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Liste des abréviations
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ADN           acide désoxuribonucléique

CCR           cancer colorectal
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PCNA        proliferating cell nuclear antigen 

PCR          Polymerase Chain Reaction

pMMR       proficient mismatch repair

PMS2        postmeitotic segregation increased 2

QMPSF     Quantitative Multiplex PCR of Short Fluorescent Fragment

RER          Replicative Error

RPA          protéine de réplication A

SL             Syndrome de Lynch
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INTRODUCTION

I. SYNDROME DE LYNCH

Le cancer est défini comme une accumulation d’anomalies génétiques au cours de la vie du 

à l’environnement. Cette pathologie est multifactorielle, liée à des facteurs environnementaux

et héréditaires. 

La majorité des cancers sont sporadiques, liés à une accumulation de mutations somatiques.

Plus rarement, la pathologie tumorale présente un caractère héréditaire, en particulier 

lorsqu'elle se caractérise par la présence de multiples tumeurs dans une même famille ou 

chez un même individu. Ces tumeurs représentent 5% de l'ensemble de la pathologie 

tumorale et surviennent plus précocement que dans les formes sporadiques. Elles 

appartiennent à un spectre tumoral caractéristique. On parle alors de syndrome de 

prédisposition. 

Parmi les plus fréquents, le syndrome de Lynch (SL) prédispose principalement aux cancers 

colorectal et de l'endomètre et dans une moindre mesure au cancer des ovaires, des voies 

urinaires, de l'estomac, de l'intestin grêle, des voies biliaires et dans certains cas des 

tumeurs cérébrales et cutanées. 

Lorsqu’une mutation constitutionnelle est identifiée chez le cas index, un dépistage précoce 

et une surveillance peuvent lui être proposé ainsi qu’aux autres membres à risque de sa 

famille. 
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A. Définition

Le syndrome de Lynch a été décrit pour la première fois par Alfred Warthin en 1913 (1)(2).  

Puis, en 1966, le Dr lynch et ses collègues ont décrit au sein de 2 familles des cancers 

colorectaux associés à des tumeurs de l’estomac et de l’utérus (3).

Cette pathologie est due à une inactivation bi-allélique d’un des gènes du système de 

réparation des mésappariements de l’ADN. L’inactivation du gène impliqué est liée à la 

coexistence d’une mutation constitutionnelle d’un des deux allèles et d’une mutation 

somatique du second allèle. Le premier événement constitutionnel peut correspondre à une 

délétion, une mutation ponctuelle, une mutation d’un site d’épissage ou un réarrangement de

grande taille survenant n’importe où sur le gène. Puis l’inactivation somatique du second 

allèle entraîne l’apparition d’une tumeur. Celle-ci se caractérise en général par une instabilité

microsatellitaire et une perte d’expression immunohistochimique d’une ou plusieurs protéines

MMR (Mis Match Repair) intervenant dans la réparation des mésappariements de l’ADN.

Le SL est transmis par voie autosomique dominante ce qui signifie que 50% de la 

descendance d’un patient atteint hérite d’un allèle muté. Sa pénétrance étant incomplète (80-

85%), certains patients porteurs de la mutation ne développeront pas de cancer. Dans cette 

pathologie, les altérations constitutionnelles et somatiques intéressent majoritairement un 

des quatre gènes du système MMR: MLH1, MSH2, MSH6 et PMS2. Les manifestations 

cliniques de ce syndrome dépendent du gène MMR en cause et du type de mutation.



B. Risques tumoraux associés au Syndrome de Lynch 

Le syndrome de Lynch est associé à une augmentation significative du risque de survenue 

de cancer du colon et du rectum, de l’endomètre, de l’ovaire, de l’estomac, des voies 

biliaires, de l’intestin grêle et des voies urinaires permettant de définir un spectre de tumeurs 

associées aux mutations délétères des gènes MMR.(4) 

Ainsi, Il existe différents spectres associés au syndrome de Lynch en fonction du risque 

relatif d’apparition d’un type de cancer par rapport à la population générale:

- Le  spectre étroit comprend les cancers avec un risque élevé de survenue : cancers 

du colon et du rectum, l’adénocarcinome de l’endomètre et de l’intestin grêle, ainsi 

que des voies urinaires supérieures (uretère et cavités excrétrices rénales).
- Dans le spectre large, en plus des cancers du spectre étroit, on retrouve des tumeurs

avec un risque relatif de survenue plus faible, notamment le cancer de l’ovaire, des 

voies biliaires (cholangiocarcinome), et l’adénocarcinomes gastrique (5). 

