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L’Institut national du cancer (INCa) est 'agence d’expertise sanitaire et scientifique en cancérologie
chargée de coordonner la lutte contre les cancers en France.

PLOn Le Plan cancer 2014-2019 a pour ambitions de donner a chacun, partout en
France, les mémes chances de guérir et de mettre plus rapidement encore les
nceR innovations au service des malades.

20]4—20]9 Il comprend 17 objectifs regroupés autour de quatre grandes priorités de santé:

Guérir plus de personnes malades
Préserver la continuité et la qualité de vie
Investir dans la prévention et la recherche
Optimiser le pilotage et les organisations

Le Plan cancer s'inscrit dans la mise en ceuvre de la Stratégie nationale de santé

et de I'’Agenda stratégique pour la recherche,

le transfert et I'innovation « France-Europe 2020 ».

Ce guide répond a
Faire évoluer le dispositif d’'oncogénétique et améliorer son acces

Pour en savoir plus et télécharger le Plan cancer: e-cancer.fr

Ce document doit étre cité comme suit : © Tests somatiques recherchant une déficience du systme MMR au
sein des tumeurs du spectre du syndrome de Lynch, collection Outils pour la pratique, INCa, juin 2016.

Du fait de la détention, par des tiers, de droits de propriété intellectuelle, toute reproduction intégrale

ou partielle, traduction, adaptation des contenus provenant de ce document (a 'exception des cas prévus
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OBJECTIFS ET METHODOLOGIE

e diagnostic des prédispositions génétiques est

mis en ceuvre dans le cadre du dispositif natio-

nal d’oncogénétique qui s’organise autour de 130
sites de consultation, se répartissant dans 90 villes
sur I'ensemble du territoire, et de 25 laboratoires
d’oncogénétique, en charge de la réalisation des tests
génétiques prescrits au décours d’'une consultation.
Cette structuration, adossant des laboratoires aux
consultations d’oncogénétique, a pour objectif d’iden-
tifier les personnes prédisposées héréditairement au
cancer, qu’il s’agisse de malades (cas index) ou de
membres non malades de leur famille (apparentés).
Elle s’adresse ainsi aux personnes dont les antécé-
dents médicaux, personnels et/ou familiaux, sont évo-
cateurs d’une forme héréditaire de cancer.

Si le nombre de consultations réalisées, de tests géné-
tiques mis en ceuvre par les laboratoires et, par voie
de conséquence, de personnes prédisposées hérédi-
tairement a un cancer identifiées progresse continuel-
lement depuis 2003, lidentification des personnes
porteuses d’'une mutation les prédisposant a une
pathologie digestive n’est pas encore optimale, parti-
culiéerement concernant le syndrome de Lynch. Pour-
tant, en cas de suspicion d’un syndrome de Lynch, des
critéres cliniques (agrégation de cancers du spectre
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du syndrome de Lynch au sein d'une méme branche
familiale, 4ge précoce de survenue du cancer, cancers
multiples) et biologiques (recherche d’une déficience
du systéme MMR) permettent de favoriser 'orientation
des personnes vers une consultation d’oncogénétique.

Dans ce contexte, ce guide de bonnes pratiques, dédié
aux tests somatiques recherchant une déficience du
systteme MMR au sein des tumeurs du spectre du
syndrome de Lynch (immunohistochimie et biologie
moléculaire), constitue un cadre institutionnel qui a
pour objectif, sur le plan national, d’harmoniser les
pratiques et de contribuer a une qualité optimale des
examens. S’adressant au personnel des laboratoires
réalisant tout ou partie de ces tests, il s’intéresse a
toutes les étapes de cette recherche, de la prescription
jusqu’au rendu d’un résultat complet, en passant par
la phase préanalytique et, bien entendu, la phase ana-
Iytique. 11 intégre des préconisations lorsque néces-
saire.

Ce document a été rédigé en collaboration avec un
groupe d’experts dans le domaine concerné. Il se base
sur l'analyse d’un corpus bibliographique et sur un
partage d’expériences avec les laboratoires réalisant
ces tests somatiques en France.
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CONTEXTE

e syndrome de Lynch est une forme héréditaire

non polyposique de cancers colorectaux res-

ponsable d’environ 2 a 3 % de ’ensemble des
cancers colorectaux. Il s’agit d’une prédisposition
génétique a transmission autosomique dominante
liée & une altération génétique constitutionnelle
d’un géne impliqué dans le systeme d’identification
et de réparation des mésappariements de ’ADN: le
systeme MMR pour MisMatch Repair. Quatre génes
sont essentiellement touchés: MLH1 et MSH2, res-
ponsables d’au moins deux tiers des cas, MSH6 et
PMS2, plus rarement impliqués. A T'origine d’'un
risque accru de cancer colorectal, avec un risque
cumulé de 30-48 % avant I’dge de 70 ans, les mu-
tations constitutionnelles des genes MMR peuvent
également jouer un role dans la geneése de toute une
série d’autres cancers touchant un grand nombre
d’organes:

O endometre principalement (risque cumulé
de 30-54 % avant 70 ans);

O voies biliaires, voies excrétrices urinaires
(bassinet et uretére essentiellement), ovaires
et intestin gréle ensuite;

O estomac, tumeurs sébacées (adénomes
et carcinomes), tumeurs cérébrales et
pancréas dans une moindre mesure.

Les caractéristiques de ces tumeurs ainsi que les
données endoscopiques (dans le cas des cancers
colorectaux) n’étant pas spécifiquement évocatrices
d’un syndrome de Lynch, le diagnostic est évoqué
devant:

O une agrégation de cancers colorectaux et/ou
de cancers du spectre du syndrome de Lynch
au sein d’'une méme branche familiale,

O la précocité de la survenue du cancer,

O la présence des cancers multiples,
synchrones ou métachrones.

Outre ces critéres cliniques individuels et familiaux,
les tumeurs développées dans le cadre du syndrome
de Lynch présentent quasiment toujours une défi-
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cience du systeme MMR révélée par une instabilité
microsatellitaire (MSI pour MicroSatellite Instability)
et une perte d’expression d’'une ou deux protéines
MMR. La recherche de cette déficience permet donc
d’identifier des patients susceptibles d’étre porteurs
d’une altération constitutionnelle d'un gene MMR et
devant de ce fait étre orientés vers une consultation
d’oncogénétique.

