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Profil immunohistochimique et moléculaire des cancers colorectaux : Expérience du service d’anatomie
pathologique du CHU Mohammed VI de Marrakech.
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Selon I’OMS : I'adénocarcinome colorectal est une tumeur épithéliale maligne développée

au dépend du gros intestin et présentant une différenciation glandulaire ou mucineuse. [1]

Le CCR représente un probleme majeur de santé mondiale [2,3], c’est le troisiéme cancer

dans le monde apres le cancer du poumon et le cancer du sein [4].

Selon une étude réalisée a I'IN O a Rabat, le CCR occuperait la premiére place parmi les

cancers digestifs au Maroc (40,3%) [5].

Son incidence varie d’'un pays a I'autre du fait des différences dans le mode de vie des
populations, le type d'alimentation et la prédisposition héréditaire. Cependant, un constat est

commun c’est le rajeunissement de la population atteinte de ce type de cancer [6].

Le diagnostic positif est basé sur I’étude anatomopathologique de la biopsie colorectale
réalisée sous coloscopie. Elle permet aussi de définir les facteurs histopronostiques et
prédictifs de la réponse thérapeutique. La piece opératoire permet de recueillir les autres
facteurs histopronostiques nécessaires a la stadification pTNM et ou de voir la réponse post

thérapeutique.

Le traitement repose classiquement sur une resection chirurgicale carcinologique,

associée ou non a la radiothérapie, la chimiothérapie et de plus en plus sur la thérapie ciblée.

Cependant, en raison des différences de génotypes entre les différents individus,
I'incidence de la résistance a la chimiothérapie augmente considérablement.[7] Par
conséquent, I'objet du traitement au cours des derniéres années était de parvenir a un

traitement médical personnalisé du CCR.

Des études ont montré que les voies moléculaires de signalisation intracellulaire,
I'instabilité micro-satellitaire ainsi que I'instabilité chromosomique jouent un rdle important

dans le développement des CCR. [8]
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Les CCR sont usuellement subdivisés en au moins 2 grandes catégories sur la base de leurs

altérations génétiques témoignant de voies de carcinogénése distinctes :

- Les tumeurs avec instabilité chromosomique ou CIN

- Les tumeurs avec instabilité génétique ou MSI

Une troisieme catégorie de tumeurs a été individualisée plus récemment : elles se

caractérisent par une instabilité épigénétique ou CIMP.

Carcinogenese CCR
Voie CIN Woie M5l
Chromosomic Instabilty CpG 1sland Methylator Phenotype Microsatellite Instabilty
Instabulite chromosomigque Instabilité &pigéméticue Instabillité microsatellitaire
B0-55 % =20 % 15- 20%
by .
- - B
o
Mutation KRAS, TP53 Mutation BRAF

Les tumeurs MSI qui nous intéressent, représentent 12 a 15% des CCR. Elles sont
fréquemment euploides et se caractérisent par une instabilité des séquences répétitives de

type microsatellite.
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L’instabilité microsatellitaire est la conséquence d’une défaillance du systéme de
réparation des mésappariements de I’ADN qui surviennent au cours de la réplication : c’est le
systeme MMR, dont les principaux génes codants sont les génes MLH1, MSH2, MSH6 et PMS2.
Lorsque le systeme MMR ne fonctionne plus, les mutations s’accumulent dans le génome qui

devient « hypermuté ».

Les microsatellites sont des séquences courtes et répétitives de I’ADN particulierement
exposées aux erreurs de mésappariements lors de la réplication. En cas d’erreurs de
mésappariements, le systéeme MMR assure la réparation, contribuant ainsi au maintien de la
stabilité du génome. La déficience du systeme MMR se traduit par une production de

microsatellites de longueurs différentes : c’est I'instabilité microsatellitaire ou MSI.

Au niveau protéique, Ilinstabilité microsatellitaire s’accompagne d’'une perte
d’expression de protéine(s) du systeme MMR. On parle de tumeur dMMR (deficient MMR).
L’origine de ce déficit est soit somatique (cas le plus fréquent,environ 80% des CCR MSI), soit

constitutionnelle dans le cadre du syndrome de Lynch.

La recherche d’une instabilité microsatellitaire est effectuée dans le but de dépister les
patients susceptibles d’étre atteints d’'un syndrome de Lynch ou a but thérapeutique dans les

cas de CCR de stade Il résistant a la chimiothérapie type 5FU.

La meilleure connaissance des mécanismes cellulaires et plus particulierement des voies
de signalisation a permis d’améliorer la prise en charge des patients, notamment en
proposant pour chacune des anomalies acquises par la cellule cancéreuse, une thérapeutique
ciblée. Certaines de ces thérapeutiques sont déja utilisées en routine dans le traitement des
CCR métastatiques, c’est le cas par exemple des médicaments ciblant les récepteurs au

facteur de croissance épidermique (EGFR).
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L’exemple le plus connu dans le domaine du traitement des CCR métastatiques est celui
de la protéine RAS. Bien que le géne RAS, codant pour cette protéine, soit connu comme étant
un oncogene depuis le début des années 1980 [9,10] ce n’est qu’en 2008 que le lien entre
présence d’une mutation somatique sur les codons 12 ou 13 et résistance aux traitements
anti-EGFR (cetuximab ou panitumumab ) a été établi [11]. Ces découvertes ont permis le
développement du diagnostic moléculaire et de poser les premiers fondements de la

thé ranostique en cancérologie digestive

L’étude des biomarqueurs dans les CCR est ainsi devenue la régle lors d’un diagnostic
de CCR métastatique . Avant toute prescription d’un traitement anti  -EGFR associé a une
chimiothérapie, la recherche des mutations de RAS, plus précisément des exons 2, 3 et 4 de
KRAS et de NRAS, est désormais obligatoire [12,13]. Une mutation du géne RAS contre indique
le traitement aux anti-EGFR. En plus de ces biomarqueurs maintenant bien connus, il semble
indispensable d’étudier I'importance d’autres genes comme BRAF et PIK3CA, fréquemment

mutés dans les CCR métastatiques [14].

OBJECTIF DE L’ETUDE :

L'objectif de notre travail est d’établir le profil moléculaire des CCR via la recherche de
mutations KRAS, NRAS et BRAF et de définir le profil immuno-histochimique pour identifier le
profil MMR fonctionnel (proficient) ou MMR défaillant (deficient)approchant ainsi I'instabilité
micro-satellitairedes cancers colorectaux puis d’analyser les résultats obtenus au sein du
service d’anatomo-pathologie du CHU Mohammed VI de Marrakechet de les comparer a la

littérature afin d’affiner le traitement, d’approcher le traitement personnalisé des patients.
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Matériels et Méthodes
(TANT »
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I. Type d’étude, patients et matériels :

1. Type et durée d’étude :

Il s’agit d’une étude descriptive rétrospective et prospective menée au service
d’Anatomo-pathologie du CHU Mohammed VI de Marrakech portant sur une période de 3ans

et 8 mois allant du 1er Janvier 2016 au 31 Aolt 20109.

2. Criteres d’inclusion :

e Patients présentant un CCR primitif ou secondaire confirmé a I'étude anatomo-
pathologique.

e Prélevements internes provenants des différents services du CHU et externes recus de
laboratoires d’anatomie pathologique privés sur lesquels une étude de biologie
moléculaire a la recherche de mutations RAS/BRAFou d’immunohistochimie a la

recherche d’une instabilité micro-satellitaire a été réalisée.

3. Critéres d’exclusion :

e Epuisement du matériel tumoral inclus en paraffine.
e Non-conformité du préléevement secondaire a une altération tissulaire (congelation) ou
a un retard de fixation du matériel tumoral.

e Quantité d’ADN insuffisante.

4. Sources des données :

Les renseignements cliniques, histopathologiques, d’immunohistochimie et de biologie
moléculaire ont été recueillis en consultant les données relatives a chaque dossier a partir des
fiches d’examens anatomo-pathologiques archivées, et a partir d’'une requéte via le logiciel

DIAMIC du service d’anatomie pathologique du CHU Mohammed VI de Marrakech.
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5. Parametres recueillis:

Les parameétres suivants ont été recueillis grace a une fiche d’exploitation :ANNEXES

La date de prélevement : enparticulier I'année ;

L’age ;

Le sexe ;

La localisation de la tumeur ;

La nature du prélevement : biopsie ou piece opératoire ;

Les caractéristiques microscopiques a I’examen anatomo-pathologique de la
tumeur : Taille tumorale, type histologique, différenciation tumorale
infiltration tumorale et pariétale ;

Le site de recherche de mutation RAS et BRAF (primaire ou secondaire) ;
L’envahissement ganglionnaire ;

La technique de biologie moléculaire utilisée ;

La répartition des cancers colorectaux muté / sauvage ;

La recherche de mutations somatiques RAS et BRAF ;

Les différents exons mutés ;

La présence d’instabilité micro-satellitaire ;

6. Méthode d’analyse des données :

Les données ont été recueillies manuellement sous forme de tableau Excel, puis elles

ont été saisies et traitées sur Excel.