Des tumeurs cutanées et cérébrales ont été également rapportées dans des familles 

présentant un syndrome de Lynch, définissant 2 variantes de ce syndrome:

- Le syndrome de Turcot est caractérisé par une association de multiples adénomes 

colorectaux et d’une tumeur cérébrale primitive. Cette association peut être la 

conséquence soit d’une mutation constitutionnelle du gène APC, soit d’un des gènes 

MMR. Les médulloblastomes sont plus fréquemment associés aux mutations APC 

alors que les glioblastomes sont plus souvent liés aux mutations des gènes MMR.
- Le syndrome de Muir-Torre est la conséquence d’une mutation des gènes MSH2 ou

MLH1. Il se caractérise par une association de cancers colorectaux et de tumeurs 

cutanées développées à partir des glandes sébacées ainsi que des 

kératoacanthomes.
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           Figure 1 : Aspect clinique (A) et histologique (B) d’un kératoacanthome. 

II. CANCER COLORECTAL ET SYNDROME DE LYNCH

A. Les caractéristiques cliniques 

Cette pathologie est responsable de 2 à 3 % des cancers colorectaux. Le risque absolu de 

CCR à 70 ans est évalué entre 47 et 69% chez l’homme et entre 33 et 52% chez la femme 

(6). Les cancers colorectaux se développent sur de petits adénomes essentiellement 

localisés sur le colon proximal (7). Les patients ayant un syndrome de Lynch ont un taux 

d’adénomes similaire à celui de la population générale mais l’âge de survenu est plus 

précoce et leur risque de dégénérescence carcinomateuse est augmenté. La carcinogénèse 

progresse plus vite chez ces patients (2-3 ans) que chez les patients porteurs d’adénomes 

sporadiques (8-10 ans) (8). Le risque de CCR est plus élevé chez l’homme (40-70%) que 

chez la femme (20-50%). De plus, l’incidence des tumeurs synchrones et métachrones est 

augmentée (9) 

               



   

                         
Figure 2 : contributions relatives et approximatives des causes familiales dans l’incidence des CCR (10)

B. Les caractéristiques histologiques

Dans la majorité des cas, les adénomes sont de type villeux avec une composante en 

dysplasie de haut grade. Ils ont un taux de transformation maligne élevé. 

Les cancers colorectaux s’intégrant dans le cadre du SL sont fréquemment peu différenciés, 

de type mucineux, à cellules en bagues à chaton ou de type médullaire (7). Les 

adénocarcinomes mucineux et à cellules en bagues à chatons nécessitent la présence d’au 

moins 50% de mucine extra-cellulaire ou de cellules en bague à chaton (figures 3 et 4). 

Lorsqu’il existe moins de 50% de ces deux contingents cellulaires, on parle 

d’adénocarcinome lieberkühnien bien, et/ou moyennement différencié associé à une 

composante mucineuse ou à cellules en bague à chaton. L’adénocarcinome  lieberkühnien  

correspond à une prolifération tumorale infiltrante de structures glanduliformes dont le 

revêtement apparait cylindrique et basophile, avec pluristratification, atypies cytonucléaires 

et mitoses, ressemblant aux glandes de Lieberkühn constituant la muqueuse normale du 
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colon. Ces structures se disposent au sein d’un stroma tumoral plus ou moins abondant. La 

différenciation de l’adénocarcinome Lieberkühnien varie en fonction du pourcentage de la 

propension des cellules tumorales à s’organiser en structures glandulaires (cf Grading de 

différenciation de l’OMS). 

           
Figure 3 : Aspects histologiques des CCR dans le cadre d’un SL. A : Adénocarcinome colique mucineux (HES x 

100) et B : Présence d’un important infiltrat inflammatoire lymphocytaire au sein de la tumeur (HES x 100) 

Figure 4 : carcinome à cellules en bague à chatons

.



Le système de grading de l’OMS (2000) individualise 4 grades :

- Grade 1 : tumeur bien différenciée comportant > 95% de glandes
- Grade 2 : tumeur moyennement différenciée comportant entre 50 et 95% de glandes
- Grade 3 : tumeur peu différenciée comportant moins de 50% de glandes
- Grade 4 : tumeur indifférenciée comportant moins de 5% de glandes. 