La défaillance du systeme MMR se traduit en effet
par une perte d’expression d’une ou deux protéines
MMR et par une augmentation des erreurs lors de
la réplication de ’ADN. Celles-ci touchent plus par-
ticuliérement les microsatellites, séquences d’ADN
mono, di ou trinucléotides répétées en tandem au
sein du génome. Lors du fonctionnement cellulaire
normal, les mésappariements engendrés lors de la
réplication de ’ADN sont réparés par les protéines
du systeme MMR (MLH1, MSH2, MSH6 et PMS2) et
les séquences microsatellitaires sont correctement
répliquées. A I'inverse, en cas de perte de fonction
de l'une de ces protéines du fait d’'une altération
de I'un des génes MMR, des erreurs s’accumulent
particuliérement au sein des séquences microsatel-
litaires sous la forme d’alléles de taille variable et
peuvent donc étre détectées.

Certains cancers sporadiques présentent égale-
ment une instabilité des microsatellites. Cependant,
celle-ci n’est pas due a une mutation d’un gene
MMR, contrairement a ce qui est observé dans les
formes héréditaires, mais a une répression épigé-
nétique de ’expression du gene MLH1 par hyper-
méthylation de son promoteur. En complément des
tests somatiques recherchant une déficience du sys-
teme MMR, il est donc nécessaire dans certains cas
de mettre en ceuvre une recherche de méthylation
du promoteur du gene MLH1, précédée éventuelle-
ment d’une recherche de mutation du géne BRAF
lorsqu’il s’agit d’un cancer colorectal, avant de pré-
coniser l'orientation vers une consultation d’onco-
génétique.
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Ce guide concerne les personnes atteintes d'un
cancer du spectre du syndrome de Lynch et
présentant des critéres individuels et/ou familiaux
les rendant éligibles a une recherche de déficience
du systeme MMR au sein de leur tumeur, recherche
dont le résultat doit favoriser leur orientation vers une
consultation doncogénétique.
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Tests somatiques recherchant une déficience du systéme MMR dans un contexte
de suspicion de syndrome de Lynch: CONTEXTE

|
|
Il est a noter que ces tests somatiques doivent I
servir a identifier davantage de personnes atteintes
d’'un syndrome de Lynch. Néanmoins, en 'absence I
d’une déficience du systtme MMR mais dans un
contexte clinique et/ou familial trés évocateur I
d’une prédisposition génétique a une pathologie I
autre que le syndrome de Lynch, une consultation
d'oncogénétique doit étre proposée. I
o
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DEFICIENCE DU SYSTEME MMR
ET SYNDROME DE LYNCH

LA PRESCRIPTION

) RAPPEL DES CRITERES
DE PRESCRIPTION

Personne avec un cancer colorectal

En France, au-deld des contextes personnels et/ou
familiaux tres évocateurs d'un syndrome de Lynch,
les tests somatiques recherchant une déficience du
systéme MMR doivent étre réalisés systématiquement
chez toute personne de moins de 60 ans avec un can-
cer colorectal [Thésaurus national de cancérologie
digestive].

Personne avec un cancer de ’endométre

En France, au-deld des contextes personnels et/ou
familiaux tres évocateurs d'un syndrome de Lynch,
les tests somatiques recherchant une déficience du
systéme MMR doivent étre réalisés systématiquement
chez toute personne de moins de 50 ans avec un can-
cer de 'endometre. Cette recherche peut se discuter
entre 50 et 60 ans™.

Personne avec un autre cancer du spectre

du syndrome de Lynch ou avec des lésions
précancéreuses

Outre les cancers colorectaux et les cancers de I’en-
domeétre, les mutations constitutionnelles des genes
MMR al’origine du syndrome de Lynch et de son équi-
valent, le syndrome de Muir Torre, peuvent jouer un
role dans la genese d’autres cancers touchant de nom-
breux organes: voies bhiliaires, voies excrétrices uri-
naires (bassinet et uretére essentiellement), ovaires,
intestin gréle, estomac, tumeurs sébacées (adénomes
et carcinomes), tumeurs cérébrales et pancréas.

La recherche d’'une déficience du systéme MMR au
sein de ces tumeurs doit étre demandée sur justifica-
tion d’'un contexte personnel et/ou familial évocateur
d’un syndrome de Lynch.

1. Guide ALD n° 30 Cancer de 'endometre — HAS et INCa —
décembre 2010

Il en est de méme pour toute demande de recherche
d’'une déficience du systeme MMR sur des lésions
précancéreuses (adénomes coliques «avancés» par
exemple) qui doit se faire sur justification d’'un contexte
personnel et/ou familial évocateur ou bien par une
consultation d’oncogénétique.

Personne avec un cancer n’appartenant pas
au spectre du syndrome de Lynch

Dans ce contexte, la recherche d’'une déficience du
systéme MMR ne se justifie pas.

| Tests somatiques recherchant

une déficience du systéme MMR
dans un contexte de suspicion

de syndrome de Lynch: POUR QUI?

1 Personne avec un cancer colorectal,
diagnostiquée a un age inférieur a 60 ans
ou présentant, quel que soit son age, des
antécédents personnels ou familiaux (au
premier degré) de cancer colorectal ou de
cancer(s) du spectre du syndrome de Lynch.

1 Personne avec un cancer de 'endometre,
diagnostiquée a un age inférieur a 50 ans
(recherche pouvant se discuter entre 50 et
60 ans) ou présentant, quel que soit son age,
des antécédents personnels ou familiaux (au
premier degré) de cancer colorectal ou de
cancer(s) du spectre du syndrome de Lynch.

1 Personne avec un cancer du spectre du
syndrome de Lynch, autre qu’'un cancer
colorectal ou qu'un cancer de 'endomeétre,
sur justification d’un contexte personnel et/ou
familial évocateur d’'un syndrome de Lynch.
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ETS

DEFICIENCE DU SYSTEME MMR
ET SYNDROME DE LYNCH
LA PHASE PREANALYTIQUE

) FEUILLE DE PRESCRIPTION tion (volet clinicien) et d’une feuille de transmission
La demande d’'une recherche de déficience du systeme  pourla plateforme de génétique moléculaire des cancers
MMR doit étre accompagnée d’une feuille de prescrip-  (volet pathologiste) comprenant les données ci-apres.