7. Difficultés rencontrées :

Les principaux problemes rencontrés ont été :




Profil immunohistochimique et moléculaire des cancers colorectaux : Expérience du service d’anatomie
pathologique du CHU Mohammed VI de Marrakech.

- L’absence de renseignements cliniques sur les bons de demande anatomo-
pathologique.
- Les prélevements non conformes liés aux aléas de la phase pré-analytique (mauvaise

fixation).

Il. Méthode de travail

1. Immunohistochimie : Recherche du statut MMR

L’expression de protéines recherchées peut étre testée sur biopsie ou piéce opératoire,

sur la tumeur principale ou le site métastatique ou lors d’une récidive.

A noter que les demandes externes ont été acheminées a notre service sous forme de

blocs communiqués, fixés et inclus en paraffine.

La phase pré-analytique conditionne la qualité de la technique immunohistochimique et
donc la détection des protéines par IHC. C’est pour cela ces étapes doivent étre controlées et

maitrisées, en particulier par le personnel en charge de la fixation.

Il est recommandé de réduire le plus possible la durée d’ischémie froide des
préléevements. L'ischémie froide est définie comme le temps écoulé entre le moment ou le
prélevement tissulaire est extrait du corps humain et sa mise au contact du fixateur.
Généralement pour les pieces opératoires un retard de fixation supérieur a 1 heure diminue
de maniére significative la détection de marqueurs immunohistochimiques. Pour les biopsies il

faut fixer le prélevement immédiatement dans le fixateur (délai de quelques minutes).

Le seul fixateur recommandé est le formol tamponné a 4%, les prélevements doivent
étre fixés durant 6 heures pour les biopsies et jusqu’a 48h pour les pieces opératoires, en

utilisant un volume de fixateur suffisant.
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Figure 1 : Formol tamponné a 4%

Un autre parameétre important a prendre en considération est I'inclusion en paraffine.

L’utilisation d’une paraffine a point de fusion bas (inférieur a 60°C) est recommandée.

L’évaluation de la qualité de la préservation du tissu et de sa fixation et de la quantité
de cellules tumorales sur la coloration standard Hématéine éosine (HE) est une étape préalable

indispensable a toute interprétation.

L’utilisation rationnelle est souhaitable (surtout lorsqu’on a des prélevements de petite
taille) en favorisant I'inclusion des fragments dans plusieurs cassettes et en réalisant d’emblée
plusieurs lames blanches pour ne pas avoir a dégrossir a nouveau le bloc et épuiser le
matériel biologique. Il faut notamment prévoir un nombre suffisant de lames blanches pour
réaliser les techniques complémentaires (immunohistochimie et éventuellement biologie

moléculaire).
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Figure 2 : Essuyage du microtome et de la pince par DNA lytique, service d’anatomie
pathologique CHU Mohammed VI Marrakech

Figure 3 : Réalisation de coupes et rubans des prélevements a étudier, CHU Mohammed VI
Marrakech
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Figure 4 : Etalement des prélévements étudiés et préparation de lames, CHU Mohammed VI
Marrakech

L’appareil AutostainerLinker48 (Dako) (Figure 05) a permis d’effectuer la technique
immunohistochimique (IHC) automatisée sur 55 coupes de tissus de CCR fixés et inclus en
paraffine. Ceci pour évaluer I'expression des marqueurs du statut MMR (MLH-1, PMS2, MSH2,
MSH®6). L’automatisation de la technique permet de la standardiser et d’avoir une paillasse de
qualité. Cette technique immunohistochimique est soumise au contréle qualité de ‘UK NEQAS

(Service national externe d'évaluation de la qualité du Royaume-Uni).

La description des marqueurs ciblés et des protocoles d’immunohistochimie figurent

dans le Tableau 1 et Tableau 2.
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Figure 5 : Appareil d’immunohistochimie AutostainerLink48 de Dako, service d'anatomie
patologique CHU Mohammed VI Marrakech

Figure 6 : Logiciel de tragabilité de la technique immunohistochimique, service d’anatomie
pathologique CHU Mohammed VI Marrakech
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Tableau I: Margueurs utilisés en technique immunohistochimique

Marqueurs Fabriquant Clone Isotype Expression
MLH1 Dako | ES05 [gG1 | Nucléaire
PMS2 Dako EP51 [gGl Nucléaire
MSH2 Dako FEI11 [gGl Nucléaire
MSH6 Dako EP49 [gGl Nucléaire

L'immunohistochimie a été réalisée sur des coupes de paraffine de 3 um. Les lames ont
été incubées toute une nuit dans I’étuve a 37°C puis prétraitées par ébullition pendant 20 min
avec un PTlink (Bain marie automatique) dans un tampon de démasquage (pH 9, Dako) avant
I'application d'anticorps monoclonaux spécifiques. Aprés démasquage les lames ont été
rincées par le Tampon de lavage (dilution 1/20). Une méthode d'immunopéroxydase a été
utilisée pour visualiser les anticorps fixés, avec comme chromogene le 3,3'-
Diaminobenzidinze (DAB) de Dako qui en présence de I’enzyme peroxydase produit un

précipité brun.
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Figure 7 : Appareil de prétraitement PTlink, service d’anatomie pathologigue CHU Mohammed
VI Marrakech

2. Protocole d’IHC pour la révélation de I’expression de MLH1, PMS2, MSH2 et

MSH6

Pour la révélation du statut MMR au sein du CCR, (La technique imunohistochimique
légerement modifiée : augmentation du temps d’incubation de I'anticorps et du DAB, I'ajout
d’un Linker aprés incubation de I’anticorps primaire pendant 10minutes). Ceci est di au fait
gue le test MMR se fait généralement sur des piéces opératoires qui sont souvent mal fixées

(modifications recommandées par le fournisseur des anticorps (Dako).
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Tableau Il : Protocole d’immunohistochimie pour la révélation des protéines utilisées

Réactif de
Anticorps Prétraitement Dilution Temps visu Dilution Temps Révélation
Primaire d’incubation d’incubation
Anti- Polymeére
MLH1 Tampon 1:50 1H HRP- Prét a 30 min DAB
concentré Dako conjugué I’emploi (Kit Dako)
(x50) (Dako)
PH9
Anti- 1:50 Polymere
PMS2 Tampon Dako IH HRP- Prét a 30min DAB
concentré conjugué I’emploi (Kit Dako)
(x50) (Dako)
PH9
Anti- Polymeére
MSH2 Tampon 1:50 IH HRP- Prét a 30min DAB
concentré Dako conjugué I’emploi (Kit Dako)
(x50) (Dako)
PH9
Anti- 1:50 Polymére
MSH6 Tampon Dako 1H HRP- Prét a 30min DAB
concentré conjugué I’emploi (Kit Dako)
(x50) (Dako)
PH9

3. Biologie moléculaire : Recherche de mutations RAS et BRAF :

Pour effectuer la recherche de mutations KRAS, NRAS et BRAF, les laboratoires doivent
étre certifiés par des programmes d’assurance qualité. C’est le cas du service d’anatomie
pathologique du CHU Mohammed VI de Marrakech qui propose des tests validés par des

organismes internationaux (EQA Expert Lab- University Munich Germany).
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Figure 8 : Certifications d’assurance qualité et de performance du service d’anatomie

pathologique CHU Mohammed VI Marrakech
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Figure 9 : Remise de la certification d’assurance qualité par le RAS-Expert Laboratory (LMU)

Technique utilisée :

a. Lowdensity micro arraybasedplatform : « Genomica »

C'est une plateforme de micropuces a faible densité a usage clinique qui permet la
détéction de cibles multiples en un seul test. Le traitement des échantillons est simple.
L’analyse et l'interprétation des résultats sont effectuées automatiquement par un lecteur

(CAR ou clinicalarrayreader) Figure ci-dessous utilisant un logiciel sur mesure.

Sa simplicité rend cette technologie adaptée a tous les laboratoires de diagnostic

moléculaire.

Elle permet l'automatisation compléte de I'étape de visualisation afin de réduire le

temps de manipulation nécessaire au processus, ainsi que la variabilité inter-essai.

Elle permet aussi de tester de 1 a 96 échantillons a la fois.
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Figure 10 : Clinical array reader « Appareil GENOMICA », centre de recherche clinigue CHU
Mohammed VI Marrakech

- Extraction de I’ADN tumorale (macrodissection zone la plus riche en cellules tumorales

»50% si possible)
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Il s’agit d’une étape essentielle automatisée utilisant I’appareil Maxwell 16 System.
Cet automate utilise une technologie innovante de capture de billes magnétiques, sans
distribution, filtration, ni aspiration de réactifs, limitant le temps de manipulation et les

risques d’erreurs.