Les CCR s’intégrant dans le cadre d’un SL se développent principalement dans le colon

proximal. Ces cancers se caractérisent par la présence d’un stroma tumoral comportant un

important infiltrat inflammatoire lymphocytaire (11), de type « pseudocrohnien ». Concernant

l’adénocarcinome colique à cellules en bague à chaton, il convient, de façon systématique,

d’éliminer l’extension au colon d’un cancer de l’estomac avant de retenir le diagnostic de

tumeur primitive.

Le degré de différenciation des cancers colorectaux est un facteur pronostic majeur puisqu’il 

est corrélé à l’envahissement loco-régional ganglionnaire et à distance.

C. Les caractéristiques moléculaires

Le risque de cancer colorectal est plus élevé en cas de mutation du gène MLH1 et plus faible

en cas de mutation du gène MSH2.
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III. CARCINOME ENDOMETRIOIDE ET SYNDROME DE LYNCH

Le cancer endométrial est le second cancer le plus fréquent dans le SL. La fréquence du 

syndrome de Lynch chez les patientes atteintes de cancer endométrial est estimée entre 

1,8% à 2,1% et jusqu’à 9 % chez les sujets de moins de 50 ans.(12) (13)

Le risque absolu de développer un cancer de l’endomètre à 70 ans chez les femmes 

porteuses d’un syndrome de Lynch est estimé entre 14 et 54%.

En cas de mutation MSH6, il existe un risque beaucoup plus important de développer un 

cancer de l’endomètre qu’un cancer colique. (14)

A. Caractéristiques cliniques

Chez les patientes atteintes d’un SL, l’âge médian au diagnostic est de 47 ans. Dans une 

vaste étude, ERISCAM, effectuée sur les 537 familles suivies dans tous les centres 

d’oncogénétique de France, 182 cancers de l’endomètre avaient été répertoriés avec un âge

moyen au diagnostic de 49 ans, le plus jeune ayant été diagnostiqué à 26 ans. (15) 

B. Caractéristiques histologiques 

Il s’agit systématiquement d’adénocarcinomes, plus souvent localisés dans le tiers inférieur 

de l’utérus par rapport aux cas sporadiques. (16)Les cancers de l’endomètre avec instabilité 

microsatellitaire sont plus fréquemment localisés au niveau de l’isthme.(17) La tumeur peut 

être multifocale dans l’utérus.

Dans la littérature, les caractéristiques morphologiques des carcinomes endométriaux liés au

SL ont été décrits.(18) 



1) Carcinome endométrioïde 

Il est souvent retrouvé des carcinomes endométrioïdes de haut grade (grade 3). De plus, il 

existe fréquemment une hétérogénéité intra-tumorale, c’est à dire la présence d’au moins 

deux contingents tumoraux différents, juxtaposés mais non mélangés, constituant chacun au 

moins 10% du volume tumoral. Ceci correspond à la présence côte à côte d’un contingent 

bien différencié de grade 1 ou 2 et d’un contingent indifférencié contenant parfois des 

cellules éosinophiles, d’aspect rhabdoïde (figure 5A). Ils sont également associés à un 

infiltrat lymphocytaire dense péri-tumoral et intra-tumoral. 

Le carcinome endométrioide est un carcinome de l’endomètre composé de structures 

glandulaires ressemblant aux glandes endométriales. Il représente le carcinome le plus 

fréquent de l’endomètre (80% des adénocarcinomes). Les aspects histologiques de ces 

tumeurs varient d’une tumeur très bien différenciée, difficile à distinguer de l’hyperplasie 

atypique à une tumeur peu différenciée difficile à distinguer d’un carcinome indifférencié ou 

d’un sarcome. 
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Figure 5: Aspects histologiques d’un carcinome endométrioïde dans le cadre d’un SL.     

 A : Contingent indifférencié comportant des cellules rhabdoïdes au cytoplasme éosinophile, abondant et au 

noyau nucléolé excentré. B : contingent indifférencié comportant des plages cellulaires de cellules rondes ou 

ovales 

sans structure glandulaire.(18) C : présence de lymphocytes intra-épithéliaux. D : Infiltrat lymphocytaire intense 

intra et péri-tumoral.(18)

Le grade histologique est basé sur l’architecture et les noyaux (FIGO) :

- Grade 1 : < 5% de zone solide
- Grade 2 : 6 à 50% de zone solide
- Grade 3 : > 50% de zone solide

Lorsque les noyaux sont très pléomorphes sur plus de 50% des cellules, on augmente le 

grade d’un point.

Les stades cliniques et la classification TNM 2009 figurent en annexe 1.