TABLEAU 1. ELEMENTS DEVANT FIGURER SUR LA FEUILLE DE PRESCRIPTION (VOLET CLINICIEN)
ET LA FICHE DE TRANSMISSION (VOLET PATHOLOGISTE) DANS LE CADRE
D’'UNE RECHERCHE DE DEFICIENCE MMR

PATIENT 1 Nom, prénom, sexe, date de naissance

1 Identifiant hospitalier éventuel

(en charge du patient)

1 Nom, prénom

1 Spécialité

I Etablissement
1 Coordonnées

RENSEIGNEMENTS
CLINICOBIOLOGIQUES

VOLET CLINICIEN :
FEUILLE DE PRESCRIPTION

1 0rgane

1 Date de prélevement

1 Type de prélévement (piece opératoire ou biopsie)

I Etat tumoral (tumeur primitive ou métastase)

1 Indication(s) de la demande (&ge, antécédents personnels ou
familiaux, autres)

1 Date de prescription

PATHOLOGISTE

I Nom, prénom
1 Etablissement ou structure
1 Coordonnées

PRELEVEMENT(S)

1 Numéro d'identification du bloc
1 Fixateur utilisé
1 Type histologique

QUALIFICATION
ANATOMOPATHOLOGIQUE

VOLET PATHOLOGISTE :
FICHE DE TRANSMISSION

1 Réalisation ou non d’une macrodissection

1 Pourcentage de cellules tumorales

1 Type d'échantillon(s) transmis (copeaux en paraffine ou lames
blanches ou blocs)

1 Tissu sain associé : OUI (bloc ou zone saine)/NON

Pour en savoir plus
sur le syndrome
de Lynch,
e-cancer.fr,
rubrique
oncogénétique

) TYPE DE PRELEVEMENT

La recherche d’une déficience du systeme MMR d’'un
cancer du spectre du syndrome de Lynch est effectuée
a partir d’'une piéce opératoire ou d’une biopsie. Le
prélevement est généralement réalisé au moment du
diagnostic initial, préférentiellement avant traitement
néoadjuvant par radiothérapie, radiochimiothérapie
ou chimiothérapie.

) FIXATION/CONGELATION,
ECHANTILLONNAGE
Le matériel analysé est généralement celui qui a servi
pour le diagnostic de routine. La prise en charge de
I’échantillon tumoral doit donc suivre les régles de
bonne pratique des laboratoires d’anatomie patholo-
gique avec une attention particuliere pour les étapes
de fixation et d’inclusion en paraffine comme pour
tout échantillon destiné a un examen moléculaire.

O Pour les biopsies: fixation sur place,
immédiatement apres la ponction.

O Pour les piéces opératoires: ’échantillonnage
d’un fragment de tumeur puis I'immersion
dans le fixateur peuvent étre réalisés sur
place, par le clinicien, aprés prélevement.

La piéce opératoire peut également étre
acheminée entiére, fraiche, pour un
échantillonnage par le pathologiste. Le temps
de transport doit alors étre court, compris
entre 30 minutes et 2 heures en fonction des
examens ultérieurs prévus. Le fait de placer
la piece opératoire dans une atmosphere
froide (4 °C) permet de doubler ces délais. Si
un transfert rapide & I’état frais ne peut étre
réalisé, la piece opératoire doit étre ouverte
(ou tranchée) avant immersion rapide dans
le fixateur, puis transmise au laboratoire.

Les préleveurs (endoscopistes, radiologues...) doivent
étre incités a réaliser un nombre suffisant de biopsies
parmilesquelles une, voire plusieurs, peuvent étre spé-
cifiquement dédiées a la biologie moléculaire lorsque
possible.

La durée de fixation doit étre d’au moins 6 heures
pour une biopsie (6 heures & 8 heures) et, de pré-
férence, ne pas excéder 48 heures pour une piece
opératoire (24 heures a 48 heures). La méthode pré-
conisée en vue des examens moléculaires est la fixa-
tion en formol tamponné 4 % qui préserve en outre
une bonne qualité morphologique pour les examens
immunohistochimiques. La température d’inclu-
sion en paraffine ne doit pas excéder 58 °C. Tous les
autres fixateurs, qui peuvent interférer avec les exa-
mens moléculaires notamment, sont a proscrire:
O liquide de Bouin et autres fixateurs
contenant de I’acide picrique;
O fixateurs contenant des dérivés mercuriels;
O fixateurs a base d’alcool;
O substituts de formol (type Excell Plus,
FineFix);
O AFA (alcool/formol/acide acétique).

Le pourcentage d’échec des examens moléculaires a
partir des prélévements provenant d'un laboratoire
de pathologie donné ou d’un établissement donné est
un indicateur qui peut étre utilisé pour améliorer la
qualité des pratiques.

L'utilisation de tissu congelé puis cryopréservé
n’est possible qu’en biologie moléculaire, ’examen
immunohistochimique ne pouvant étre réalisé que
sur tissu fixé au formol et inclus en paraffine. Dans
ce cas, si le laboratoire d’anatomopathologie en
charge de préparer le prélévement puis de congeler
les échantillons obtenus se trouve a proximité du
service ayant prélevé la personne, alors 'achemine-
ment peut s’effectuer a température ambiante. Le
délai entre le recueil du prélévement et la congéla-
tion des échantillons obtenus doit étre connu et le
plus court possible, n’excédant pas 1 heure. A I'in-
verse, siles deux sites sont éloignés, une congélation
sur place, directement au sein du service prélevant
la personne, doit étre mise en place. Aprés congéla-
tion, tout transport doit respecter scrupuleusement
la chaine du froid.


http://www.e-cancer.fr/Professionnels-de-sante/L-organisation-de-l-offre-de-soins/Oncogenetique/Les-predispositions-genetiques
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) ESTIMATION DU POURCENTAGE
DE CELLULES TUMORALES, PREPARATION
DES ECHANTILLONS
Le pourcentage de cellules tumorales correspond a
Pestimation de la proportion de cellules tumorales sur
Pensemble des cellules présentes sur la coupe ou sur
la zone qui a été sélectionnée.

