon gauche et sont souvent pédiculés.
Histologiquement, |'adénome festonné traditionnel est d'architecture tubulovilleuse avec un
cytoplasme éosinophile, un noyau central allongé, palissadique. Cet aspect nucléaire ne
correspond pas a de la dysplasie. L'adénome festonné traditionnel comporte des cryptes
ectopiques néoformées dont I'orientation n'est plus perpendiculaire a la musculaire muqueuse '°%.

33,97

Il présente fréguemment une mutation de KRAS et un phénotype CIMP-L . Le systéme de

réparation des mésappariements de I'ADN est conservé dans les adénomes festonnés traditionnels

102
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3.3.5 Adénome festonné traditionnel avec dysplasie

Les adénomes festonnés traditionnels peuvent développer des territoires de dysplasie festonnée.
Ces territoires sont caractérisés par une architecture festonnée, des cellules au cytoplasme
éosinophile abondant, au noyau vésiculeux en position basale, avec des mitoses souvent

atypiques. Moins fréquemment il peut exister des secteurs de dysplasie conventionnelle ',

Le développement de la dysplasie s'accompagne souvent d'une mutation de TP53. L'activation de
la voie Wnt, mise en évidence par un marquage nucléaire avec la beta-caténine, est également
fréquemment retrouvée. La mutation d'APC étant rare dans les polypes festonnés, cette activation

de la voie Wnt est probablement due a I'hyperméthylation de génes suppresseurs de tumeurs %,

Figure 11: Aspect histologique d'un polype/adénome festonné sessile (A) et d'un adénome festonné
traditionnel (B). Source: librepathology.org > .
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4. Lavoie de l'instabilité microsatellitaire
Les adénocarcinomes colorectaux empruntant la voie de l'instabilité microsatellitaire sont soit

sporadiques, soit héréditaires.

La forme sporadique d'adénocarcinome MSI est presque exclusivement due a I'hyperméthylation
du géne MLH1 ™, Cette hyperméthylation s'intégre dans le profil de méthylation des ilots CpG

(CIMP) et donc dans la voie festonnée décrite précédemment.

La forme héréditaire d'adénocarcinome MSI correspond au syndrome de Lynch ou HNPCC,
représentant environ 3 a 5% des cancers colorectaux. Ce syndrome est associé a des tumeurs
extra-coliques, en particulier endométriales. Il est d(i a une mutation germinale sur un alléle de
['un des quatre genes clés du systeme MMR : MLH1 (42%), MSH2 (33%), MSH6 (18%) ou PMS2
(7%) '°. Pour acquérir le phénotype MMR déficient, une mutation ou une hyperméthylation de
I'autre allele est nécessaire. La chronologie d'apparition de ce phénotype MMR déficient dans la
cancérogenése des tumeurs de patients atteints de syndrome de Lynch est controversée '°. En
effet, certaines études suggérent que les mutations somatiques des géenes MMR surviennent apres
la formation de lI'adénome, mais d'autres études observent la présence d'un phénotype MMR
déficient dés le stade d'adénome '®. Contrairement aux adénocarcinomes MSI sporadiques, les
adénocarcinomes développés sur syndrome de Lynch ont pour précurseurs des adénomes en
dysplasie conventionnelle. La mutation de BRAF n'est théoriquement jamais observée dans le
syndrome de Lynch et sa présence est tres en faveur d'une forme sporadique de cancer colorectal
17 De plus, la présence d'une mutation de I'exon 3 du géne de la beta caténine est parfois

retrouvée dans le syndrome de Lynch, mais pas dans les formes sporadiques %,
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5. Les voies alternes de cancérogeneése colorectale
Des voies supplémentaires de cancérogenese colorectale ont été récemment proposées, décrivant
des variantes de voies moléculaires, intéressant principalement la voie festonnée. Cependant, ces

voies alternes ne sont actuellement pas consensuelles.

Plusieurs auteurs ont par exemple évoqué une voie ayant pour précurseur certains adénomes
tubulo-villeux et adénomes festonnés traditionnels, présentant un profil génétique particulier :

MSS, CIMP-L et KRAS mutés >*%1919 (figure 12).
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Figure 12: Synthése des différentes voies de cancérogenése colorectale d'aprés Pancione'®,
Yang®® et Bettington'®; abréviations: ADBG : adénome conventionnel en dysplasie de bas
grade ; ADHG : adénome conventionnel en dysplasie de haut grade ; ADC : adénocarcinome ;
PHCC : polype hyperplasique a cellules caliciformes ; PHMV : polype hyperplasique
microvésiculaire ; AFS(-D) : adénome festonné sessile (avec dysplasie) ; AFT(D) : adénome
festonné traditionnel (avec dysplasie) ; ATV : adénome tubulo-villeux ; m : mutation ;
h:hyperméthylation.



MGMT et cancer colorectal
1. Mécanisme d'action de MGMT

Les cassures de I'ADN jouent un role central dans le développement et la progression du cancer,

surtout lorsque la machinerie de réparation de I'ADN ne fonctionne pas. La protéine MGMT est
une enzyme de réparation de I'ADN codée par le géne MGMT situé sur le chromosome 10g26 **°,
qui retire le groupement alkyl de la position 06 d'une guanine. Cette réaction entraine une

inactivation irréversible de I'enzyme '**.

La transcription de MGMT est régulée par des mécanismes épigénétiques. La méthylation de
dinucléotides CpG dans la région promotrice de MGMT a pour conséquence une inactivation du
géne et I'absence d'expression de la protéine MGMT. Les groupements alkyls ne sont alors pas
retirés des guanines méthylées, avec pour conséquence des altérations de la structure normale de

['ADN 122,
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Figure 13: Schéma de la fonction de MGMT sur le groupement alkyl du résidu O®-méthylguanine

2. Role de MGMT dans la cancérogeneése colorectale
Dans la cancérogenése colorectale, la méthylation du promoteur de MGMT est un événement
fréquent avec pour conséquence une faible expression de la protéine MGMT, observée dans

environ 40 % des cancers colorectaux 3!,

La perte d'expression de MGMT a été observée également dans le tissu colorectal normal,

suggérant que la répression de MGMT n'est que I'une des multiples étapes nécessaires a la
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transformation carcinomateuse

>. La perte de MGMT est considérée comme un champs de
cancérisation puisque qu'il n'est ni nécessaire, ni suffisant pour la progression du cancer, c'est a

dire qu'il ne représente que l'un des événements pouvant conduire a la carcinogeneése.