BA

C D



2) Carcinome non endométrioïde 

Les équipes de Carcangiu et al a et Broaddus et al ont constaté que les jeunes patientes 

ayant un SL ont fréquemment une tumeur utérine non endométrioïde, incluant des 

carcinomes à cellules claires, des carcinomes séreux et des carcinosarcomes.(19)(20)

C. Les caractéristiques moléculaires

Le risque de cancer de l’endomètre varie en fonction du gène MMR muté. Le risque de 

cancer de l’endomètre est très élevé en cas de mutation du gène MSH6, élevé en cas de 

mutations du gène MSH2 et moindre en cas de mutation du gène MLH1(21). Chez les 

patientes porteuses d’une mutation d’un des gènes MMR, l’âge médian au diagnostic est de 

47 ans. Plus de la moitié des cas de cancers de l’endomètre sont diagnostiqués avant l’âge 

de 50 ans. Les mutations du gène MSH6 exposent à un risque majeur, multiplié par 35 par 

rapport à la population générale (22). En revanche, la mutation du gène MSH6 est associée 

à un âge plus élevé au diagnostic et à un risque beaucoup plus important de développer un 

cancer de l’endomètre qu’un cancer colique.(14) 

Par rapport aux formes sporadiques, les cancers de l’endomètre seraient plus volontiers de 

grade 2  selon la classification de FIGO et non endométrioïdes en particulier en cas de 

mutation MSH2. (20)

D. Pronostic

Les patientes ayant un syndrome de Lynch présentent des tumeurs de l’endomètre avec un 

stade FIGO, un grade FIGO et un index mitotique plus élevés ainsi qu’une profondeur 
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d’invasion et une infiltration lymphocytaire plus importantes par rapport aux cancers de 

l’endomètre sporadiques survenant avant l’âge de 50 ans.(23).                                        

IV. PRONOSTIC ET SURVEILLANCE 

A. Pronostic du syndrome de Lynch

Plusieurs études ont montré que les CCR de phénotype MSI (avec instabilité 

microsatellitaires) avaient un meilleur pronostic que les CCR de phénotype MMS. (24).

Les recommandations de suivi doivent être validées en réunion de concertation 

pluridisciplinaire (RCP) dédiées dans le cadre des réseaux de suivi et adaptées à l’histoire 

personnelle et familiale du patient.

Figure 6 : Courbe de survie de Kaplan-Meier en fonction du statut MSS et MSI du cancer colorectal montrant une

meilleure survie pour les patients atteints d’un CCR instable. (28)



B. Surveillance digestive du cas et des apparentés 

1 Surveillance colorectale 

Les CCR se situent pour l’essentiel au niveau du colon droit (60-70% des CCR).

Ainsi, la sigmoïdoscopie seule ne constitue pas le moyen de dépistage le plus adapté 

contrairement à la coloscopie totale. De plus, la séquence adénome-cancer étant accélérée, 

et la fréquence des adénomes plans augmentée, il est recommandé de réaliser une 

coloscopie avec chromoendoscopie à l’indigo carmin tous les 1 à 2 ans à partir de l’âge de 

20 à 25 ans quel que soit l’histoire personnelle ou familiale. (25)(26)(27)(28).

La chromoendoscopie à l’indigo carmin permet une meilleure visualisation des lésions 

planes et diminue le risque de cancer (29).

       
Figure 7: Chromoendoscopie à l’indigo-carmin. (30) A: Muqueuse colique avant coloration et B: Visualisation du 

polype plan après application de l’indigo-carmin avec un cathéter spray sur la muqueuse colique.

La colectomie totale prophylactique n’est pas recommandée dans la mesure où cette 

surveillance permet de réduire considérablement l’incidence de cancer par l’exérèse 

systématique des adénomes. (31)
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3) Surveillance digestive haute

Compte tenu de leur fréquence et de l’efficacité du dépistage, une FOGD est recommandée 

afin de rechercher des lésions gastriques et duodénales et une infection à Hélicobacter 

Pylori par la réalisation de biopsies antrales et fundiques dès le début du suivi colique.(32) 

Elle est répétée tous les quatre ans ou tous les deux ans en cas d’antécédents familial de 

cancer de l’estomac ou si une gastrite, une métaplasie intestinale ou un adénome sont mis 

en évidence.  

C. Surveillance gynécologique du cas et des apparentés 

Un dépistage comportant un examen clinique et une échographie endovaginale associée à 

des prélèvements endométriaux à la pipelle de Cornier doit être réalisé tous les 1 à 2 ans à 

partir de 30-35 ans ou 5 ans avant le premier cas de cancer gynécologique dans la famille. 