Apres avoir établi le diagnostic histologique, le patho-
logiste doit sélectionner, par un contréle morpho-
logique microscopique sur lame apres coloration
standard (Hématoxyline, Eosine +/- Safran), un bloc
représentatif et suffisamment riche en matériel tumo-
ral afin de permettre une extraction optimale d’ADN
tumoral en vue de la réalisation du test MSI en biolo-
gie moléculaire. Les zones riches en cellules inflam-
matoires, mucus, nécrose tumorale sont a éviter. Sile
pourcentage de cellules tumorales est inférieur a 50 %
sur la coupe entiere, il est préférable de délimiter une
zone d’intérét afin d’effectuer une macrodissection.

Lextraction d’ADN peut se faire a partir de lames
blanches, d’épaisseur comprise entre 4 um et 20 pm,
ou de copeaux. Ces conditions, qui permettent diffici-
lement la sélection de zones d’intérét et la macrodis-
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section, nécessitent une richesse tumorale élevée et
une densité homogéne en cellules tumorales. L'idéal
est un prélevement directement au trocart dans le
bloc de paraffine, surtout lorsque celui-ci est trés hété-
rogéne. Quoi qu’il en soit, le choix de la procédure doit
toujours étre fait apres appréciation de la proportion
de cellules tumorales.

Afin d’éviter les échanges interprélevements par
des micro-fragments tissulaires au cours de l'en-
semble des étapes de la préparation de I’échantillon,
il est préconisé d’utiliser un poste de travail dédié.
Le microtome doit étre nettoyé soigneusement entre
chaque utilisation et la lame changée régulierement.
Les coupes doivent étre déposées directement sur les
lames en utilisant un liquide renouvelé quotidien-
nement et n’ayant en aucun cas été en contact avec
d’autres prélévements.

En vue de la réalisation de I'étude immunohisto-
chimique de I'expression des protéines MMR (MLHI,
MLH2, MSH6, PMS2), des lames blanches de 3 a 5 ym
d’épaisseur seront par ailleurs préparées. Les lames
doivent étre conservées a 4 °C si ’examen n’est pas réa-
lisé dans les 7 jours.
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sur le syndrome
de Lynch,
e-cancer.fr,
rubrique
oncogénétique
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DEFICIENCE DU SYSTEME MMR
ET SYNDROME DE LYNCH
LA PHASE ANALYTIQUE

Tests somatiques recherchant une
déficience du systeme MMR dans un
contexte de suspicion de syndrome
de Lynch: COMMENT ?

La recherche d'une déficience du systtme MMR
au sein des tumeurs du spectre du syndrome
de Lynch comprend:

1 Létude de I'expression des protéines MMR
en immunohistochimie

1 ET/OU I'examen des marqueurs microsatellites
sur ADN tumoral en biologie moléculaire

1 VOIRE la recherche d'une hyperméthylation
du promoteur du gene MLH1

1 VOIRE la recherche de mutations BRAF.

La réalisation ou non de la totalité de ces
examens et leur enchainement dépendent

du type de tumeur analysée (cancer colorectal,
cancer de I'endométre ou autre) ainsi que

du résultat obtenu a chacune des étapes.

) ETUDE IMMUNOHISTOCHIMIQUE DE
LEXPRESSION DES PROTEINES MMR
L'immunohistochimie est une technique rapide, peu
coliteuse et disponible dans tous les laboratoires
d’anatomie pathologique. Elle a en outre 'avantage de
cibler la protéine défaillante et d’orienter d’emblée la
recherche de mutation constitutionnelle vers le géne
correspondant a la protéine non exprimée. Il s’agit
de la technique de choix lorsque I’échantillon est de
petite taille et/ou pauvre en cellules tumorales. Elle est
cependant moins robuste que 'examen moléculaire,
car dépendante de la qualité de I’échantillon, de I'anti-
corps choisi, de 'automate et du systéme de révélation
utilisés. Chaque laboratoire d’anatomie pathologique

doit de ce fait déterminer ses propres conditions d’im-
munohistochimie, en particulier concernantle démas-
quage antigénique, la dilution optimale des anticorps,
la durée d’incubation et la technique de révélation.
Des controles qualité réguliers sont a mettre en
place et un apprentissage de lecture est nécessaire
[OVERBEEK2008]. L’étude immunohistochimique de
Pexpression des protéines MMR doit ainsi s’inscrire
dans le cadre d’une politique d’assurance qualité telle
que préconisée par 'AFAQAP (Association francaise
pour ’assurance qualité en anatomie pathologique)

Plusieurs anticorps dirigés contre les protéines MLH1,
MSH2, MSH6 et PMS2 sont commercialisés. Les clones
G168-15 pour MLH1, FE11 pour MSH2, 44 pour MSH6
et A16-4 pour PMS2 sont les plus couramment utilisés.
Les protéines du systéme MMR forment des hétérodi-
meres fonctionnels: MLH1 et PMS2 forment I’hétéro-
dimeére MutLa; MSH2 et MSH6, I’hétérodimere MutSa.
Comme MLH1 et MSH2 sont des partenaires obliga-
toires au sein de leurs complexes respectifs, des ano-
malies de leur expression entrainent nécessairement
une dégradation de leurs partenaires protéiques.
Ainsi, I’'extinction de MLH1 va de pair avec une perte
d’expression de PMS2 et celle de MSH2 avec une perte
d’expression de MSH6. 1l existe cependant de rares
cas de perte d’expression isolée de MSH6 ou de PMS2,
cas typiquement associés a la présence de la mutation
constitutionnelle du géne correspondant.

Les protéines MMR sont des protéines ubiquitaires
exprimées dans la majorité des tissus normaux et
tumoraux. La technique d’immunochistochimie doit
donc étre calibrée grace a l'utilisation de cas témoins:
tissu normal d’une part, tumeurs de personnes por-
teuses d’une mutation constitutionnelle de 'un des
genes MMR d’autre part. Seul le marquage nucléaire
doit étre pris en compte. Dans la pratique, cette expres-
sion nucléaire des protéines MMR répond trés souvent
ala loi du tout ou rien: en cas d’inactivation des deux
alleles du géne, la totalité des cellules tumorales n’ex-
priment pas la protéine correspondante. Cependant,
certaines conditions de fixation peuvent rendre lin-
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terprétation délicate. Une expression protéique hétéro-
gene doit étre considérée comme positive et seule I'ex-
tinction compléte du signal immunohistochimique sur
la totalité des cellules tumorales permet de conclure
a une perte d’expression. A ce titre les immunomar-
quages anti-MSH6 sont trés souvent hétérogenes. La
négativité du signal ne doit donc étre prise en compte
qu’en présence de témoins internes validés.