Figure 11: Etapes de sélection tumorales et extraction d’ADN(richesse en cellules tumorales

de 60% marquée par le pathologiste), service d’anatomie pathologique CHU Mohammed VI
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Figure 11 : Aspect histologique d’un ADK colique bien différencié et infiltarant au niveau du
foyer sélectionné

< Amplification de I’ADN par PCR

b. Full-automated real-time PCR based molecular testing system : « Idylla »

L’appareil Idylla est un systéme de test moléculaire révolutionnaire, entiérement
automatisé, basé sur la PCR en temps réel concu pour offrir des résultats en un minimum de
temps. Il rend les tests moléculaires rapides, pratiques et adaptés a n’importe quel laboratoire

certifié.
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Scanner le prélévement et la cartouche.

1

2. Insérer le prélevement dans la cartouche.
3. Insérer la cartouche pour analyse.
4

. Affichage du résultat aprés 90 a 150min

Figure 12 : Appareil Idylla automatisé de recherche de mutations, centre de recherche clinique

CHU Mohammed VI Marrakech
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I. Recherche de mutations RAS et BRAF :

Nous avons recueilli 88 cas de CCR métastasique pour lesquels une demande de

recherche de mutations RAS et BRAF a été établie

1. Age :

Dans notre série, la moyenne d’age est de 57 ans tout sexe confondu avec des extrémes

d’age allant de 17 a 79 ans.

Densité

0000 0005 0010 0.015 0020 0025

0 20 40 60 80 100

Age (années)

Figure 13 : Répartition des patients en fonction de I’age.
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2. Sexe:

Sur nos 88 cas de cancers colorectaux, 56 cas sont de sexe masculin et 32 cas sont de

sexe féminin avec un ratio de 1,75.

m MASCULIN
B FEMININ

Figure 14 : Répartition des patients en fonction du sexe.

3. Nombre de biopsie et de piece opératoire :

Dans I'ensemble des cas étudiés, nous avons pu recueillir 40 cas de biopsies soit

45,45% contre 48 pieces opératoires soit 54,55%.

Pidce Biopsie H Biopsie
45%

opératoire
55%

1 Piece opératoire

Figure 15 : Type de prélévement exprimé en pourcentage.
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4. Origine de la demande :

La source de la demande provient de Laboratoires d’anatomie pathologique privés dans

57 cas soit 64,7% contre 31 cas des différents services du CHU Mohammed VI soit 35,3%.

5. Site de la tumeur principale :

Sur ’ensemble des cas recueillis, le nombre de cas de cancer métastatiquea localisation
primaire colique était de 49 cas, ce qui représente 55,8% du cancer colorectal métastatique,
contre 35 cas siégeant au niveau rectal, ce qui représente 39,7% et 4 cas soit 4,5% de

localisation mixte.

Figure 15 : Localisation du cancer colorectal métastatique en pourcentage.
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6. Localisation anatomique de la métastase :

Dans notre série, Il y avait 22 cas soit 25% de cancer a métastase hépatique, 16 cas soit
18% a métastase ganglionnaire, 12 cas soit 11,60% a métastase pulmonaire, et 6 cas soit

5,80% a métastase péritonéale comme nous le montre le tableau ci-dessous.

Non précisé |GG 36,40%
Récidive
Autre
Péritoine-Poumon

Péritoine-Foie

Foie-Poumon 5,70%

Péritoine
Poumon
Lympahtique

Foie

5,80%

11,60%

25%

10% 15% PA 25% 30% 35%

Figure 16 : Localisation des métastases en pourcentage.

7. Type histologique :

Le cancer colique se présentait dans la plupart des cas sous forme d’ADK lieberkunien
(80,68%) suivi d’ADK a composante mucineuse puis d’ADK a cellules en bague a chaton

comme nous le montre le tableau ci-dessous.
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Tableau lll : Les différents aspects microscopiques du cancer colorectal dans notre série.

Aspect microscopique Nombre Pourcentage
Adk lieberkunien 71 80,68%
Adk mucineux 12 13,64%
Adk a cellules en bague a chaton 2 2,27%
Non préciser 3 3,41%
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8. Différenciation tumorale :

A. ADK bien différencié
B. ADK moyennement différencié
C. ADK peu différencié

D. ADK indifférencié

Figure 17 : Aspect morphologique d’'un ADK colorectal en fonction du degré de

différenciation
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Dans notre série, I’étude de la différenciation a révélé ce qui suit:

® Bizn differencic
B Moyennement differende
B ey differencis

Non preciser

Figure 18 : Répartition de la différenciation du cancer colorectal dans notre série.

Ainsi, le cancer colique était le plus souvent moyennement différencié (54,54% des cas)

et le moins souvent peu indifférencié (6,82% des cas).

9. Recherche des mutations :

Sur nos 88 cas la recherche de mutation a été faite par la technique « Genomica » (Low
density microarray based platform) dans 52 cas et par la technique « Idylla » (Fully-automated

real-time PCR based molecular testing system) dans 36 cas.

-30 -



Profil immunohistochimique et moléculaire des cancers colorectaux : Expérience du service d’anatomie
pathologique du CHU Mohammed VI de Marrakech.

a. Répartition des CCR non muté (WT) et muté en fonction du géne KRAS / NRAS /
BRAF :

Sur I'ensemble des cas recueillis, le nombre de cas de CCR de type sauvage « Wild-
type » était de 42 ce qui représente 47,73%, contre 41 cas muté dont 35 cas soit 39,78% de
type KRAS, 4 cas soit 4,54% de type NRAS et 2 cas soit 2,28% de type BRAF. Alors que le

résultat était non concluant dans 5 cas soit 5,68% comme nous le montre la figure ci-dessous.

NRAs BRAF MNC

q_% n 235 _ ﬁ% WT

KRAS
40%

Figure 19 : CCR non muté et muté en fonction du gene exprimé en pourcentage.

b. Exon:

Dans notre série c’est ’exon 2 du géne KRAS qui était le plus fréquemment muté
(23,80%) suivi de I’'exon 3 (9,10%) puis de I’exon 4 (6,80%) du méme gene. Tandis que I’exon

3 du gene NRAS n’était muté que dans 4,60% des cas comme le montre la figure ci-dessous.
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10,00%

9,10% 6,80% 4,60% 2,30% 5,70%
0,00%

WT KR_Exon 2 KR_Exon3 KR_Exon4 NR_Exon 3 BRAF NC

Figure 20 : Exon muté exprimé en pourcentage.

c. Répartition des CCR mutés en fonction du type de mutation :

Dans notre série le recherche du type de mutation a révélé ce qui suit :

Tableau V : Les différents types de mutation KRAS/NRAS/BRAF

WT 47,70%
KRAS.G12 21,60%
KRAS.G13 2,30%
KRAS.AT146 6,80%
KRAS.Q61 7,90%
KRAS.A59 1,10%
NRAS.Q61 4,60%

BRAF 2,30%

NC 5,70%
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Figure 21 : Type de mutations exprimé en pourcentage.

Il. Résultats pour le statut MMR :

Il s’agit d’'une deuxiéme étude rétrospective descriptive portant sur 55 cas de cancers
colorectaux métastasique sur lesquels une étude immuno-histochimiquea était faite pour
identifier le profil MMR fonctionnel ou défaillant approchant ainsi Iinstabilité micro-

satellitaire.

< Statut MMR fonctionnel par IHC est I’équivalent d’une absence d’instabilité micro-
satellitaire.

< Statut MMR défaillant par IHC est I’équivalent d’une instabilité micro-satellitaire.

1. Age

Dans cette série, la moyenne d’age est de 54,25ans tout sexe confondu avec des

extrémes d’age allant de 19 a 84 ans.
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70% -
60% -
50% -
40% -
W Patients < 50 ans
30% -
M Patients 2 50 ans

20% -

10% -

0% - n=55

Patients < 50 ans Patients 2 50 ans

Figure 22 : Répartition des patients en fonction de I’dge exprimé en pourcentage

2. Sexe

Sur 55 cas de cancers colorectaux sur lesquels la recherche d’une instabilité micro-
satellitaire a été faite. 34 cas étaient de sexe féminin et 21 cas étaient de sexe masculin avec

un ratio de 1,62.
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®m HOMME
B FEMME

Figure 23 : Répartition des cas en fonction de sexe.

3. Nombre de biopsies et de piéces

Dans I'ensemble des cas de CCR, nous avons recueilli 40 biopsies soit 45,45% et 48

pieéces opératoires soit 54,55%.