V. PRISE EN CHARGE

A. Cancer colorectal

1) Chirurgie 

Le traitement des CCR est chirurgical par la réalisation d’une colectomie partielle. 

Une colectomie totale avec anastomose iléo-rectale peut être envisagée pour les patients à 

haut risque, c’est à dire les jeunes patients non compliants à la surveillance endoscopique 

et/ou qui ont développé un cancer colique malgré une surveillance adéquate. 



En effet, le risque de CCR métachrone est estimé à 40% à 20 ans en cas de CCR traité par 

colectomie segmentaire, alors qu’il est inférieur à 3% en cas de colectomie subtotale.(33) De

plus, lorsqu’une colectomie segmentaire est réalisée, l’incidence de CCR métachrone 

augmente considérablement en fonction du temps avec un risque de 16% à 10 ans, de 41% 

à 20 ans et de 63% à 30 ans.

Cependant, aucune étude prospective ou rétrospective n’a montré de gain de survie pour 

ces patients qui ont subi une résection étendue par rapport à ceux ayant bénéficié d’une 

résection segmentaire.(34) De plus, il est important de souligner que la colectomie totale ne 

réduit pas le risque de cancer du rectum, qui est estimé à 12% à 12 ans après colectomie.

(35)

C’est pourquoi, il est recommandé d’effectuer une prise en charge individualisée.

2) Chimiothérapie 

Cancer colorectal MSI Stade II 

La chimiothérapie adjuvante n’est pas recommandée pour les CCR MSI de stade II à faible 

risque du fait de leur bon pronostic. De plus, les CCR MSI ne bénéficient pas d’une 

chimiothérapie à base de 5-FU (5 Fluorouracile).(36) 

En revanche, pour les CCR MSI à haut risque de récidive, une chimiothérapie adjuvante par 

FOLFOX (acide folinique, 5 Fluorouracile, Oxaliplatine) est à discuter au cas par cas. 

Les CCR à haut risque se caractérisent par un stade T4, une perforation tumorale, un 

syndrome occlusif, des emboles vasculaires veineux ou lymphatiques et des engainements 

périnerveux.
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CCR MSI stade III 

Une chimiothérapie par Oxaliplatine est recommandée. 

En cas de contre-indication formelle à l’oxaliplatine, une chimiothérapie par 5FU sera 

réalisée.

Figure 8 : Courbes de survies de Kaplan Meier : survie en fonction du traitement chirurgical seul ou associé à une

chimiothérapie par 5FU pour les CCR.(36) A gauche : Diminution de la survie sans progression (à la limite de la 

significativité) dans le groupe ayant reçu du 5FU par rapport à la chirurgie seule chez les patients ayant un 

cancer colorectal stade II avec instabilité microsatellitaire. A droite : Absence de bénéfice de la chimiothérapie par

5FU n’apporte pas de bénéfice sur la survie globale  par rapport à la chirurgie seule chez les patients ayant un 

cancer colorectal stade III avec instabilité microsatellitaire.

B. Cancers de l’endomètre

1) Tumeurs endométrioïdes 

Les tumeurs endométrioïdes de stade FIGO I sont les plus fréquentes. Leur traitement 

repose principalement sur une hystérectomie totale associée à une salpingo-ovariectomie 

bilatérale. Elle peut être associée à des curages lombo-aortiques et pelviens en cas de 

mauvais pronostic. 

La découverte d’un cancer ovarien synchrone modifie la prise en charge. Celle-ci reposera 

sur une hystérectomie totale avec curages pelviens et lombo-aortiques et une omentectomie.



2) Tumeurs non endométrioïdes 

Les cancers à cellules claires ou papillaires séreux sont observés dans 25 à 40% des cas de

cancer de l’endomètre  s’intégrant dans le cadre d’un syndrome de Lynch. Leur prise en 

charge chirurgicale associe une hystérectomie totale, des curages lombo-aortiques et 

pelviens et une omentectomie.

3) Particularité des patientes nullipares jeunes 

En cas de tumeurs de bon pronostic, c’est-à-dire un carcinome endométrioïde bien 

différenciées et dont l’envahissement myométrial est limité, un traitement conservateur peut 

être proposé.

C. La place de l’immunothérapie 

Compte tenu de l’inactivation du système MMR, les tumeurs du spectre du SL sont 

hypermutées, ce qui conduit à la formation de néo-antigènes potentiellement immunogènes. 