La perte d'expression de MGMT est plus fréquente dans les tumeurs MSI ¢

mais elle joue
également un role dans les tumeurs MSS par le biais de l'instabilité chromosomique . Les
mutations de KRAS sont fréquemment associées a I'hypermethylation de MGMT, particulierement
les mutations KRAS G>A. En effet, pendant la transcription de I'ADN, les guanines méthylées
peuvent étre considérées par erreur comme des adénines, causant des mutations G>A, qui ne sont
pas corrigées par MGMT lorsque le gene est hyperméthylé. Dans une étude, la méthylation de
MGMT était retrouvée dans 71 % des cancers colorectaux métastatiques avec des mutations KRAS

G>A, alors qu'elle était présente dans seulement 32 % des tumeurs non G>A mutés KRAS et dans

35 % des tumeurs KRAS WT 118119,

3. MGMT et perspectives thérapeutiques

Le mécanisme d'action des agents alkylants, comme la dacarbazine et le temozolomide, est la
méthylation d'une guanine en position 0° induisant un mésappariement d'une paire de base.
L'activité de MGMT protege les cellules tumorales des effets Iétaux de ces chimiothérapies en
retirant le groupement alkyl anormal. La perte d'expression de MGMT via I'hyperméthylation du

promoteur du géne pourrait donc étre prédictif d'une meilleure réponse aux agents alkylants.

Dans une étude pilote incluant des patients sélectionnés sur le profil moléculaire de leur tumeur,
un traitement par temozolomide a été efficace chez deux patients atteints de cancers colorectaux
avec une perte d'expression de MGMT '*°, Shacham-Schmueli a également rapporté 2 cas de
réponse objective au temozolomide chez des patients MGMT déficients atteints de cancers
colorectaux métastatiques '**. Ces observations ont été confirmées par trois études de phase I
chez des patients atteints de cancer colorectaux métastatiques traités par dacarbazine ou
temozolomide, montrant que |'hyperméthylation du promoteur de MGMT était prédictif de la

réponse au traitement 312123,
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Epidémiologie moléculaire pathologique et analyse de
regroupement hiérarchisé

Pendant des siécles, les patients ont été regroupés selon la ressemblance de leurs pathologies a
travers des classifications de maladies. L'objectif principal consistant a attribuer un nom spécifique
a une pathologie touchant un groupe de patient est de mieux prédire I'histoire naturelle et la
réponse a un traitement ou a une intervention particuliere. Les systemes de classification des
maladies sont principalement basés sur la symptomatologie, I'organe affecté, et I'altération d'une
fonction physiologique (par exemple : maladies néoplasiques, auto-immunes, métaboliques, etc...).
De nombreuses maladies chroniques sont multifactorielles et leur cause est souvent mal comprise.
Les systemes de classification actuels des maladies incorporent de plus en plus de connaissances
sur la pathogenése moléculaire, apportant I'espoir d'un traitement personnalisé pour chaque

patient.

L'épidémiologie classique suppose que les individus présentant la méme pathologie ont une cause
similaire de maladie, qui suit une histoire naturelle similaire et une réponse similaire au traitement
ou a une intervention. Ainsi |'épidémiologie classique permet d'identifier des facteurs étiologiques
majeurs mais suppose une homogénéité des patients. L'épidémiologie moléculaire pathologique
est une approche épidémiologique reposant sur une analyse moléculaire et pathologique,
permettant de classifier les maladies en fonction de leur pathogenése. Cette approche permet de
mettre en évidence des liens entre des facteurs étiologiques et des marqueurs moléculaires, et
permet de dévoiler I'hétérogénéité des différents processus pathologiques, méme au sein d'une
maladie précise '**. Les travaux de recherche portant sur I'analyse moléculaire des cancers font de
plus en plus appel a cette approche d'épidémiologie moléculaire pathologique. En effet, les
analyses génomiques et épigénomiques ont mis en évidence une trés grande diversité des
caractéristiques moléculaires, non seulement entre les tumeurs de différents individus, mais
également entre différentes tumeurs d'un méme individu, et méme entre les cellules tumorales
d'une méme tumeur *. L'analyse de regroupement hiérarchisé pourrait constituer un outil de

I'épidémiologie moléculaire pathologique.

L'analyse de regroupement hiérarchisé permet de regrouper les marqueurs moléculaires en

fonction de leur corrélation entre eux, et de regrouper les patients en fonction de la parenté du
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profil moléculaire de leur tumeur. Cette analyse est combinée a une représentation graphique.
Chague marqueur moléculaire est représenté par un point d'une couleur reflétant qualitativement
ou quantitativement les observations expérimentales originales. Cette représentation graphique
permet d'étudier et d'intégrer les données de maniére intuitive. La représentation graphique inclut
également un arbre phylogénique (dendrogramme), dont la longueur des branches reflete le degré
de similarité entre les objets. Ceci permet d'appréhender la proximité entre les différents groupes

126 (figure 14).
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Figure 14: Exemple d'analyse de regroupement hiérarchisé par Sorlie et coll. ***
permettant d'identifier différents sous-types moléculaires de tumeurs du sein basés
sur les différences d'expression génique.
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PATIENTS ET METHODES

Patients

Les patients présentant le diagnostic d'adénocarcinome invasif primitif du colon ou du rectum avec
composante mucineuse, enregistrés dans le service d'Anatomie Pathologique du Centre Hospitalier
Universitaire (CHU) de Nantes entre 2004 et 2012, ont été identifiés a I'aide de la base de donnée
institutionnelle. Les adénocarcinomes du rectum traités par thérapie néo-adjuvante ont été exclus
de I'étude, ainsi que les adénocarcinomes de |'appendice. Une cohorte de 136 patients consécutifs
atteints d'adénocarcinome colorectal sans autre indication (SAl), sans composante mucineuse,
servait de groupe controle. Les adénocarcinomes mucineux étaient définis selon la classification
OMS 2010 3 par la présence de plus de 50 % de la lésion constituée de flaques de mucus
extracellulaire contenant des cellules épithéliales malignes sous forme de structures acineuses, de
lambeaux de cellules tumorales ou de cellules tumorales isolées incluant les cellules en bague a
chaton. Les comptes-rendus anatomopathologiques et les dossiers cliniques ont été consultés, et
les informations suivantes ont été relevées : age, sexe, présence de facteurs de risques comme la
polypose adénomateuse familiale et les maladies inflammatoires chroniques de l'intestin, type
d'intervention chirurgicale initiale, localisation anatomique initiale de la tumeur. L'étude a été
menée dans le respect des lois de bioéthique francaise '*’. La collection des cas a été approuvée

par le comité d’éthique local et répertorié avec le numéro RC15_0307.