4, Recherche du statut MMR

Sur les 55 blocs tissulaires de patients qui ont fait 'objet d’une étude immuno-
histochimique a la recherche du statut MMR nous avons trouvé 13 cas MMR défaillant

(deficient) soit 24%.
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colorectaux : Expérience du service d’anatomie

Non
contributif
2%

MMR
proficient
T4%

MMR
deficient
24%

W MME deficient
B MMR proficient

Mon contributif

Figure 24 : Répartition des cas en fonction du profil MMR (proficient) ou (deficient)

5. Protéines incriminées

Dans notre série, pour les cas MMR défaillant(deficient) la perte d’expression de

MLH1/PMS2 a été retrouvée dans 10 cas soit 18,18%, contre 3 cas de perte d’expression de

MSH2/MSH6 soit 5,45%. Tandis que le reste des cas se sont révélés MMR fonctionnel

(proficient).

Mon contributif
[POURCENTAGE] (SR

Perte
MEHZ/MSHE

[POURCENTAGE] perte muH1/PMS2

[POURCENTAGE]

B Perte M3H2 /M5HE

B Part= MLHLPKMS2

u MMR proficient
MNaon contributif

Figure 25 : Répartition des cas en fonction de la protéine incriminée
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I. GENERALITES [15]

1. Identification du statut d’instabilité micro-satellitaire dans le CCR

a. But

C’est un marqueur diagnostique car il permet d’identifier les patients porteurs d’un
syndrome HNPCC. Il peut aussi servir comme marqueur thérapeutique permettant d’envisager

un traitement adjuvant.

b. Indications

e Age au diagnostic < 50 ans.
e Antécédent personnel de CCR ou de cancer de [I’endomeétre. But Diagnostic

e Antécédent familial (1er degré) de CCR ou de cancer de I'endometre.

= Cancers colorectaux de stade Il ]‘ But thérapeutique

c. Technigues de recherche

e Technique MS/

Extraction de ’ADN de la tumeur avec macro-dissection de la zone la plus riche en
cellules tumorales et de I’ADN du tissu normal. Génotypage 5 séquences microsatellites
consensus par PCR Pentaplex de ces séquences microsatellites (instabilité microsatellitaire ou

MSI si au moins 2 microsatellites instables sur 5.

e Technique IHC

En complément de la recherche d’instabilité microsatellitaire ou pour les cas avec trés
peu de cellules tumorales ou fixateur ne permettant pas d’étude en biologie moléculaire avec

les 4 anticorps : anti- MLH1, anti-MSH2, anti- MSH6 et anti-PMS2.
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d. Modalités de préparation du matériel tumoral

Modalités de prélévement

> Type de prélévement : exérése chirurgicale ou biopsie

> Type de tumeur:tumeur primitive colorectale ou métastase.

> Quantité de matériel:choisir un bloc riche en cellules tumorales (> 20% de cellules

tumorales).

Modalités de fixation

> Instabilité microsatellitaire : tumeur congelée ou fixée formol et incluse en paraffine

(pas d’acide picrique, autres fixateurs que le formol déconseillés).

» mmunohistochimie: tumeur fixée et incluse en paraffine uniquement : fixateur gold

standard = formol tamponé a 4%, interprétation parfois difficile pour les autres

fixateurs (AFA, Bouin, substitut du formol).

e. Délai de réponse dans notre CHU

Nombre de jours : 7 jours en moyenne.

f. Traitement adjuvant des CCR stade 2 : test MSI

Bien que non recommandée pour I’ensemble des CCR de stade Il, la chimiothérapie
adjuvante est préconisée dans certains cas reconnus a plus haut risque (T4, occlusion,
perforation...). Le schéma proposé peut alors se limiter a du 5FU seul. Dans le cas des
tumeurs présentant une instabilité microsatellitaire (MSl+), compte-tenu d’une part de leur
meilleur pronostic et d’autre part de I'effet délétére démontré du 5FU en monothérapie en

adjuvant, seule une surveillance est préconisée.

La recherche d’instabilité microsatellitaire chez les patients de stade Il, chez qui un

traitement adjuvant est envisagé, est donc nécessaire a la décision thérapeutique.
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Cancer colorectal de stade Il avec facteurs péjoratifs (occlusion, perforation...)

Test MSI positif ?

Non Qui

v \ 4

Tumeur MSS Tumeur MSI
(pas d'instabilité microsatellitaire) (instabilité microsatellitaire)

A 4

CHIMIOTHERAPIE ADJUVANTE 5FU

Figure 26 : schéma thérapeutique des cancers colorectaux de stade Il

Rq : Si maintien de I’indication de chimiothérapie adjuvante pour d’autres motifs : pas de 5FU
en monothérapie.

2. Mutations RAS

a. Anomalie moléculaire

Identifier une mutation des exons 2 (codons 12 ou 13), 3 (codon 61) et 4 (codons 117 et

146) des génes KRAS et NRAS dans les cancers colorectaux au stade métastatique.

b. But

C’est des marqueurs thérapeutiques permettant de prédire la réponse aux anti-EGFR.
Car la prescription d’anti-EGFR est conditionnée par I'absence de mutation RAS quel que soit

la thérapie ciblée (cetuximab ou panitumumab).
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c. Indication

Cancer colorectal au stade métastatique.

d. Technigues de recherche

Extraction de I’ADN de la tumeur avec macro-dissection de la zone la plus riche en
cellules tumorales, amplification de I’ADN par PCR puis Génotypage par Criblage HRM

et Hybridation spécifique d’alléle par Tagman ou séquencage pour les profils mutés.

e. Modalités de préparation du matériel tumoral

Modalités de prélévement

> Type de prélévement : exérése chirurgicale ou biopsie

> Type de tumeur : tumeur primitive colorectale ou métastase

> Quantité de matériel : choisir un bloc riche en cellules tumorales (>50% CT si possible)

Modalités de fixation

Tumeur congelée ou fixée et incluse en paraffine (pas d’acide picrique, éviter les autres

fixateurs acides tels que I’AFA).

f. Délai de réponse

Nombre de jours : 7 jours en moyenne.

3. Mutation BRAF

a. Anomalie moléculaire

Identification de la mutation BRAF V60OE dans les cancers colorectaux.
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b.  But

C’est un marqueur diagnostique de cancers sporadiques, il permet d’éliminer un
syndrome de Lynch. Il est aussi utilisé dans des essais thérapeutiques pour le développement

d’un traitement anti-BRAF.

c. Indications

e Cancer colorectal avec instabilité micro- satellitaire et perte d’expression _ _
de MLH1/PMS2 But diagnostic

e Cancer colorectal au stade métastatique

e Systématiquement avec la recherche de mutation RAS } Essais thérapeutiques

d. Technigues de recherche

Extraction de ’ADN de la tumeur avec macro-dissection de la zone la plus riche en
cellules tumorales puis amplification de I’ADN par PCR et enfin Génotypage par hybridation

spécifique d’alléle par Tagman (cible uniquement mutation V60O0E).

e. Modalités de préparation du matériel tumoral

Modalités de prélévement

> Type de prélévement : exérése chirurgicale ou biopsie

» Type de tumeur : primitive colorectale ou métastase.

> Quantité de matériel : choisir un bloc riche en cellules tumorales (> 50% de cellules

tumorales).
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Modalités de fixation

Tumeur congelée ou fixée au formol et incluse en paraffine (pas d’acide picrique, autres

fixateurs que le formol déconseillés).

f. Délai de réponse

Nombre de jours : 7 jours en moyenne.

En pratique, la recherche d’instabilité microsatellitaire est réalisée selon la stratégie

proposée dans I’arbre décisionnel ci-dessous.

La recherche de mutations constitutionnelles (germinales) est effectuée sur les
leucocytes sanguins. Cette recherche est toujours réalisée dans le cadre d’une consultation

d’oncogénétique par un laboratoire agréé.
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Cancer colo-rectal (ou du spectre HNPCC!) avec un des critéres suivants :
*  Age au diagnostic < 60 ans
*  Antécédent personnel ou familial (1*" degré) de CCR ou de cancer de Fendométre

* Si contexte clinique ou familial évocateur alors une consultation d’oncogénétique doit étre proposée’

¥ Test MSI positif ?
Non Oui
Tumeur MSS Tumeur MSI
(pas d'instabilité microsatellitaire) (instabilité microsatellitaire)

Immunchistochimie
des protéines MMR

! }

Perte d’expression Perte d’expression
MLH1, PMS22 MSH2, M5H62

l

Mutation
BRAF 73

Oui Non

~

Y

CANCER SPORADIQUE CONSULTATION D' ONCOGENETIQUE
Recherche de mutation
constitutionnelle

—

1 La réalisation d’un test RER sur une tumeur autre qu’un CCR ou qu’un cancer de I'endométre ne doit
étre réalisée qu’apreés avis de la RCP d’oncogénétique. 2L ’extinction de MSHZ2 et/ou MSH6 est spécifigue
du syndrome de Lynch contrairement a I’extinction de MLH1 qui s’observe aussi dans les tumeurs MSI+

sporadiques.3 Parmi les tumeurs MSI+ avec perte d’expression de MLHI1 en immunohistochimie, deux
analyses supplémentaires sont utiles pour distinguer les formes sporadiques des syndromes de Lynch .
la mutation BRAF V60OE et la méthylation du promoteur de MLHT observées seulement dans les cancers

sporadiques. En présence d’un phénotype MSI avec perte d’expression de MLH1 et méthylation du
promoteur de MLHI, il s’agit trés probablement d’un cancer sporadique.4 Néanmoins si le contexte
clinique ou familial est trés évocateur d’un syndrome de Lynch, une consultation d’oncogénétique doit
étre proposée.