En immunohistochimie, cinq résultats sont possibles:

O Expression des quatre protéines MMR OU

O Perte d’expression couplée des protéines
MSH2 et MSH6 OU

O Perte d’expression couplée des protéines
MLH1 et PMS2 OU

O Perte d’expression isolée de la protéine
MSH6 OU

O Perte d’expression isolée de la protéine PMS2

) TEST MOLECULAIRE MSI

Larecherche d’instabilité microsatellitaire en biologie
moléculaire est une technique robuste et standardi-
sée, basée sur l'utilisation de panels de microsatellites
définis par des recommandations [UMAR2004]. Plus
longue et plus colteuse que I'étude immunohisto-
chimique de l'expression des protéines MMR, elle
ne cible pas directement le gene délétere, mais rend
compte des conséquences génomiques de la perte de
fonction des protéines MMR.

Réalisé sur un échantillon d’ADN extrait a partir de
la tumeur, le test moléculaire MSI consiste, grace a
des trousses commerciales ou a une technique mise
au point en interne, en une amplification par PCR
d’au minimum cing marqueurs mononucléotidiques
parmi les sept suivants: Bat25, Bat26, Bat40, NR21,
NR22, NR24 et NR27. L’étude des produits d’amplifi-
cation est ensuite réalisée par migration en électro-
phoreése capillaire sur un séquenceur permettant une
discrimination au nucléotide prés, chaque marqueur
ayant été marqué avec un fluorophore différent afin
de les distinguer. Cet examen permet donc de déter-
miner la taille de chacune des séquences microsatelli-
taires testées: I'instabilité microsatellitaire est la pré-
sence dans I'échantillon d’alléles de tailles différentes
de celle de lallele normal, traduisant I’absence de
réparation des erreurs de réplication dans le génome.

Ces microsatellites quasiment monomorphes se
caractérisent par un nombre de répétitions et donc
une taille trés homogéne dans une population don-
née, que ce soit entre différents individus ou bien
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entre les deux alleles d’'un méme individu. Ceci per-
met, pour les tumeurs colorectales, de s’affranchir
de 'examen en parallele de tissu sain [XICOLA2007].
Pour les autres tumeurs du spectre du syndrome de
Lynch, il est préconisé de réaliser en paralléle le test
moléculaire MSI sur de ’ADN extrait a partir d’un bloc
de tissu sain ou bien d’une zone saine délimitée par
macrodissection car les profils microsatellitaires sont
souvent plus difficiles a analyser [WONG2006]. Les
polymorphismes ne sont en effet pas exclus, en par-
ticulier pour les marqueurs Bat25 et NR21, se carac-
térisant par la présence de deux pics distincts apreés
amplification. I’analyse comparative entre cet ADN
et PADN tumoral permet donc d’écarter une instabi-
lité microsatellitaire sur le plan tumoral si les profils
d’amplification mis en évidence sont identiques.

En biologie moléculaire, quel que soit le nombre
des marqueurs mononucléotidiques testés (5, 6 ou
7), trois résultats sont possibles:
O 1. Absence d’instabilité microsatellitaire,
C’est-a-dire phénotype MSS, lorsque tous
les marqueurs sont stables dans la tumeur
O 2. Présence d’instabilité microsatellitaire,
C’est-a-dire phénotype MSI, lorsqu’au
moins deux marqueurs sont instables par
comparaison au tissu sain ou lorsqu’au
moins trois marqueurs sont instables
en ’absence de tissu sain
O 3. Comparaison indispensable avec les
résultats de I’étude immunohistochimique
des protéines MMR lorsqu’un seul marqueur
est instable sur la tumeur (apres avoir
éliminé un polymorphisme en comparant
avec le tissu sain) ou lorsqu’un ou deux
marqueurs sont instables sur la tumeur
(en’absence de tissu sain)

Si une stratégie d’analyse séquentielle peut étre adop-
tée pour les tumeurs colorectales (réalisation de 'un
des deux examens en premiére intention puis lance-
ment du deuxiéme qu’en cas de résultat en faveur du
diagnostic potentiel de syndrome de Lynch), les résul-
tats de I'étude immunohistochimique de I'expression
des protéines MMR et du test moléculaire MSI sont
plus difficiles d’interprétation pour le cancer de ’en-
domeétre et les autres tumeurs du spectre du syndrome
de Lynch. Dans ce cas, les deux examens doivent donc
étre lancés en parallele pour que les résultats puissent
étre compareés.

Arbres décisionnels, pages 21 et 22

TESTS SOMATIQUES RECHERCHANT UNE DEFICIENCE DU SYSTEME MMR
AU SEIN DES TUMEURS DU SPECTRE DU SYNDROME DE LYNCH

) EXAMENS COMPLEMENTAIRES :

HYPERMETHYLATION DU PROMOTEUR

DU GENE MLH1 ET MUTATION BRAF
L’association d’une instabilité microsatellitaire (phé-
notype MSI) avec un défaut d’expression des protéines
MSH2 et MSH6 (perte d’expression couplée), MSH6
seule ou PMS2 seule (pertes d’expression isolées) est
fortement évocatrice d’'un syndrome de Lynch. En
revanche, lidentification d’une instabilité microsa-
tellitaire associée a I'extinction couplée des protéines
MLH1 et PMS2 pose la question du diagnostic différen-
tiel entre:

O un syndrome de Lynch lié & une mutation
constitutionnelle du géene MLH1 (ou tres
exceptionnellement PSM2),

et

O une tumeur sporadique présentant une
hyperméthylation acquise du promoteur du
géne MLH1, modification épigénétique liée
a la sénescence, responsable d'un défaut
d’expression du géne.