Etude histologique

Tous les cas d'adénocarcinome colorectal comportant une composante mucineuse ont été revus
histologiquement. Les critéres histologiques suivants ont été notés pour chaque tumeur :
pourcentage du volume tumoral constitué de mucus extracellulaire, pourcentage de structures

acineuses et de lambeaux de cellules tumorales polarisées définissant un adénocarcinome
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mucineux de haut grade et de bas grade respectivement, et enfin présence ou absence de cellules
en bague a chaton flottant dans le mucus ou de cellules peu cohésives dans un stroma
desmoplastique. De plus, le niveau d'infiltration, les métastases ganglionnaires, l'invasion
lymphatique et péri-nerveuse, l'invasion veineuse extra-murale , la présence et le type de lésions
précessives et enfin la présence de polypes ou de carcinome colorectal synchrone ont été notés.
L'hétérogénéité tumorale était prise en compte lorsqu'au moins deux sous types histologiques
distincts, définis selon la classification OMS 2010 3, étaient observés au sein de la méme tumeur, et

le pourcentage de chaque composante était apprécié.

Immunohistochimie

Des coupes de 3 um d'épaisseur ont été réalisées a partir de blocs de tissus inclus en paraffine
apreés fixation formolée. Ces coupes étaient marquées avec les anticorps primaires détaillés dans le
tableau 1 et par un systeme de révélation permettant une amplification du signal par des
molécules de peroxydase (Envision Flex Plus kit, Dako, Glostrup, Denmark), aprés élimination des

peroxydases endogenes, sur un automate Dako.

Tableau 1: anticorps et dilutions utilisées

Anticorps Dilution Source

MGMT (clone MT3.1) 1:100 Labvision, Fremont, CA, USA

Beta caténine (clone CAT 5H10) | 1:100 Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

MLH1 (clone G168-15) 1:100 BD Biosciences, Erembodegem, Belgique

MSH2 (clone D06578-8) 1:100 Oncogene, Cambridge, MA, USA

MSH6 (clone 44) 1:40 BD transduction Laboratories, Lexington, KY, USA
PMS2 (clone EP51) Prédilué Dako, Glostrup, Danemark

Expression des protéines de réparation des
mésappariements de I'ADN et de MGMT

Dans les cellules tumorales, I'expression de MGMT, MLH1, MSH2, MSH6 et PMS2 était considérée

comme maintenue (normale) ou perdue. L'expression nucléaire de MGMT, MLH1, MSH2, MSH6 et
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PMS2 dans les lymphocytes intra-tumoraux ou dans le tissu normal péri-tumoral était utilisée

comme contréle interne positif.

Méthylation du promoteur des genes MGMT et MLH1

La méthylation du promoteur de MGMT et MLH1 était déterminée par la technique MethylLight.
L'ADN était extrait a partir de coupes paraffinées de 10 um d'épaisseur a l'aide du kit iPrepTM
ChargeSwitch® Forensic sur I'automate iPrep TM Purification instrument (Invitrogen, Carlbad, CA,
USA). L'ADN génomique était ensuite traité au bisulfite avec le kit Epitect Bisulfite (Qiagen, Hilden,
Germany). Le témoin de réaction ColL2A1 était utilisé pour normaliser la quantité d'ADN apres
conversion au bisulfite. Les loci étaient considérés comme méthylés si le pourcentage de

méthylation était supérieur a 10 % par rapport a la référence.

Profil d'instabilité microsatellitaire

Pour déterminer le statut MSI/MSS, I'ADN était extrait a partir de coupes de 10 um d'épaisseur. Le
statut était déterminé par PCR pentaplex en amplifiant cing marqueurs mononucléotidiques
BAT25, BAT26, NR21, NR22, NR24 mis au point et validés précédemment '*%, Les produits de PCR
étaient génotypés sur I'automate ABI Prism 3130 XL (Applied Biosystems) et analysés par Genscan
Analysis puis sur Genotyper (Genotyper 3.7 Applied Biosystem). La tumeur était considérée
comme instable (MSI) si elle montrait une instabilité d’au moins 2 des 5 marqueurs, et stable (MSS)

si aucun des marqueurs n’était instable.

Evaluation de I'expression nucléaire de la beta caténine

L'expression immunohistochimique de la beta caténine était utilisée comme un marqueur de
I'activation de la voie wnt/beta caténine dans les adénocarcinomes mucineux et les cas contréles.

Le nombre de noyaux marqués par la beta caténine était quantifié au sein des adénocarcinomes
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mucineux dans trois différents champs au grossissement x400, dans les zones les plus riches en
noyaux marqués par la beta caténine repérées a faible grossissement. Les noyaux marqués par la

beta caténine étaient ensuite comptés avec le logiciel NE Elements Imaging (Nikon, Edo, Japan).

Analyse mutationelle du gene CNNTB1

L'analyse du géne CNNTB1 (NM_001904.3) codant pour la protéine beta caténine a été réalisée par
séquencage automatisé. L'exon 3 du géne CNNTBI1 était amplifié par PCR. Les produits de PCR
étaient purifiés et séquencés sur le séquenceur automatique ABI Prism 3130 XL (Applied

Biosystems) et analysés avec le logiciel Seqscape (Applied Biosystems).

Analyse mutationelle de BRAF et KRAS

L'analyse de BRAF et KRAS a été réalisée par séquencage automatisé. Les fragments encadrant
I'exon 15 du géne BRAF et les exons 2, 3 et 4 du genes KRAS étaient amplifiés par PCR. Les produits
de PCR étaient purifiés et séquencés sur le séquenceur automatique ABI Prism 3130 XL (Applied

Biosystems) et analysés avec le logiciel Seqscape (Applied Biosystems).

Analyse de regroupement hiérarchisé des profils
moléculaires des adénocarcinomes mucineux

Les données moléculaires étaient d'abord reformatées spécifiquement pour I'analyse de
regroupement hiérarchisé. Pour les mutations de BRAF, KRAS et l'instabilité microsatellite, une
échelle a trois points était utilisée, avec 0 = pas de mutation ou pas d'instabilité microsatellite, 1 =
ininterprétable et 3 = mutation ou instabilité microsatellite. L'analyse de regroupement hiérarchisé
était réalisée avec les logiciels Cluster et Tree View, disponibles gratuitement sur

126,129

http://rana.stanford.edu/software
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Statistiques

Les associations entre les variables catégorielles (groupes de différenciation, sexe, statut MGMT,
statut MSS/MSI, localisation tumorale) ont été calculées par test du chi-2, de Fisher ou de Kruskal
Wallis. Le test de Mann-Whitney était utilisé pour comparer les variables continues entre les

groupes.