Figure 27 : schéma diagnostique des CCR liés au syndrome de Lynch.
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4. Thérapie ciblée des CCR métastatiques : génotypage RAS/BRAF

Deux anti-EGFR (cetuximab et panitumumab) sont disponibles dans le traitement des
CCR métastatiques. Leur prescription était initialement conditionnée par I'absence de
mutation de I’exon 2 (codon 12 et 13) du gene K-RAS dans la tumeur. En 2013, le ciblage
thérapeutique des anti-EGFR dans le CCR métastatique a connu une nouvelle avancée
significative avec la validation de I'impact prédictif d’autres mutations situées sur les génes
KRAS et NRAS. En effet, des travaux récents réalisés chez des patients chimio-réfractaires
traités par Panitumumab seul et en premiére ligne traités par FOLFOX + panitumumab (étude
PRIME) ou FOLFIRI + cetuximab (étude FIRE-3) ont permis de démontrer que la présence
d’autres mutations KRAS (exon 3 : codon 61, exon 4 : codons 117 et 146) retrouvées chez
environ 10% des patients et de mutations du géne NRAS (exon 2 : codons 12, 13, exon 3 :
codon 61, exon 4 : codons 117 et 146), retrouvées chez environ 6%, étaient également

prédictives de la non efficacité du traitement.

En conséquence, les AMM de ces deux thérapies anti-EGFR (panitumumab et cetuximab)
ont été modifiées respectivement en juillet et décembre 2013. Il est précisé que la
détermination du statut mutationnel RAS de type sauvage (exons 2, 3 et 4 du KRAS et du

NRAS) est impérative avant I'instauration d’un tel traitement. [15]
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Cancer colorectal métastatique

Mutation RAS ?

Oui Non

v

TRAITEMENT STANDARD INDICATION POSSIBLE THERAPIE
PAS D’ANTI EGFR ANTI-EGFR

Figure 28 : schéma thérapeutique des cancers colorectaux métastatiques

5. Mutation BRAF V600E

La mutation BRAF V600E (représentant 5% a 10% des CCR parmi les tumeurs KRAS non
mutées) est un facteur pronostique péjoratif, surtout dans le CCR métastatique. Son role
prédictif de non réponse aux anti-EGFR n’est en revanche pas encore clairement établi : sa
recherche n’est donc pas a ce jour indispensable a leur prescription. Cependant afin
d’anticiper I’arrivée de nouvelles thérapies ciblées et de les rendre disponibles le plus
rapidement possible, l'institut nationnal francais du cancer a lancé un programme de
détection prospective de cette mutation depuis I'année 2013 : c’est dans ce cadre que la

détection de cette mutation est systématique conjointement a celle des génes RAS. [16]
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Il. Aspects épidémiologiques

1. Place du cancer colorectal

Le cancer colorectal se présente comme le deuxieme cancer en termes d’incidence dans

le monde (environ 1, 234,000 cas a travers le monde selon GLOBOCAN en

2008 et 342,137

cas dans 27 pays d’Europe en 2012) [17] (Figure 29)et le quatriéme cancer responsable de

mortalité dans le monde (149,984 cas de déces en Europe) [18,19] (Figure 30).

m Colorectal

m Col utérin

m (Esophage

Figure 29 : Estimation de I’'incidence des cancers dans le monde en 2012 [18]
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2. Situation géographique :

Grace au développement des registres de cancers a travers le monde , et au
développement des méthodes d'épidémiologie descriptive, il est devenu possible de comparer
des donné es d 'incidence entre de nombreux pays. Il existe de trés fortes variations

d'incidence du cancer colorectal entre les différentes régions du monde.

Aux Etats Unis le cancer colorectal se situe au 3®merang de tous les cancers et le
2e¢mecancer le plus meurtrier [20]. Diffé rentes études avaient démontré qu’aux Etats Unis
Canada, Australie, Nouvelle Zélande et la plupart des pays Européens , I'incidence et la
mortalité du cancer colorectal avait diminué depuis les années 70 ; Ceci aurait été expliqué
par la diminution de I’exposition aux différents facteurs de risque, au dépistage précoce et
ainsi une meilleure prise en charge [21-26]. Néanmoins, pour certains de ces pays qui
auraient connu une transition démographique comme I’Amérique centrale, ’Amérique du sud
et les pays d’Europe de I’Est, I'incidence du cancer colorectal aurait nettement augmenté [22-

29].

En France, avec 38 000 nouveaux cas par an, le cancer colorectal est le 38mecancer le
plus fréquent derriére ceux de la prostate et du sein, ce qui représente 10% de I’ensemble des
cancers [30]. En 20 ans, l'incidence a augmenté de 40 %[31-33]. Cela a été également

observé en Suede[34].

En Algérie, il représente 7,8 % de tous les cancers et vient a la2e me place[35].

En Tunisie le cancer colorectal vient au Ter rang de tous les cancers chez les 2 sexes, ce
qui représente 8,2 % chez les hommes et 7,8 % chez les femmes [36]. Dans le centre de la
Tunisie, I'incidence standardisée du cancer colorectal est de 6,5 sur 10 0000 habitants par an

chez 'homme et de 6,1 sur 100 000 habitants par an chez la femme. Au fil du temps, il y
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avait d’'importantes tendances a la hausse de +2,6 % (IC 95 % : 0,1 %—5,1 %) et +5,3 % (IC 95

% : 2,7 %—7,9 %) pour les femmes et les hommes, respectivement [37,39].

Au Maroc, vu la pauvreté des études épidémiologiques dans ce sens et des registres d e
cancer, seules quelques études ont permis une analyse approximative de I’état des lieux en
matiere de CCR. Ainsi le registre des cancers digestifs de Casablanca aurait placé le CCR en
deuxiéme position chez I’homme et pole position chez la femme apres le cancer de I’'estomac
[40]. D’aprés I’étude de Pr . Guerbaoui, le cancer colorectal se positionne en 3é me place de
tous les cancers (3,3 %) [41]. Selon le centre d’oncologie Al Azhar de Rabat, le nombre de cas
colligés était de 433 nouveau cas sur une période allant de 1994 a 2004 et qui représente

49,6% de I'’ensemble des nouveaux cas de cancers digestifs décris pendant cette période [42].

Concernant Feés, une étude réalisée par I'’équipe du service d’anatomopathologie sur les
cancers digestifs au CHU Hassan Il de Fes entre 2004 et 2007, 432 cas de cancers digestifs
ont é té hospitalisés durant cette période , représentant 18,5% de I'ensemble des cancers, le

CCR a occupé la premiére place avec 166 cas [43].

Seuls quelques études ont é té menées sur Marrakech dont I’étude réalisée par le service
de chirurgie viscérale du CHU Mohammed VI sur une période allant de 1997 a 2008, et a placé
le cancer colorectal en deuxiéme position parmi les cancers digestifs soit 26,8% et sixieme

rang de tous les cancers soit 6,7% [44].
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Cas de cancers

% des cancers

% des cancers

Série Période
colorectaux du colon du rectum
i ’ hologie CH
Service d arilatomopat ologie CHU 2003-2004 17 52.9 47,1
Hassan Il Feés [45]
Service de gastro-entérologie CHU
: 2001-2006 116 31,9 68,1
Hassan Il Fes [46]
Service de chirurgie C CHU Ibn
) 1998-2000 549 43,5 56,5
Sina Rabat [47]
Service des urgences chirurgicales
viscé rales CHU Ibn Rochd 1991-2000 174 47,7 52,3
Casablanca [48]
Services de gastro-enté rologie et
d’oncologie CHU Med Vi 2003-2006 204 47,6 52,4
Marrakech [49]
Service de chi ie viscérale CHU
ervice de chirurgie viscérale 1697-2015 2584 43.8 56.2
Med VI Marrakech [50]
Notre série 2016-2019 88 58,3 41,7
3. Age :

Le cancer colorectal est rare avant 45 ans [51]. Son incidence augmente avec I'dge. L'age

moyen au diagnostic est de 69,5 pour les hommes et de 72,8 ans pour les femmes.

L'incidence est identique pour les 2 sexes jusqu'a 60 ans, puis le cancer devient prédominant

chez les hommes. Le ratio d'incidence entre les deux sexes augmente régulierement entre 55

ans et 75 ans, passant de 1,0 a 1,7 [52]. Dans notre série, le sexe ratio était de 1,75.