Certains cancers sporadiques (12 & 15 % de ’ensemble
des cancers colorectaux sporadiques notamment) pré-
sentent en effet une déficience du systéme MMR due a
cette hyperméthylation du promoteur du géne MLH1.
En complément du test MSI en biologie moléculaire et
de I’étude des protéines MMR en immunohistochimie,
il apparait donc nécessaire de réaliser une recherche
de méthylation du promoteur du géne MLH1 chez
les personnes dont la tumeur se caractérise par une
extinction de 'hétérodimére MLH1-PMS2.

Ce test peut étre effectué par une technique de PCR
spécifique de méthylation (MS-PCR). Apres traitement
de ’ADN par bisulfite, permettant de transformer les
cytosines non méthylées en uraciles, tout en conser-
vant les cytosines méthylées intactes, elle consiste a

appliquer deux couples d’amorces marquées par des
fluorochromes: le premier spécifique du promoteur
non méthylé, le second du promoteur méthylé. Aprés
amplification de PADN puis migration sur séquenceur
capillaire, deux amplicons de taille différente sont
détectés, ’'un correspondant a la séquence promotrice
méthylée, 'autre a la séquence non méthylée. Le ratio
entre ces deux types de séquences permet de conclure
ou non a une hyperméthylation du promoteur du
gene MLH1. 1l existe d’autres alternatives a cette tech-
nique telles que la MS-MLPA (Methylation Specific
Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification)
ou le pyroséquencage, techniques qui ont ’avantage
d’étre quantitatives. Aucune recommandation ne pré-
cise la technique a utiliser mais celle-ci doit faire I'ob-
jet de controles qualité internes et externes.

Larecherche de cette hyperméthylation constitue I'exa-
men complémentaire de référence en cas d’instabilité
microsatellitaire associée a une extinction couplée des
protéines MLH1 et PMS2. Dans le cas particulier du
cancer colorectal, I’hyperméthylation du promoteur
du gene MLH1 est fréquemment associée a la mutation
V600E du gene BRAF. Ainsi, la recherche de cette muta-
tion, simple & mettre en ceuvre via de nombreuses
techniques utilisées en routine (séquencage ou pyrosé-
quencage, précédés éventuellement d'une HRM (High
Resolution Melting), discrimination allélique, PCR
spécifique d’alléle, SNaPshot®), peut étre réalisée en
premiére intention, permettant de s’affranchir d’une
recherche d’hyperméthylation du promoteur du gene
MLH1 en cas d’identification de la mutation.

Enfin, sila sensibilité de ces examens complémentaires
et leur signification sont maintenant bien connues
pour les cancers du colon et de 'endomeétre, il est a
noter qu’elles ont été beaucoup moins étudiées dans
les autres tumeurs du spectre du syndrome de Lynch.

Pour en savoir plus
sur le syndrome
de Lynch,
e-cancer.fr,
rubrique
oncogénétique
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DEFICIENCE DU SYSTEME MMR
ET SYNDROME DE LYNCH :

LE RESULTAT

) INTERPRETATION DES RESULTATS
D’une maniére générale, en fonction des résultats
des différentes étapes de la recherche d’une défi-
cience du systeme MMR au sein des tumeurs du
spectre du syndrome de Lynch, I'une des trois
interprétations/conclusions suivantes doit figu-
rer sur le compte rendu:

O « Les résultats des tests somatiques
recherchant une déficience du systéme MMR
sont fortement évocateurs d'un syndrome de
Lynch. Dans ce contexte, une consultation
d’oncogénétique doit étre proposée. Vous
trouverez ci-apres les coordonnées des sites
de consultation de la région et des régions
limitrophes. »

O « Les résultats des tests somatiques
recherchant une déficience du systéme
MMR ne sont pas en faveur du diagnostic de
syndrome de Lynch. Ces résultats doivent
néanmoins étre interprétés en fonction des
données cliniques de la personne et de ses
antécédents familiaux. Si le contexte clinique
et/ou familial est trés évocateur d’une
prédisposition génétique a une pathologie
autre que le syndrome de Lynch, une
consultation d’oncogénétique est conseillée. »

O « Les résultats des tests somatiques
recherchant une déficience du systtme MMR
ne permettent pas d’émettre une conclusion
précise en faveur ou défaveur d’'un
diagnostic potentiel de syndrome de Lynch. »

Concernant le test moléculaire MSI & proprement
parler, quel que soit le nombre de marqueurs mono-
nucléotidiques testés (5 généralement, 6 ou 7 plus
rarement), une « faible instabilité microsatellitaire »
est définie par la mise en évidence d’un ou deux
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profils d’amplification instables: un ou deux en I’ab-
sence d’analyse comparative possible avec de 'ADN
extrait de tissu sain, un lorsque cette analyse com-
parative est entreprise (permettant d’éliminer un
polymorphisme par comparaison avec le tissu sain).
Dans un tel contexte, la comparaison de ce résultat
avec celui obtenu en immunohistochimie doit per-
mettre de trancher en faveur ou en défaveur d’'un
diagnostic potentiel de syndrome de Lynch.

En cas « d’instabilité microsatellitaire faible » en bio-
logie moléculaire et en I'absence d’étude immunohis-
tochimique de ’expression des protéines MMR, il sera
indiqué dans le compte rendu que les résultats des tests
somatiques recherchant une déficience du systéme
MMR ne permettent pas d’émettre une conclusion pré-
cise en faveur ou défaveur d’un diagnostic potentiel de
syndrome de Lynch.

Les discordances potentielles entre test moléculaire
MSI et immunohistochimie, de ’ordre de 4 5 %,
doivent étre examinées au cas par cas par le bio-
logiste et le pathologiste [LINDOR2002]. Il faut, si
possible, réaliser de nouveau les tests avec d’autres
techniques, notamment immunohistochimiques, ou
en sélectionnant une nouvelle zone tumorale. Si la
discordance est confirmée, il pourra étre indiqué
que les résultats des tests somatiques recherchant
une déficience du systeme MMR sont fortement
évocateurs d’un syndrome de Lynch et une consul-
tation d’oncogénétique pourra étre proposée.