Les données opératoires et de suivi clinique ont été obtenues a partir des dossiers hospitaliers. La
survie globale (OS) était mesurée de la date de l'intervention chirurgicale a la date de déces lié a
I'adénocarcinome colique (si le décés n'était pas lié au cancer colique, les données étaient
censurées a la date du décés). Une analyse de survie univariée a été réalisée a l'aide du test du log-
rank et illustrée par les courbes de Kaplan-Meier. Une valeur de p <0,05 était considérée comme
statistiquement significative. L'analyse statistique a été réalisée avec le logiciel SAS version 9.3

pour Windows (SAS Institute, Cary, NC, USA).
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RESULTATS

Analyse histologique des adénocarcinomes mucineux

Un total de 845 adénocarcinomes colorectaux primitifs ont été réséqués chirurgicalement entre
2004 et 2012. Parmi ces cas, 60 (7,1%) ont été classés en adénocarcinome mucineux selon les
critéres de la classification OMS 2010 3 . Comme il est défini dans cette classification, les
adénocarcinomes mucineux ont été divisés en deux groupes selon leur phénotype architectural :
(i) adénocarcinome mucineux constitué de lambeaux de cellules épithéliales polarisées autours de
flagues de mucus (adénocarcinome mucineux de bas grade : n=37, 62%) (Figure 15A); et (ii)
adénocarcinome mucineux avec des structures acineuses flottant dans les flaques de mucus
(adénocarcinome mucineux de haut grade: n = 23, 38%) (Figure 15B). Quarante neuf
adénocarcinomes mucineux étaient entierement composés de flaques de mucus, tandis que 11 cas
présentaient des proportions variables de mucus extracellulaire (entre 50% et 90%). Enfin, une
composante de cellules en bague a chaton était observée dans 13 adénocarcinomes mucineux
(Figure 16). Les cellules en bague a chaton étaient présentes plus fréquemment dans les
adénocarcinomes mucineux comportant des structures acineuses flottant dans les flaques de
mucus extracellulaires que dans les adénocarcinomes avec des bandes de cellules polarisées

bordant des flaques de mucus (10/23 (43%) versus 3/37 (8%) (test du Chi-2 : p=0,001).
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Figure 15: (A) adénocarcinome mucineux de bas grade caractérisé par des lambeaux de cellules épithéliales
autour de flaques de mucus. (B) adénocarcinome mucineux de haut grade caractérisé par des structures
acineuses flottant dans des flaques de mucus (hématéine-éosine, grossissement original x 40).

Figure 16: Présence de cellules en bague a chaton au sein de flaques de mucus (hématéine-éosine,
grossissement original x200)



Expression nucléaire de la beta caténine

L'activation de la voie Wnt était identifiée au centre de la tumeur grace a I'expression nucléaire de
la beta caténine en immunohistochimie **°. Le nombre moyen de cellules tumorales présentant
une expression nucléaire de la beta caténine était plus faible dans les adénocarcinomes mucineux
que dans le groupe contrdle d'adénocarcinomes sans autre indication (SAl) (21 % versus 30 %,; test

de Mann Whitney, p = 0,002) (tableau 2).

Statut mutationnel de KRAS

Une mutation dans I'exon 2 de KRAS était observée dans 24 des 40 adénocarcinome mucineux
MSS (60%). Bien que le taux de mutation de KRAS était plus élevé dans les adénocarcinomes
mucineux que dans le groupe contrble d'adénocarcinomes SAIl (45/136 ; 33%), la différence n'était

pas statistiquement significative.

Statut mutationnel de BRAF

Dix-sept (28%) adénocarcinomes mucineux présentaient une mutation de BRAF. Toutes ces
mutations correspondaient a la mutation activatrice V600E, sauf une (G596R). Le taux de mutation
de BRAF dans les adénocarcinomes mucineux était significativement plus élevé que dans le groupe

contrdle d'adénocarcinomes SAI (4/136 ; 3%)(test du Chi-2 : p<0,0001)

Statut MSS/MSI-H

Vingt des 60 (33%) adénocarcinomes mucineux étaient MSI-H : 17 avec une perte concomitante
d'expression immunohistochimique de MLH1 et PMS2, 2 avec une perte concomitante de MSH2 et
MSH6 en immunohistochimie, et 1 avec une perte d'expression immunohistochimique isolée de

PMS2. Neuf des 20 adénocarcinomes MSI-H (45%) présentaient une mutation V600E de BRAF.
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L'instabilité microsatellite était associée a un syndrome de Lynch avéré chez deux patients
présentant un adénocarcinome mucineux. Une hyperméthylation de MLH1 était observée dans 18
cas, incluant 10 adénocarcinomes mucineux mutés BRAF et un adénocarcinome mucineux associé

a un syndrome de Lynch.

Dans le groupe contréle d'adénocarcinomes SAl, 5 des 136 (4%) tumeurs étaient MSI-H (test du

chi-2 : p<0,0001).

Tableau 2: caractéristiques clinico-pathologiques et moléculaires des adénocarcinomes
mucineux et du groupe contréle d'adénocarcinomes sans autre indication (SAl).

Adénocarcinomes Groupe controle
mucineux (adénocarcinomes SAl)

N (%) 60 136

Sexe P=NS
Masculin 32 (62.5%) 81 (63%)

Féminin 28 (37.5%) 55 (37%)

Age moyen (années) 70 68 P* =0.456
<55ans 10 (17%) 19 (14%) Pt =0.06
56 - 75 ans 24 (40%) 70 (51%)
> 75 ans 26 (43%) 47 (35%)

Localisation P <0.0001
Colon droit 37 (62%) 39 (29%)

Colon gauche 23 (36%) 97 (71%)

Adénome précessif 20 (33%) 26 (19%) P=0.03
Conventionnel 16 (27%) 26 (19%)

Festonné 4 (6%) 0 (0%)

Carcinome associé 10 (17%) 16 (12%) P=0.351
Colorectal 6 (10%) 9 (7%)

Autres organes 4 (6%) 7 (5%)