Concernant le sujet jeune, I'age de 45 ans est considéré par la plupart des auteurs, comme la
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“frontiere” définissant la population “jeune” chez laquelle ce cancer est rare. L'étude des
incidences de ce cancer chez le sujet jeune réveéle qu'il y a une forte incidence en Arabie
Saoudite avec 21 a 23% des cas, l'ltalie avec 17%, Le Japon avec 10%. Dans les pays
occidentaux cette fréquence est faible [53-55]. Au Maroc, L'dge moyen de survenue de cancer
colorectal d'apres les estimations de l'institut national d'oncologie (INO) est 51,5 ans avec
26,6 % des patients dgés de moins de 40 ans pour le cancer du rectum [56]. Dans notre série,
la tranche d'age varie entre 17 ans et 79 ans avec un age moyen de 57 ans et 12,5% des cas

avaient moins de 40 ans, ce qui est conforme aux données de la littérature.

4. Sexe :

Plusieurs séries a travers le monde ont pu démontrer une légere pré dominance
masculine avec un sex-ratio de 1,5 [57]. L’incidence est la mé me dans les deux sexes jusqu’a
I’a ge de 65 ans, puis appardit une prédominance chez I’lhomme , secondaire a une fréquence

plus grande des cancers du c6 lon ascendant et du sigmoide[58].

Selon I’agence internationale pour la recherche sur le cancer (IARC), on estime qu’en
2015 le cancer colorectal repré sentera 9,7% de tous les cancers avec environ 814 000

nouveau cas chez I’homme et 664 000 chez les femmes [59, 60].

A partir d’'une é tude  ré alisée en Amérique et qui a inclut plusieurs états , hous
remarquons que pour certains pays comme Cuba le nombre de cas ne dé passe pas le millier
en 3 ans. Pourtant, en Bré sil, ce nombre s'est vu multiplié par 10. Le sexe fé minin majorait
surtout pour les localisations coliques par contre les hommes se faisaient diagnostiquer
beaucoup plus de cancers rectaux . Ceci avait é té expligué comme pour certains pays
Amé ricain tels que le Bré sil et I’Argentine , par le fait qu’ils mettaient a disposition des

protocoles de dé pistage allant d’un simple toucher rectal a la réalisation d’une coloscopie au
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moindre doute [61]. La Tunisie rejoint elle aussi les mé mes statistiques ave C une nette

pré dominancefé minine[46].

En France, le cancer colorectal a connu une grande hausse en termes d’incidence avec
une nette pré dominance masculine faisant un sexe ratio a 1,22 [62]. Une autre é tude poussé e
ré alisée dans le Nord -Est de la France indique que , pour le cancer colorectal , le nombre
estimé de cas incidents est pour les femmes en augmentation moyenne de  31% tous les dix
ans et pour les hommes , en augmentation moyenne de 65%. Ces ré sultats concordent avec

d’autres travaux, menés en Europe et dans le monde [63].

Dans notre é tude, le cancer colorectal connait é galement une prédominance masculine ,
et survient avec un sexe ratioH /F de 1,75. Ce chiffre se rapproche de celui retrouvé dans

plusieurs pays mais reste plus élevé.

Cette distinction homme /femme ne peut é tre expliqué e que par les variations

hormonales, les habitudes alimentaires, le tabagisme...etc.

lll. MUTATIONS KRAS, NRAS, BRAF :

Les mutations oncogéniques touchant un des génes RAS se retrouvent dans environ 30
% des cancers humains . La fré quence a laquelle les génes sont touchés dépend du type
tumoral. En effet, KRAS est davantage impliqué dans les tumeurs du pancréas, colorectales, de
I’endometre, des voies biliaires, du poumon et du col de l'utérus, alors que pour NRAS, des
mutations somatiques activatrices sont plus fréquemment retrouvées chez les mélanomes et

leucémies myéloides [Schubert et al., 2007].

La fré quence des muations activatrices KRAS et NRAS parmi les tumeurs colorectales est

différente. En effet, plusieurs études ont démontré que 40 % des CCR arborent des mutations
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somatiques aux codons 12 et 13 du gene KRAS, entrainant ainsi une activation constitutive de

la voie des MAP kinases indépendante du récepteur des EGF.

Concernant les mutations somatiques NRAS dans les tumeurs colorectales , les
fréquences observées sont beaucoup plus faibles , soitde 3 % a 9,6 %, dépendamment des
études. Dans notre étude la fréquence des mutations NRAS était de 4,5% ce qui est conforme
avec les données de la littérature ainsi que les principales études répertoriées . Contrairement
a KRAS ou ce sont les glycines 12 et 13 (G12 et G13) qui sont fréquemment muté es, pour
NRAS, il s’agit de la glutamine 61 (Q61), située dans I’exon 3, qui est le codon le plus souvent
touché [De Roock et al., 2010]. Dans notre série les résultats étaient similaire, c’est les
glycines 12 et 13 (G12 et G13) qui étaient fréquemment mutées, soit de 23,9 % pour KRAS et
pour NRAS aussi nos résultats étaient conformes avec les résultats des autres études ou c’est
la glutamine 61 (Q61) qui était la seule protéine mutée. Les mutations NRAS et KRAS sont
mutuellement exclusives . Le tableau 2 présente unrésumé d es principales études
répertoriées. En 2011, Lin et ses collaborateurs ont publié une revue systématique dont
I'objectif était d’évaluer le bénéfice clinique potentiel d’une thé rapie aux anti -EGFR en
fonction du statut moléculaire de genes autres que KRAS, dont NRAS. Les auteurs ont repéré
une seule é tude rétrospective multicentrique de qualité acceptable menée sur des tumeurs de
patients atteints d’un CCRm réfractaires aux chimiothérapies standard et ayant rec u le
cé tuximab combiné a de la chimiot hérapie [Lin etal ., 2011 ; De Roock et al ., 2010]. Parmi
toutes les tumeurs évaluées (n = 649), seulement 82 % (302/370) de celles confirmées non
muté es pour KRAS avaient des informations a la fois sur le statut NRAS et I’issue clinique des
patients. Les donné es de fréquence sont présentées au tableau 2, soit 4,1 %(13/315) des
tumeurs non muté es KRAS étaientmutées pour NRAS. Notons que les patients de I’é tude de De

Roock 2010 ont re¢ u des régimes variés de cétuximab.

- 53 -



Profil immunohistochimique et moléculaire des cancers colorectaux : Expérience du service d’anatomie
pathologique du CHU Mohammed VI de Marrakech.

MUTATIONS KRAS N (%)

MUTATIONS NRAS N (%)

ETUDES CCR METHODE
CODONS 12/13 | AUTRES CODONS GLOBALE CODONS
Gaspariniet N = 94 KRAS Q61 : 5 (5) G12/13:3(3)
al. 2014 G12-13 wt PSQ 12/94 (13) A146 :5 (5) 9/94 (9,6) Q61: 6 (6)
B (Sanger) K117:0(0) )
Di Bartolomeo
N =28 Sanger 11/23 (48) 0/23 (0) 1/22 (4,5) G12:1 (4,5
etal., 2014
Q61 :24/638 G12:17/637
Douillardet | N = 641 KRAS (3,8) Al146: 2,7)
al. 2013 G12-13 wt HRM + Sanger 0/641 (0) 28/620 (4,5) 48/641 (7,5) | G13:5/637(0,8)
v K117 :8/620 Q61 : 26/636
1,3) 4,1
G12:7 (2,5
Peeters et al.,
5013 N =288 PCR ASO + NGS 117/280(42) | Q61 :7/284 (2,5) | 14/282 (5,0) G13:1(0,4)
Q61 :6(2,1)
Shenet al Q61 : 14/672 G12:8/630(1,3)
2013 N N =676 Sanger 219/674 (32) (‘2 N 26/621(4,2) | G13:3/630(0,5)
’ Q61 :13/643 (2)
Vauchnet al Q61:19/513 G12:9(1,8)
920” v N=2121 PSQ 900/2121 (42,4) (3,7) A146 : 26/513 (5,1) G13:1(0,2)
17/513 (3,3) Q61 :16(3,1)
Beadlinget al., A59:1(0,4) G12:40,7)
2011 N =236 Mass Array 78/236 (33 %) Q61 : 6 (2,5) 8/236 (3,4) G13:1(0,9)
] ’ Q61:3(@1,3)
Jankuet al.,
N =105 PSQ 49/97 (51) ? 2/31 (6) ?
2011
Q61 :16/747 G12:4(0.6)
De Roocket .
al. 2010 N = 747 Mass Array 271/747% (36) (2,1) A146 : 17/644 (2,6) G13:1(0,2)
v 15/747 (2,0) Q61 :12(1,8)
. A59:1(1,1) G12:0(0)
L Micro array
Notre série N =88 PCR 21/88 (24) Q61:7(7,9 4/88 (4,5) G13:0(0)
A146 : 6 (6,8) Q61 : 4 (4,5)
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Les mutations des ge nes KRAS et NRAS sont respectivement rencontrées dans
approximativement 30 % a 50 % et 2 % a 7 % des tumeurs colorectales, tandis que celles de
BRAF sont présentes dans moins de 10 % de ces tumeurs [BCBS, 2016;Dienstmann et

Tabernero, 2016]. Une autre étude plus récente qui va dans le méme sens de nos résultats.
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Le CCR repré sente au Maroc et a travers le monde un problé me de santé publique . Il

occupe la premieé re place parmi les cancers digestifs dans notre pays.