Dans tous les cas, les termes « faible instabilité micro-
satellitaire » et « phénotype MSI-L » sont a proscrire
de l'interprétation finale et/ou de la conclusion de la
recherche d’une déficience du systéme MMR au sein
des tumeurs du spectre du syndrome de Lynch.

TESTS SOMATIQUES RECHERCHANT UNE DEFICIENCE DU SYSTEME MMR 5‘7
NP m )=

}» COMPTE RENDU UNIQUE

11 est préconisé d’élaborer un compte rendu unique
comprenant:
O le résultat des tests moléculaires (MSI
voire hyperméthylation du promoteur
MLH1 et/ou mutation BRAF) et de I'étude
immunohistochimique de I’expression des

protéines MMR;

(ONNELs

AU SEIN DES TUMEURS DU SPECTRE DU SYNDROME DE LYNCH

O une interprétation/conclusion finale;

O les coordonnées des sites de consultations
d’oncogénétique de la région et des
régions limitrophes si une consultation
d’oncogénétique est conseillée;

O les autres éléments figurant au sein du
tableau 2.

TABLEAU 2. ELEMENTS DEVANT FIGURER AU SEIN DU COMPTE RENDU UNIQUE

PATIENT

1 Nom, prénom, sexe, date de naissance
1 Identifiant hospitalier éventuel

MEDECIN (en charge du patient)

1 Nom, prénom

1 Spécialité

I Etablissement
1 Coordonnées

PATHOLOGISTE(S) (diagnostic
initial et qualification
anatomopathologique)

1 Nom(s), prénom(s)
1 Etablissement(s) ou structure(s)
1 Coordonnées

BIOLOGISTE

1 Nom, prénom
1 Etablissement
1 Coordonnées

RENSEIGNEMENTS
CLINICOBIOLOGIQUES

1 0rgane

1 Date de prélévement

1 Type de prélévement (piece opératoire ou biopsie)
1 Etat tumoral (tumeur primitive ou métastase)

PRELEVEMENT(S)

RENSEIGNEMENTS ANATOMO-
PATHOLOGIQUES

1 Numéro d'identification du bloc

1 Fixateur utilisé

1 Type histologique

1 Réalisation ou non d’une macrodissection

1 Pourcentage de cellules tumorales

1 Type d’échantillon(s) transmis (copeaux en paraffine ou lames
blanches)

1 Tissu sain associé : OUI (bloc ou zone saine) NON

IMMUNOHISTOCHIMIE

1 Expression des quatre protéines MMR

1 Perte d’expression couplée des protéines MSH2 et MSH6
1 Perte d’expression couplée des protéines MLH1 et PMS2
I Perte d'expression isolée de la protéine MSH6

I Perte d'expression isolée de la protéine PMS2

TEST MOLECULAIRE MSI
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EXAMENS
COMPLEMENTAIRES (perte
d’expression MLH1-PMS2)

I Hyperméthylation du promoteur MLH1 : OUI/NON/NA
1 Mutation BRAF V600E : OUI/NON/NA




TABLEAU 2. ELEMENTS DEVANT FIGURER AU SEIN DU COMPTE RENDU UNIQUE (SUITE)

INTERPRETATIONS CONCLUSIONS | I Les résultats des tests somatiques recherchant une déficience du
systeme MMR sont fortement évocateurs d'un syndrome de Lynch.
Dans ce contexte, une consultation d'oncogénétique doit étre
proposée. Vous trouverez ci-dessous les coordonnées des sites de
consultation de la région et des régions limitrophes.

I Les résultats des tests somatiques recherchant une déficience du
systeme MMR ne sont pas en faveur du diagnostic de syndrome
de Lynch. Ces résultats doivent néanmoins étre interprétés en
fonction des données cliniques de la personne et de ses antécédents
familiaux. Si le contexte clinique et/ou familial est trés évocateur d'une
prédisposition génétique a une pathologie autre que le syndrome de
Lynch, une consultation doncogénétique est conseillée.

I Les résultats des tests somatiques recherchant une déficience du
systeme MMR ne permettent pas d’émettre une conclusion précise en
faveur ou défaveur d'un diagnostic potentiel de syndrome de Lynch.

METHODE 1 Description de la méthode adoptée pour réaliser chacun des tests.
Concernant notamment les examens de biologie moléculaire,

le compte rendu doit indiquer la méthode d'extraction de I'ADN,

la méthode d’analyse, sa sensibilité, la liste des microsatellites
examinés ou des mutations recherchées?

) DELAI DE REPONSE
Dans la mesure du possible, afin d’améliorer appro- = == = = - - - - - -
priation des tests somatiques recherchant une défi-
cience du systeme MMR par les médecins en charge
des patients concernés, le service d’anatomopatholo-
gie (immunohistochimie sur les protéines MMR) et la
plateforme de génétique moléculaire des cancers (test
moléculaire MSI voire hyperméthylation du promo-
teur MLH1 et/ou mutation BRAF) doivent tendre vers
un délai de réponse de 20 a 30 jours, entre la récep-
tion de 'ensemble des éléments nécessaires (préléve-
ment(s) et feuille de prescription compléte) et 'envoi
du compte rendu complet signé.

Tests somatiques recherchant

une déficience du systéme MMR
dans un contexte de suspicion de
syndrome de Lynch: LE RESULTAT

COMPTE RENDU UNIQUE ET COMPLET
incluant, notamment :

I 'ensemble des résultats des tests
moléculaires (MSI voire hyperméthylation du
promoteur MLH1 et/ou mutation BRAF) et de
I'étude immunohistochimique de I'expression

; des protéines MMR

) CIRCUIT DES RESULTATS

Le compte rendu unique est adressé au pathologiste

en charge du diagnostic initial ainsi qu’au médecin en

charge du patient dont les coordonnées figurent sur la
feuille de prescription initiale.

I une interprétation/conclusion finale avec
proposition d'orientation de la personne
vers une consultation d'oncogénétique en
cas de résultats fortement évocateurs d’'un
syndrome de Lynch

I le cas échéant, les coordonnées des sites
de consultation de la région et des régions
limitrophes

Afin d’améliorer linformation des professionnels
concernés au sein des régions et de fluidifier les circuits
de prescriptions, de rendu des résultats et d’orientation
des personnes vers le dispositif d’oncogénétique, des
fonctionnements coordonnés doivent étre trouvés entre
cliniciens, pathologistes et biologistes et oncogénéticiens.