Maladie Inflammatoire 3 0 ND

Chronique de I'Intestin

Mutation de BRAF 17 (28%) 4 (3%) P < 0.0001

Mutation de KRAS 24 (40%) 45 (33%) P=0.350

MSI-H 20 (30%) 5 (4%) P < 0.0001

Expression nucléaire 21% 30% P =0.002

moyenne de la b catenine P=0.002%
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Méthylation du promoteur du gene MGMT et perte
d'expression de MGMT

Une hyperméthylation de MGMT était présente dans 17 cas (28%), tandis qu'une perte
d'expression immunohistochimique de MGMT était observée dans 14 cas (23%) (Figure 17). La
méthylation du promoteur de MGMT était étroitement corrélée a la perte d'expression
immunohistochimique (p<0,001) mais n'était pas parfaitement superposable. Une perte
d'expression de MGMT était observée dans 3 cas sans hyperméthylation du promoteur de MGMT
et I'expression de MGMT était conservée dans 6 tumeurs présentant une hyperméthylation du
promoteur de MGMT. Au total, des altérations de MGMT (hyperméthylation du promoteur ou
perte d'expression de MGMT) étaient présentes dans 20 des 60 adénocarcinomes mucineux (33%).
La fréquence d'une mutation G>A de KRAS était significativement plus élevée dans les
adénocarcinomes mucineux avec perte d'expression immunohistochimique de MGMT (7/14, 50 %)

que dans les adénocarcinomes exprimant MGMT (8/46, 17 %, p=0,013).
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Figure 17: Images représentatives du marquage immunohistochimique de MGMT : (A) Perte compleéte
d'expression de MGMT par les cellules tumorales d'un adénocarcinome mucineux. L'expression nucléaire de
MGMT par les cellules stromales et inflammatoires sert de contréle positif. (B) Expression nucléaire et
cytoplasmique de MGMT dans presque toutes les cellules tumorales d'un adénocarcinome mucineux
(marquage immunohistochimique MGMT, x200)

Pronostic

Les données de suivi étaient disponibles pour 58 des 60 patients présentant un adénocarcinome
mucineux. La durée moyenne de suivi était de 34 mois (1-105 mois). L'importance pronostique (i)
de chaque parameétre moléculaire et (ii) des paramétres démographiques et clinico-pathologiques,

incluant le statut MSI/MSS était déterminée par une analyse statistique univariée et multivariée.

En analyse univariée, seul I'dge des patients au diagnostic avait une valeur pronostique (HR 1,05,
IC95 % 1,02-1,09, p = 0,0033). La mutation de BRAF montrait une tendance a la significativité (HR

1,97, 1C95 % 0,92-4,23, p = 0,0754). En analyse de survie multivariée avec le modele de régression
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de Cox, I'dge au diagnostic, la mutation de BRAF et le stade 4 de la classification TNM étaient

indépendamment associés a un mauvais pronostic (tableau 3).

Tableau 3: impact des caractéristiques clinico-pathologiques, des marqueurs génotypiques de la
cancérogenese colorectale et du stade de la tumeur sur la survie globale des patients atteints

d'adénocarcinome mucineux, avec le modele de régression multivariée de Cox.

Variable No HR IC p-value
Age 58 1.07 1.03-1.11 <0.001
Mutation de BRAF 3.49 1.20-10.2 0.021
Cellules en bague a chaton 0.60 0.18-1.94 0.389
Structures acineuses 2.65 0.99-7.12 0.053
Mutation de KRAS 0.53 0.15-1.84 0.317
Hyperméthylation de MLH1 0.26 0.06 -1.21 0.085
Statut MSI/MSS 3.09 0.63-15.3 0.165
Stade 1/2vs3vs 4 0.20 0.04 -0.98 0.044
Stade 1/2vs3vs 4 1.67 0.55-5.07

Analyse de regroupement hiérarchisé des
adénocarcinomes mucineux

L'analyse de regroupement hiérarchisé reposait sur les données moléculaires décrites
précédemment : |'expression nucléaire de la beta caténine, le statut mutationnel de KRAS et de
BRAF, le statut MSS/MSI-H, la perte d'expression de MSH2 et les anomalies de MGMT. Le
regroupement hiérarchisé permettait de répartir les adénocarcinomes mucineux en quatre

groupes (Figure 18).

Le premier groupe (G1) était constitué de 24 adénocarcinomes mucineux comportant une
mutation de KRAS et un statut MSS. Dans ce groupe, les altérations de MGMT étaient fréquentes
(13/24, 54 %, p = 0,01 versus autres groupes). Ces adénocarcinomes mucineux étaient souvent
localisés dans le colon gauche (14/24, 59 %; p = 0,009) et étaient souvent associés a des lésions
précancéreuses comme des adénomes villeux, tubulo-villeux ou des adénomes festonnés. Comme
pour toutes les autres caractéristiques clinico-pathologiques, le taux d'expression nucléaire de la

beta caténine n'était pas différent de celui du groupe contréle d'adénocarcinomes SAl (tableau 2).
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Le deuxieme groupe (G2) était constitué de 17 adénocarcinomes mucineux comportant une
mutation de BRAF. Dans ce groupe, le nombre de patients plus dgés, principalement des femmes,
était plus élevé (tableau 4). Ce groupe comportait autant d'adénocarcinomes mucineux MSI-H
(9/17) que de MSS (8/17). Cependant, le taux d'expression nucléaire de beta caténine était
significativement plus faible que dans tous les autres groupes (test de Mann Whitney, p<0,0001) et
gue dans le groupe controle d'adénocarcinomes SAl (p=0,002). Certains des adénocarcinomes
mucineux de ce groupe présentaient des anomalies de MGMT. Enfin, comme il a été montré dans

les résultats de I'étude du pronostic, ce groupe était associé au pronostic le plus péjoratif.

Le troisieme groupe (G3) était constitué de 11 adénocarcinomes mucineux MSI-H, dénommé MSI-
H « nul » car ne présentant pas de mutation de KRAS ni de BRAF. Certaines caractéristiques clinico-
pathologiques étaient significativement différentes. Tous les cas étaient localisés au niveau du
colon droit (G3 versus autres groupes, test de Fisher, p=0,01) et la plupart des cas comportaient un
aspect histologique de haut grade (C3 versus autres groupes, test de Fishet, p=0,001). Les patients
atteints de syndrome de Lynch appartenaient tous a ce groupe. Dans ce groupe, le taux
d'expression nucléaire de la beta caténine était moins élevé que dans les groupes G1 et G4, mais
était significativement plus élevé que dans le groupe G2 (Test de Mann-Whitney, p=0,001). Une
mutation de I'exon 3 de la beta caténine (pSer45del et pSer45Phe) était détectée chez les deux
patients atteints de syndrome de Lynch. Aucune anomalie de MGMT n'était observée dans ce

groupe.