Le protocole de prise en charge du CCR est basé sur la classification OMS 2019 et TNM
2017 qui font I'objet d’un consensus international. L’anatomopathologiste joue donc un ro6 le
dé terminant pour confirmer le diagnosti c et dé terminer les facteurs pronostiques et
thérapeutiques. Pour cela, une analyse minutieuse et exhaustive de la pie ce opératoire est
né cessaire d’ou I'in té rét de I'élaboration d’'un compte rendu anatomopathologiqu e

standardisé.

Le dé veloppement des techniques de biologie moléculaire a permis de mieux
comprendre la gené se du CCR . Il est clair aujourd’hui que les malades porteurs d’un
carcinome de type MSI constituent un groupe particulier , d’olu un bon pronostic et une
meilleure ré ponse a la chimiothérapie . La dé termination du statut moléculaire de la tumeur
devient donc une é tape importante dans la prise en charge personnalisée des malades
L’utilisation de I’étude immuno- histochimique pour établir le statut MMR a permis de guider
I’attitude thérapeutique des CCR stade Il approchant ainsi le statut microsatellitaire stable et

instable.

Cette étude nous a permis d’une part d’établir le pourcentage des cas de CCR mutés
KRAS, NRAS et BRAF et de le comparer a la littérature. Et d’autre part de déterminer le
pourcentage des cas de CCR stade Il présentant un statut MMR fonctionnel ou défaillant au

sein du service d’anatomie pathologique du CHU Mohammed VI de Marrakech.

Nous avons pu étudier ces données et analyser quelles sont les pratiques courantes
ainsi que d’améliorer leurs conditions de réalisation et leur impact théranostique pour une

prise en charge personnalisée des patients atteint de CCR.
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L’'unité de biopathologie du centre de recherche clinique au CHU Mohammed VI de
Marrakech constitue un milieu d’épanouissement scientifique pour la réalisation des examens
complémentaires de 3éme niveau notament pour la recherche de mutations génétiques par un
personnel qualifié. Les techniques de recherche de mutations RAS ont été certifié sur 2 années
consécutives via des organismes internationnaux, ce qui assure la validité de ces tests et

procure une sécurité pour le patient.
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Perspectives
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Cette étude incite donc a:

- Améliorer la phase pré analytique pour assurer une bonne fixation des préléevements :

e Prévoir une journée de formation pour le personnel du bloc opératoire et personnel
d’aide endoscopique.

e Fournir au chirurgien et endoscopiste le formol tamponé neutre a 4%.

e Sensibiliser le personnel anatomopathologique sur l'intérét de la gestion du

prélévement de petite taille précieux.

- Adhérer a des programmes d’assurance qualité.

- Rechercher les mutations des génes KRAS/NRAS/BRAF et le statut MMR une fois que le
diagnostic d’ADK est posé.

- Au niveau national ou maghrébin, penser a développer des plateformes techniques
selon les normes internationales plus sensibles, plus spécifiques et moins colteuses

adaptés a notre contexte ciblant " /es drivers oncogéniques " pour permettre un
traitement personnalisé des patients atteint de CCR « Traitement a la carte ».

- Elaborer un référentiel national de biologie moléculaire des CCR.
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FICHE D'EXPLOITATION

ANNEXE |
CENTRE HOSPITALIER ET UNIVERSITAIRE MOHAMMED VI- Marrakech
Service: Anatomie pathologique
FICHE D’EXPLOITATION N°........... B
"~ IDENTITE
NUMEro BIomOl: ........eeeeeeveeeecvesissvsirvesees BD) s cvcrs ivensninniesannsinsugnnsanmesing ns Cusmnsiaansn
Sexe: M O F O

ETUDE ANATOMO-PATHOLOGIQUE

- Matériel d’étude

« Biopsie []
Hemicolectomie Dt OJ
Colectomie totale O
AULTES L oottt et s sveeete s eeees s sea et eas ses s assaesesesanssaabearaaessessms et senmsaesnsesnasasa s smnanreaetbesanaes

. Piéce opératoire[]

Hemicolectomie G O
Recto — sigmoidetomie [

- Site anatomique de la tumeur : (si piéce opératoire)

Colon droit 0 Colon transverse [0 Colon sigmoide [0 Rectum [

-Taille :....

-Aspect macroscopique : (si piéce opératoire)

Bourgeonnant [ Ulcéro-bourgeonnant [0 Sténosant [ Perforation O

Epaississement pariétal [ Circonférentiel

Remaniements hémorragiques 0O Remaniements nécrotiques [

Ferme Friable [

Mésorectum : Complet O Incomplet O  Presque complet [

- Etude histologique :

e Type histologique

ADK mucineux O BUTE LD iivsiismisvsnsissnsmriiavssism sy

G2mMp)O  G3(Pp) O

ADK liberkuhnien O

. Grade : G1(BD)[q
e Infiltration:

csOd sous muqueux] Musculeuseld  sous séreuse [
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® Embole veineux : oulrOd nNonO
. Embole lymphatique : oulrd Non O
e Engainements périnerveux: ouUIO NoN O
e Limite d’exérése latérale : Saine 1 Tumorale O

e Limite circonférentielle : (Rectum)

Saine [0 DiStQnCe........oereeevvvssesnsevesrsrsrsssssssssn Tumorale O

e Meétastase ganglionnaire : OUI ] NON O

o Clossification PINM s i it diemsnessrineeimmnsasssssssssssrinsssieasssansssas aee asssssessnssnsasas

8 SIO0E TINM fiiisiisisiiiioinsioassuissimiss sy iss s oy s ss st v sEa s s vedss o S SRSy S S sV

ETUDE MOLECULAIRE
-Technique utilisée : GENOMICK O foru g0
-Matériel : Interne O Ext [ -Origine &z
Biopsie O Piece O
Colon O Métastase O
-Mutation KRAS : oul O von O
Exon : 20 30 40O

Codon: 120 130 610 1170 1460

MULGLION....oeeretsrt s s s seasssin s
-Mutation NRAS:  oUI O NoN O
Exon : 20 30 4 0
Codon : 120 130 610 1170
MULALION.....cvieerirereseesetcets et st
-Mutation BRAF V60OE : OUI O NON O
-Non conforme : oulr O Raison : -Fixation : oulg NON O

-Exigiiité du matériel : oul 0O Non 0O

NonN O



Profil immunohistochimique et moléculaire des cancers colorectaux : Expérience du service d’anatomie
pathologique du CHU Mohammed VI de Marrakech.

-Matériel : Biopsie O Piece 0O
PMs2 O MLH 10
mss O ms! O
MsH2 O MsHeO
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-Exigiiité du matériel : oul [ Non O
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ANNEXE Il :

L'étude immunohistochimique par immunoperoxydase (Technique
automatisée: Dako Autostainer link 48) aprés restauration antigénique
au bain marie montre:

- Une expression nucléaire modérée des cellules carcinomateuses de
l'anticorps anti-MSH2 (Clone: N29-D. Dako).

- Une expression nucléaire modérée des cellules carcinomateuses de
l'anticorps anti-MSH€é (Clone: GM024).

- Une expression nucléaire mdoérée des cellules carcinomateuses de
l'anticorps anti-MLH1 (Clone: GMO1ll.Dako).

- Une expression nucléaire modérée des cellules carcinomateuses de
l'anticorps anti-PMS2 (Clone: Al6-4. Dako).

CONCLUSION:
- Aspect phénotypique correspondant d'une
conservation de l'expression nucléaire des protéine
MMR (MSH2; MSH6; MLH1; PMS2) compatible avec un
profil MMR proficient.

Pr. HANANE RAIS
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ANNEXE I

L'étude immunohistochimique  par immunoperoxydase (Technique
automatisée: Dako Autostainer link 48) aprés restauration antigénique
au bain marie montre:

- Une absence d'expression nucléaire des cellules carcinomateuses de
l'anticorps anti-MLH1 (Clone: GM011.Dako), avec témoin interne
positif.

- Une absence d'expression nucléaire des cellules carcinomateuses de
l'anticorps anti-PMS2(Clone: Alé6-4. Dako), avec témoin interne
positif.

- Une expressiocon nucléaire mcodérée des cellules carcincmateuses de
l1'anticorps anti-MSH2 (Clone: N29-D. Dako), avec témoin interne
positif.

- Une expression nucléaire intense des cellules carcinomateuses de
l'anticorps anti-MSH6 (Clone: GM024), avec témoin interne positif.