DELAI DE REPONSE préconisé : 20-30 jours

CIRCUIT DES RESULTATS :

1 Pathologiste en charge du diagnostic initial

2. Modéle de compte rendu de génétique moléculaire pour la I Médecin en charge du patient

recherche de mutations somatiques dans les tumeurs solides -
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DEFICIENCE DU SYSTEME MMR
7 ET SYNDROME DE LYNCH :
LES ARBRES DECISONNELS

) CANCER COLORECTAL
Dans un contexte de suspicion de syndrome de Lynch,  cancer colorectal se conformera a I'arbre décisionnel
la recherche d’'une déficience du systeme MMR d’'un  suivant:

m Cancer colorectal diagnostiqué avant 60 ans
ou
m Cancer colorectal ET histoire personnelle OU familiale
évocatrice d'un syndrome de Lynch, quel que soit I'age au diagnostic

Immunohistochimie

Test moléculaire MSI sur les 4 protéines

@ d'instabilité Instabilité microsatellitaire Perte d’expression d'une @ de perte
microsaellitaire ou ou deux protéine(s) MMR d’'expression
e e ou
Interprétation difficile Interprétation difficile
@* g *

IHC sur Test
les 4 protéines moléculaire
MMR MSI

Tumeur AVEC instabilité microsatellitaire Tumeur AVEC instabilité microsatellitaire

+

+ , . .

perte d'expression des protéines MSH2 et MSH6 perte d'expression des protéines MLH1 et PMS2
ou

perte d’expression isolée de la protéine MSH6
ou
perte d’expression isolée de la protéine PMS2

Mutation BRAF

@ de mutation BRAF Mutation BRAF

@ *
Hyperméthylation
du promoteur

MLH1
*Un résultat qui n'est pas en faveur
. . . . du diagnostic de syndrome de Lynch
@ d’hyperméthylation Hyperméthylation [N, e Atre i &
de MLH1 de ML doit néanmoins étre interprété en

fonction des données cliniques

du patient et de ses antécédents
familiaux, particulierement lorsqu’une
a* prédisposition génétique a une
pathologie digestive autre que

le syndrome de Lynch est suspectée
ou envisagée.

CONSULTATION D'ONCOGENETIQUE
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) CANCER DE LENDOMETRE ET AUTRE
CANCER DU SPECTRE DE SYNDROME
DE LYNCH cancer de ’endometre ou d’'un autre cancer du spectre
Dans un contexte de suspicion de syndrome de Lynch, du syndrome de Lynch (hors cancer colorectal) se
la recherche d’'une déficience du systtme MMR d’'un  conformera a I'arbre décisionnel suivant:

REDACTION ET BIBLIOGRAPHIE

@ d'instabilité
microsatellitaire
ET
@ de perte d’expression

m Cancer de I'endomeétre diagnostiqué avant 50 ans
ou

= Cancer I'endomeétre ET histoire personnelle OU familiale évocatrice
d’un syndrome de Lynch, quel que soit I'd4ge au diagnostic
ou

m Autre cancer du spectre du syndrome de Lynch sur justification
d’un contexte personnel et/ou familial évocateur

Test moléculaire MSI
ET
Immunohistochimie
sur les 4 protéines

Tumeur AVEC instabilité
microsatellitaire

Tumeur AVEC instabilité
microsatellitaire
+ +
perte d'expression des protéines perte d'expression des protéines
MSH2 et MSH6 MLH1 et PMS2
ou
perte d’expression isolée
de la protéine MSH6
ou
perte d’expression isolée

A Discussion
de la protéine PMS2 pathologiste/biologiste

Contrdle/réalisation

Hypermeéthylation a nouveau des tests
du promoteur
MLH1
@ d’hyperméthylation Hyperméthylation Persistance
de MLH1 de MLH1 de la discordance

CONSULTATION D'ONCOGENETIQUE

Un résultat qui n'est pas en faveur du diagnostic de syndrome de Lynch
doit néanmoins étre interprété en fonction des données cliniques du patient
et de ses antécédents familiaux, particulierement lorsqu’une prédisposition
génétique a une pathologie digestive autre que le syndrome de Lynch
est suspectée ou envisagée.
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Pour en savoir plus
sur le syndrome
de Lynch,
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rubrique
oncogénétique
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Le syndrome de Lynch est une forme héréditaire non polyposique de cancers colorectaux
responsable d'environ 2 a 3 % de I'ensemble des cancers colorectaux. Il s'agit d'une
prédisposition génétique liée a une altération constitutionnelle d'un géne MMR (MLH1,
MSH2, MSH6 ou PMS2) impliqué dans le systeme d’identification et de réparation des
mésappariements de 'ADN : le systéme MMR pour MisMatch Repair. A l'origine d’un
risque accru de cancer colorectal, les mutations constitutionnelles des genes MMR
peuvent également jouer un réle dans la genése de toute une série d'autres cancers
touchant un grand nombre d'organes : endomeétre principalement ; voies biliaires, voies
excrétrices urinaires, ovaires et intestin gréle ensuite ; estomac, tumeurs sébacées,
tumeurs cérébrales et pancréas dans une moindre mesure.

Outre des critéres cliniques évocateurs (agrégation de cancers au sein d'une méme
branche familiale, 4ge précoce de survenue du cancer, cancers multiples), il existe des
tests somatiques (sur les tumeurs) permettant de favoriser l'orientation des personnes
susceptibles d’étre atteintes d'un syndrome de Lynch vers une consultation d'oncogé-
nétique : on parle de recherche d'une déficience du systeme MMR en immunohistochi-
mie (IHC) et biologie moléculaire (test MSI).

Ce guide, dédié a la réalisation de ces tests, constitue un cadre institutionnel qui a pour
objectif, sur le plan national, d’harmoniser les pratiques et de contribuer a une qualité
optimale des examens. S'adressant au personnel des laboratoires réalisant tout ou
partie de ces tests, il s'intéresse atoutes les étapes de cette recherche, de la prescription
jusqu’au rendu d’un résultat complet, en passant par la phase pré-analytique et, bien
entendu, la phase analytique. Il intégre des préconisations lorsque nécessaire.
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