Le quatrieme groupe (G4) était constitué de 8 adénocarcinomes mucineux de statut MSS,
dénommé MSS « nul » car ne présentant pas de mutation de KRAS ni de BRAF. Bien que ce groupe
partageait de nombreuses caractéristiques avec le groupe G1, les anomalies de MGMT étaient
moins fréquentes. Le taux d'expression nucléaire de la beta caténine n'était pas différent de celui
du groupe G1 et du groupe contrble d'adénocarcinomes SAI (31 % versus 32 % et 31 % versus 30 %
respectivement, test de Mann-Whitney ; p=NS). Une Iésion précancéreuse était détectable dans 4
cas (50%) (adénome tubulo-villeux et adénome festonné traditionnel) (tableau 4). Ce groupe
présentait des caractéristiques clinico-pathologiques proches du second groupe. Finalement, ce
groupe ne présentait pas de différence significative avec le groupe contréle, a I'exception du

caractére mucineux en histologie.
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dénocarcinomes mucineux du colon. Les tumeurs

sont d'abord regroupées selon leur proximité entre les biomarqueurs : statut MSS/MSI, statut mutationnel
de KRAS et BRAF, expression immunohistochimique de MSH2 et beta caténine et anomalie de MGMT. Les
patients sont ensuite répartis selon leur proximité dans chaque groupe. Les dendrogrammes montrent deux
dimensions de regroupement : I'association entre les biomarqueurs (en haut) et I'association entre les
patients (coté gauche). La mutation de KRAS et de BRAF, le statut MSI, la perte d'expression
immunohistochimique de MSH2, I'expression immunohistochimique de la beta caténine et les anomalies de
MGMT sont représentés par des carrés rouges. L'absence de mutation de KRAS et BRAF, le statut MSS,

I'expression de MISH2, I'absence d'expression de la beta

caténine et l'absence d'anomalie de MGMT sont

représentés par des carrés verts. Sur le coté droit de la figure sont détaillés des caractéristiques clinico-
pathologiques : premiére colonne, identification du cas ; deuxieme colonne, localisation de la tumeur ;

troisieme colonne : grade de la tumeur ; quatriéme colo

nne, lésions associées ; cinquiéme colonne, autre

pathologie associée. Quatre groupes de tumeurs ont ainsi été isolés sur le coté gauche de la figure.

Abréviations : NOS : adénocarcinome not otherwise spe
villous adenoma ; VA : villous adenoma.
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Tableau 4: association des principales caractéristiques clinico-pathologiques des quatre
groupes d'adénocarcinome mucineux définis par le regroupement hiérarchisé.

Parametre clinico- Groupes P valuet

pathologique Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3 Groupe 4

N (%) 24 (40%) 17 (28%) 11 (18%) 8 (13%)

Sexe P=NS
Homme 15 (62.5) 6 (35%) 6 (55%) 5 (63%)

Femme 9(37.5) 11 (65%) 5 (45%) 3(37%)

Age moyen (années) 66 76 69 71 P* =0.05
<55ans 6 (25%) 2 (12%) 2 (18%) 0 (0 %) Pt =0.06
56 —75 ans 10 (42%) 4 (24%) 4 (36%) 6 (75%)
> 75 ans 8 (33%) 11 (64%) 5 (46%) 2 (25%)

Localisation C3vs
Colon droit 10 (42%) 13 (76%) 11 (100%) 3(37%) autres
Colon gauche 14 (58%) 4 (24%) 0 (0%) 5(63%) P=0.01

C1+C4 vs
C2+C3:

p =
0.0004

Grade de la tumeur C3vs
Bas grade 18 (75%) 11 (65%) 2 (18%) 6 (75%) other
Haut grade 6 (25%) 6 (35%) 9 (82%) 2 (25%) P =0.001

Adénome précessif 11 (46%) 3(18%) 2 (18%) 4 (50%) NS
Conventionnel 9 3 2 2
Festonné 2 0 0 2 C1+C4 vs

C2+C3:
p=0.02

Carcinome associé 4 (17%) 3(18%) 3(27%) 0 (0%) NS
Colorectal 4 2 0 0
Autres organes 0 1 3 0

Maladie inflammatoire 2 0 0 1 ND

chronique de l'intestin

Métastases 13 (54%) 8 (47%) 3(27%) 4 (50%) NS

lymphatiques

Anomalies de MGMT 13 (54%) 5(29%) 0 (0%) 2 (25%) Clvs

autres
p=0.01

Expression nucléaire 32% 4% 15% 31% C2vs

moyenne de la beta autres

caténine P=
0.0002%

46

T toutes les statistiques : test du chi 2 sauf (*) test de Kruskal Wallis et (}) test de Mann-Whitney.




DISCUSSION

Notre compréhension des adénocarcinomes mucineux colorectaux repose, d'un point de vue
historique, sur deux approches. La premiére est une approche pathologique descriptive basée sur

9,10

des caractéristiques clinico-pathologiques La seconde approche, plus récente, décrit les

83640131132 Dans ce travail,

adénocarcinomes mucineux selon leurs caractéristiques moléculaires
nous présentons une approche convergente basée sur une analyse de regroupement hiérarchisé
intégrant les données clinico-pathologiques et les caractéristiques moléculaires, qui souligne
I'hétérogénéité des adénocarcinomes mucineux et permet d'isoler des groupes pouvant

potentiellement présenter un intérét thérapeutique.

Notre approche d'analyse de regroupement hiérarchisé d'adénocarcinomes mucineux s'est
appuyée sur le statut d'instabilité microsatellitaire MSS/MSI, sur le statut mutationnel de BRAF et
de KRAS, et sur |'activation de la voie wnt/beta caténine. MGMT a été intégré dans notre analyse
de regroupement hiérarchisé en raison de son réle connu dans la cancérogenése colorectale par sa

fonction de géne suppresseur de tumeur 7%,

En comparaison avec le groupe controle d'adénocarcinomes SAl, les adénocarcinomes mucineux
possédaient quatre caractéristiques importantes: (i) la présence d'une mutation de BRAF
significativement plus élevée, (ii) une fréquence significativement plus importante d'instabilité
microsatellite, (iii) une fréquence légerement plus importante de mutation de KRAS et (iv) une
activation de la voie wnt/beta caténine significativement plus faible au sein de la tumeur. Prés de
70 % des adénocarcinomes mucineux colorectaux présentaient une activation constitutionnelle de
la voie RAS/RAF/MAP Kinase, suggérant que cette voie de signalisation joue un rdle dans le
développement des adénocarcinomes mucineux. De plus, dans notre série d'adénocarcinomes
mucineux, la mutation de KRAS était I'anomalie moléculaire la plus fréquemment retrouvée.
Comme le montre le tableau 2, les données clinico-pathologiques et moléculaires de notre série
d'adénocarcinomes mucineux étaient trés proches de la série récemment décrite par Andrici et
coll. ', évaluant la valeur pronostique du statut MSI-H chez 264 patients atteints