CONCLUSION:

- Extinction d’expression de la protéine MLH1 et PMSZ et
expression de la protéine MSH2 et MSH6 en faveur d’un
statut MMR déficient (MSI).

- Un complément pour recherche de mutation BRAF et/ou
hyperméthylation de MLH1 est souhaitable pour préciser
1"origine sporadique ou germinale.

Pr. HANANE RAIS
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RESUME

L'adénocarcinome colorectal (CCR) est une tumeur épithéliale maligne développée au
dépend du gros intestin et présentant une différenciation glandulaire ou mucineuse.

Le diagnostic positif des CCR est basé sur I’étude anatomo-pathologique de la biopsie
colorectale ou de la piece opératoire.

Le traitement repose classiquement sur la résection chirurgicale carcinologique,
associée ou non a la radiothérapie et/ou a la chimiothérapie et de plus en plus sur la thérapie
ciblée.

Notre étude a eu lieu au sein du service d’anatomie pathologique du CHU Mohammed
VI de Marrakech. Le but de ce travail rétrospectif et prospectif est d’'une part, d'établir le profil
moléculaire via la recherche de mutations KRAS/NRAS/BRAF afin de prédire la réponse aux
anti-EGFR et redresser le traitement dans certains stades avancés de la maladie et d’autre
part, de définir le profil immuno-histochimique pour identifier le statut MMR fonctionnel ou
MMR défaillant afin d’identifier les patients porteurs d’un syndrome HNPCC et d’envisager un
traitement adjuvant chez les patients de stade Il approchant ainsi l'instabilité micro-
satellitaire des CCR.

Pour rechercher les mutations des genes RAS et BRAF, on a utilisé les techniques de
biologie moléculaire se basant sur une plateforme de micro-puces a faible densité ou sur un
systeme de test moléculaire entiérement automatisé basé sur la PCR en temps réel. Pour la
recherche du statut MMR nous avons fait une étude immuno-histochimique aux anticorps
MLH1, PMS2, MSH2 et MSH6.

Quatre-vingt-huit cas de CCR ont fait l'objet d’une recherche de mutations
KRAS/NRAS/BRAF et 55 autres cas de CCR ont fait I’objet de la recherche du statut MMR. Tous
enregistrés dans le laboratoire d’anatomie pathologique du CHU Mohammed VI de Marrakech
entre 2016 et 2019.

Pour I’étude moléculaire a la recherche de mutations des genes KRAS, NRAS et BRAF,
I’age moyen de nos patients était de 57 ans. Le sexe ratio était de 1,75 avec une
prédominance masculine. Les prélevements recus étaient des biopsies ou des piéces
opératoires fixées et inclues en paraffine, les piéces opératoires représentent 54,55% contre
45,45% de biopsies. La source de la demande provenait de laboratoires d’anatomie
pathologique privés dans 64,7% des cas contre 35,3% de cas du service d’anatomie
pathologique du CHU. Concernant I'’examen macroscopique, le site de la tumeur principale est
colique dans 55,8% des cas, rectal dans 39,7% des cas et de localisation mixte dans 4,5% des
cas. Le foie est le site métastatique le plus fréquent, retrouvé dans 25% des cas. Pour I’analyse
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histologique 80,68% des cancers étaient des ADK liberkunien, dont 54,54% sont
moyennement différenciés. La mutation du gene KRAS a été retrouvé chez 40% des cas, contre
4% pour le gene NRAS et 2% pour le géne BRAF.

Les patients présentant une mutation RAS ne vont pas bénéficier d’'une thérapie ciblée
a base d’anti-EGFR. Notre approche s’intégre dans la prise en charge personnalisée du patient
atteint de CCR au stade métastatique.

Pour I’étude immouno-histochimique a la recherche du statut MMR fonctionnel ou
défaillant, la moyenne d’dge était de 54 ans. Le sexe ratio était de 1,62 avec une
prédominance féminine. Le statut MMR défaillant (MSI) a été retrouvé dans 24% des cas contre
74% des cas avec un statut MMR fonctionnel (MSS). Dans les cas des tumeurs présentant un
statut MMR défaillant (MSI), compte-tenu d’une part de leur meilleur pronostic et d’une autre
part de I'effet délétere démontré du 5FU en monothérapie en adjuvant, seule une surveillance
est préconisée. Pour les autres tumeurs présentant un statut MMR fonctionnel (MSS) une
chimiothérapie adjuvante peut étre envisagée.

A travers ces résultats nous avons relevés plusieurs points positifs qui nous ont permis
d’élaborer une fiche d’examen anatomo-pathologique et des comptes rendus
anatomopathologiques de recherche de mutations et d’instabilité microsatellitaire
standardisés. Cette étude incite donc a améliorer les différentes étapes de la phase pré-
analytique, de sensibiliser étudiants, internes et résidents a remplir des bons d’examens
anatomopathologiques standardisés, d’attirer I'attention du personnel anatomopathologique
sur I'intérét de la gestion des prélevements de petite taille précieux et enfin de développer
des plateformes techniques selon les normes internationales plus sensibles et moins
colteuses ciblant les drivers oncogéniques pour permettre un traitement

personnalisé,« Traitement a la carte », des patients atteint de CCR.
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ABSTRACT

Colorectal adenocarcinoma (CRC) is a malighant epithelial tumor originating in the
large bowel and presenting with a glandular or mucinous differentiation.

The positive diagnosis of CRC is based on the anatomo-pathological study of the
colorectal biopsy or a direct sample examination after the surgery.

Treatment is traditionally based on a carcinological surgical resection, with or without
radiotherapy and/or chemotherapy, and increasingly on a targeted therapy.

The study has been conducted in the anatomo-pathological department of the
Mohammed VI University Hospital in Marrakech. The objective of this retrospective and
prospective work was two-fold. On one hand, we aimed to establish the molecular profile
through a search ofthe KRAS/NRAS/BRAF mutations in order to predict the response to anti-
EGFR and to redress treatment in certain advanced stages of the disease. On another hand, we
attempted to define the immuno-histochemical profile to further identify the functional MMR
or failing MMR status targeting patients with HNPCC syndrome, and to consider adjuvant
treatment in stage Il patients approaching the micro-satellite instability of CRCs.

Molecular biology techniques based on a low-density microarray platform or a fully
automated, real-time PCR-based molecular test system were used to search for mutations in
the RAS and BRAF genes. For the search for MMR status we did an immuno-histochemical
study with MLH1, PMS2, MSH2 and MSH6 antibodies.

Eighty-eight CRC cases were subject of a KRAS/NRAS/BRAF mutation search and 55
other CRC cases were subject of a MMR status search. All the findings have been recorded in
the laboratory of pathological anatomy in the Mohammed VI University Hospital of Marrakech
between 2016 and 2019.

For the molecular study in search of mutations in the KRAS, NRAS and BRAF genes, the
average age of patients was 57 years, the sex ratio was 1.75 with a male predominance. The
samples received were biopsies or fixed surgical parts included in paraffin, the surgical parts
representing 54.55% compared to 45.45% of biopsies. The source of the request came from
private pathological anatomy laboratories in 64.7% of cases compared to 35.3% of cases in the
UHC's pathological anatomy department. During the macroscopic examination, the site of the
main tumor was colic in 55.8% of cases, rectal in 39.7% of cases and of a mixed localization in
4.5% of cases. The liver was the most frequent metastatic site found in 25% of cases. For
histological analysis, 80.68% of tumors were liberkunian ADKs, 54.54% of which were
moderately differentiated. The KRAS gene mutation was found in 40% of cases, compared to
4% for the NRAS gene and 2% for the BRAF gene.
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Patients with the RAS mutation will not benefit from targeted anti-EGFR therapy. Our
approach is integrated into the personalized patient management of the metastatic CRC.

For the immuno-histochemical study on the microsatellite instability, the average age
was 54 years; the sex ratio was 1.62 with a female predominance. The deficient MMR status
was found in 24% of cases compared to 74% of cases with a proficient MMR status. In case of
tumors with deficient MMR status (MSI), taking into account both their better prognosis and
the demonstrated deleterious effect of 5FU as monotherapy as adjuvant, only monitoring is
recommended. For other MMR proficient tumors (MSS), adjuvant chemotherapy may be
considered.

Through these results we were able to identify several key learnings allowing us to
develop standardized anotomo-pathological patient record forms as well as standardized
anatomo-pathological reports of the microsatellite and instability mutations search

This study encourages the improvement of the various stages of the pre-analytical
phase. It aims to increase awareness among students and residents, and should motivate
residents to fill their requests in the standardized anatomo-pathological examination forms. It
draws attention of the anatomo-pathological staff to the importance of managing precious
small samples. Finally, it triggers and should drive a development of the technical platforms
according to the more sensitive and less costly international standards targeting oncogenic

drivers and enablinga personalized treatment approach for the patients with CRC.
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