d'adénocarcinomes mucineux. Cependant, dans notre étude, il y avait légerement plus d'‘hommes

gue de femmes, et le taux d'adénocarcinomes colorectaux mutés BRAF et MSI-H était |égerement
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plus faible (28 % versus 35 % et 33 % versus 36 % respectivement). Néanmoins, Andrici et coll. ***
ont déterminé le statut mutationnel de BRAF et le statut d'instabilité microsatellite seulement par
technique immunohistochimique sur tissue microarrays. Malheureusement, ces auteurs n'ont pas
déterminé le statut mutationnel de KRAS dans leur large série d'adénocarcinomes mucineux.
D'autre séries comprenant tous les types histologiques d'adénocarcinomes colorectaux ont
cependant rapporté une plus grande fréquence de la mutation de KRAS dans les adénocarcinomes

avec composante mucineuse %,

Notre approche basée sur le regroupement hiérarchisé a permis d’identifier quatre principaux
groupes d'adénocarcinomes mucineux colorectaux : (i) les adénocarcinomes mucineux mutés
BRAF, (ii) les adénocarcinomes mucineux MSI-H « nuls », (iii) les adénocarcinomes mucineux MSS
« nuls » et (iv) les adénocarcinomes mucineux mutés KRAS. Il est intéressant de constater que le
regroupement hiérarchisé a permis de distinguer un groupe d'adénocarcinomes mutés BRAF et un
groupe MSI-H « nul » ne comportant pas de mutation de BRAF ni de KRAS. Le groupe de
carcinomes colorectaux mutés BRAF était composé de presque autant d'adénocarcinomes
mucineux MSS que de MSI-H. Ce groupe possédait des caractéristiques clinico-pathologiques et
moléculaires particulieres, survenant notamment chez des patients plus agés, principalement chez
les femmes, et de localisation colique droite. Un polype précessif était rarement identifié en
bordure de ces adénocarcinomes mucineux, mais lorsqu'il était observé, il correspondait a un
adénome en dysplasie conventionnelle. Ces adénocarcinomes mucineux présentaient souvent une
hyperméthylation du promoteur de MLH1 dans les cas MSI-H, ou des anomalies de MGMT
suggérant un faible niveau d'instabilité microsatellite (MSI-L) et un phénotype de méthylation des
flots GpG (CIMP) ¥ Enfin la caractéristique moléculaire la plus singuliére de ce groupe
d'adénocarcinomes mucineux était le faible niveau d'activation de la voie de signalisation wnt/beta
caténine dans les cellules tumorales, suggérant que la mutation de BRAF est mutuellement
exclusive avec la voie d'activation de la beta caténine dans les adénocarcinomes mucineux
colorectaux. De plus, le mauvais pronostic associé a I'age plus élevé au diagnostic et a la mutation
de BRAF quelque soit le statut MSI/MSS mis en évidence par I'analyse multivariée justifie de
distinguer ce groupe. Ceci conforte le role initiateur de BRAF dans la cancérogenese colorectale.
Ces observations permettent de considérer que les adénocarcinomes mucineux mutés BRAF
portent la signature de la voie festonnée de la cancérogenése colorectale. Dans cette voie, les

adénomes festonnés sessiles destinés a progresser en adénocarcinome MSI, |'élément
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déterminant est la méthylation des flots CpG entrainant I'inactivation bi-allélique de MLH1 . Pour
les adénomes festonnés sessiles ou traditionnels avec mutation de BRAF destinés a progresser en
adénocarcinome MSS, les éléments déterminants sont moins clairs, mais la méthylation des flots
CpG et TP53 est souvent évoquée. Des anomalies de MGMT ont également été observées dans la
progression des adénomes festonnés, notamment dans les polypes mixtes hyperplasiques et
adénomateux, et dans les adénomes festonnés sessiles avec composante dysplasique ou

carcinomateuse 37138

. Dans la voie festonnée de la cancérogenése colorectale, une autre voie
jouant un réle par le biais de la méthylation des flots CpG est |'activation de la voie de signalisation
wnt/beta caténine. En effet, cette voie peut étre activée par la méthylation de génes contrélant
APC, comme SFRP, MCC et AXIN2 **°. Cependant, le faible niveau d'expression nucléaire de la beta
caténine au sein des adénocarcinomes mucineux mutés BRAF dans notre série suggere que ces

anomalies épigénétiques de la voie de signalisation wnt/beta caténine ne constituent qu'un

avantage sélectif transitoire dans la progression des polypes festonnés vers |'adénocarcinome.

Les adénocarcinomes mucineux MSI-H « nuls » possédaient une expression significativement plus
élevée de la beta caténine dans les cellules tumorales que dans les adénocarcinomes mucineux
BRAF mutés. Dans ce groupe, les patients étaient plus jeunes et certains présentaient un syndrome
de Lynch avéré. Une mutation de I'exon 3 du gene de la beta caténine a été recherchée chez les
patients présentant une expression plus élevée de beta caténine. Cette mutation a été retrouvée
chez deux patients atteints de syndrome de Lynch. Des études ont décrit une fréquence
relativement élevée de mutation de la beta caténine dans les cancers de patients atteints de

140,141

syndrome de Lynch Comme dans notre étude, toutes les mutations pathogéniques

rapportées étaient des mutations faux-sens entrainant des altérations de la thréonine du codon 41

ou de la sérine du codon 45. Johnson et coll **

ont suggéré que la mutation de I'exon 3 de la beta
caténine survient durant ou aprés la progression de I'adénome au carcinome dans le syndrome de
Lynch. D'un point de vue clinique, ce groupe d'adénocarcinomes mucineux MSI « nul » est
probablement le plus hétérogene, incluant des syndromes de cancer colorectal héréditaire non

prouvé et des adénocarcinomes mucineux associés a la voie festonnée.

Le regroupement hiérarchisé a permis d'identifier deux groupes constitués exclusivement
d'adénocarcinomes mucineux MSS, différant seulement par la présence d'une mutation de KRAS
dans I'un des groupes. Ces deux groupes partageaient de nombreuses caractéristiques clinico-

pathologiques entre eux et avec le groupe controle d'adénocarcinomes SAl. On retrouvait
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également dans ces deux groupes MSS de nombreuses caractéristiques classiquement décrites
dans les séries historiques d'adénocarcinome mucineux °!°, comme ['association avec des
adénomes villeux ou tubulovilleux et I'association avec les maladies inflammatoires chroniques de
I'intestin. En effet, ces groupes d'adénocarcinomes mucineux étaient associés a un polype
précessif, a un autre polype ou a un carcinome dans 80 % des cas. Ces adénocarcinomes mucineux
étaient localisés plus fréquemment au niveau du colon gauche et prédominaient chez les hommes.
Méme en rassemblant ces deux groupes de carcinomes colorectaux MSS, le taux de mutation de
KRAS demeurait significativement plus élevé que dans le groupe contréle d'adénocarcinome SAl
(75 % versus 33%). Une plus grande fréquence de polypes précessifs en bordure des carcinomes a
été rapportée dans les carcinomes colorectaux mutés KRAS *°. Dans notre étude, bien que la
majorité des polypes précessifs étaient des adénomes conventionnels dérivant de la voie de la
mutation APC, un adénome festonné traditionnel était observé en bordure de deux
adénocarcinomes mucineux du colon droit mutés KRAS, démontrant la présence de la voie
festonnée dans certains adénocarcinomes mucineux mutés KRAS. Ces observations sont en accord
avec une étude récente rapportant que 46 % des adénomes festonnés traditionnels avec
carcinome invasif possédaient une composante mucineuse, incluant de nombreux cas mutés KRAS
142 Une explication de la fréquence des polypes adénomateux en bordure d'adénocarcinomes
mutés KRAS pourrait étre que ces carcinomes ont besoin de la continuité avec leur polype
précurseur pour progresser et/ou que la composante maligne se développe lentement et ne

surpasse pas rapidement la Iésion précessive *°.

Les anomalies de MGMT (c'est a dire la perte d'expression protéique et/ou I'hyperméthylation du
promoteur de MGMT) étaient fréquemment retrouvées dans adénocarcinomes mucineux mutés
KRAS de notre série. Comme d'autres auteurs I'ont observé, nous retrouvons une concordance
imparfaite entre la perte d'expression immunohistochimique de la protéine MGMT et
I'hyperméthylation du promoteur de MGMT 8135143 Pour cette raison, nous avons choisi d'intégrer
dans l'analyse de regroupement hiérarchisé toutes les anomalies de MGMT. Cette légere
discordance entre I'hyperméthylation et I'expression protéique de MGMT peut étre due a diverses
causes comme la méthodologie (type du test de méthylation) et un mécanisme moléculaire
alternatif régulant I'expression de MGMT. Par exemple, Halford et coll. ont décrit une mutation
somatique faux-sens du gene MGMT dans les carcinomes colorectaux, s'‘accompagnant dans

certains cas d'une réduction ou d'une perte d'expression protéique de MGMT . Certaines études
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ont montré que les adénocarcinomes colorectaux mutés KRAS étaient associés a un profil
moléculaire particulier incluant l'inactivation du géne MGMT. Ainsi, il a été suggéré que
I'inactivation de MGMT participe a la progression de I'adénome au carcinome en association avec
les mutations de KRAS et de TP53 819 Enfin, certains auteurs ont décrit une association entre
I'hyperméthylation de MGMT, un faible niveau d'instabilité chromosomique (MSI-L) et un

) 87145147 | g été rapporté que l'inactivation de

phénotype de méthylation des flots CpG (CIMP
MGMT par méthylation joue un réle dans des voies de cancérogenése alternes, incluant la voie de

I'adénome festonné traditionnel muté KRAS 8, décrit par Jass comme une voie de fusion °.

L'inactivation fréquente de MGMT dans les adénocarcinomes mucineux pourrait ouvrir des
perspectives thérapeutiques pour ces tumeurs comportant une résistance naturelle a de
nombreuses chimiothérapies conventionnelles >° , et aux thérapies anti-EGFR **'°, En effet,
comme MGMT exerce un réle central dans la réparation des dommages de I'ADN induits par
I'alkylation ™! l'inactivation de MGMT dans les adénocarcinomes mucineux KRAS et BRAF mutés
pourrait indiquer une importante sensibilité aux agents alkylants. Il a déja été montré que la
dacarbazine pouvait étre efficace apres échec des thérapies standard chez les patients atteints de
carcinome colorectal métastatique avec inactivation de MGMT '***', Cependant, la réponse des
patients atteints d'adénocarcinomes mucineux semble ne pas dépendre uniquement des
caractéristiques moléculaires de la tumeur, mais également des propriétés physiques du micro-
environnement tumoral. En effet, la barriere de mucus et une micro-vascularisation moins
développée dans ce type de carcinome pourraient restreindre l'acceés des médicaments aux

cellules tumorales *.

En conclusion, les adénocarcinomes mucineux comportent des groupes clinico-pathologiques
hétérogenes présentant un intérét pronostic et thérapeutique. Cette étude suggere que les
mutations de KRAS ou de BRAF jouent un rble initiateur dans les multiples voies alternes de
cancérogenese des adénocarcinomes mucineux colorectaux, tandis que les altérations génétiques
déterminant le phénotype mucineux interviennent tardivement. Enfin, cette analyse de
regroupement hiérarchisé basée sur des données clinico-pathologiques simples et des données
moléculaires constitue un outil puissant de dépistage des syndromes héréditaires de cancer

colorectal dans les études de cohorte.
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RESUME

L'objectif de cette étude était d'étudier I'hétérogénéité des voies moléculaires empruntées
par les adénocarcinomes mucineux colorectaux. Cette étude est basée sur une analyse
de regroupement hiérarchisé combinant des données clinico-pathologiques et
moléculaires, incluant le statut MSS/MSI et MGMT, les mutation de KRAS et BRAF et
I'activation de la voie de signalisation Wnt. L'analyse de regroupement hiérarchisé permet
d'identifier plusieurs groupes clinico-pathologiques d'adénocarcinomes mucineux
colorectaux présentant un intérét épidémiologique, pronostique et thérapeutique. Cette
étude suggere également que les mutations BRAF et KRAS sont toutes deux initiatrices
de voies de cancérogenese alternes dirigeant la progression de la plupart des

adénocarcinomes mucineux.
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