Ceci explique l’important infiltrat lymphocytaire dans ces tumeurs. Ainsi, ces tumeurs 

pourraient être potentiellement sensibles aux immunothérapies. Récemment, il a été 

démontré une efficacité de ces immunothérapies, notamment le pembrolizumab, anti-PD1 

dans les tumeurs colorectales et endométriales .(37)
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Figure 9: Courbe de survie de Kaplan Meier montrant le bénéfice clinque sur la survie globale de l’utilisation des 

anti-PD1 chez les patients atteints d’un cancer colorectal avec instabilité microsatellitaire. (37) 

D. Prise en charge préventive

L’annexectomie prophylactique associée à une hystérectomie doit être systématiquement 

abordée, et est recommandée une fois le projet parental achevé, vers l’âge de 40-45 ans. 

En effet, le risque de cancer de l’endomètre et de l’ovaire reste élevé malgré la surveillance 

(38). Il est de 33% pour le cancer de l’endomètre et de 5 % pour le cancer de l’ovaire en cas 

de simple surveillance. Cependant, il est quasi-nul en cas de chirurgie prophylactique. 

E. Consultation d’oncogénétique

La consultation d’oncogénétique est indiquée pour tous les patients répondants aux critères 

d’Amsterdam II élargis (Cf ci-dessous). 

Elle consiste à évaluer la probabilité de l’existence d’une forme de prédisposition 

monogénique. 



Lors de la première consultation, le généticien informe le patient sur les possibilités de 

diagnostic et de prévention. Il reconstitue l’histoire familiale, puis établi un arbre 

généalogique avec recueil de tous les cas de cancer. 

Puis un temps de réflexion est suivi d’une nouvelle consultation au cours de laquelle un 

prélèvement génétique sera proposé au patient. Le prélèvement génétique est réalisé après 

l’obtention du consentement libre, éclairé et signé du patient. Il peut être sanguin ou 

salivaire. 

C’est à partir de ce prélèvement, qu’une étude génétique sera réalisée, afin de rechercher 

une mutation constitutionnelle d’un des gènes MMR.

Les résultats seront transmis au patient lors d’une troisième consultation d’oncogénétique. 

En fonction des résultats, une prise en charge prophylactique accompagnée d’une 

surveillance et d’une prise en charge psychologique sera proposée au patient. 

Il lui sera recommandé de transmettre l’information dans sa famille afin de dépister les 

apparentés atteints.
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VI.PHYSIOPATHOLOGIE 

A. Système MMR

Ce système est composé de 4 principaux gènes codant pour 4 protéines qui interviennent 

dans la réparation des mésappariements de bases de l'ADN. Il joue un rôle essentiel dans le 

maintien de l'intégrité du génome.

Au cours de la réplication, l'ADN polymérase duplique l'ADN de la cellule mère. Cette 

enzyme a une activité de relecture exonucléotidique 3'-5' qui corrige les erreurs réplicatives. 

Néanmoins, les erreurs de réplication qui échappent à cette activité de relecture de l'ADN 

polymérase sont prises en charge par le système MMR, qui intervient donc de manière post-

réplicative.

Le système MMR doit tout d’abord reconnaître les inadéquations entre 2 bases et les 

boucles d’insertion et délétion. Puis dans un second temps, il doit entrainer la réparation du 

brin néosynthétisé qui porte l’information génétique erronée. 

Initialement, mis en évidence chez la bactérie Escherichia.Coli, ce système Mut HLS est 

constitué de protéines MutH, MutL et MutS. 

1) La reconnaissance du mésappariement

Dans un premier temps, les complexes MutSα (MSH2-MSH6) et MutSβ (MSH2-MSH3) 

reconnaissent l'anomalie et déclenchent le mécanisme de MMR. 

Le complexe MSH2-MSH6 initie la réparation des mésappariements ne touchant qu'une 

seule base ainsi que les boucles d'insertions/délétions d'une seule base, tandis que le 

complexe MSH2-MSH3 initie la réparation des grandes boucles insertions/délétions de deux 

à quatre bases.(39) 



2) Recrutement d’autres facteurs MMR 

Puis, les homologues de MutL interagissent pour former 3 hétérodimères composés 

respectivement de MLH1-PMS2, MLH1-PMS1 et MLH1-MLH3. MLH1 étant la sous unité 

commune à ces 3 complexes.

3) Identification du brin portant l’erreur

La présence d’interruptions de brins situées à distance du mésappariement permet au 

complexe (MSH2-MSH6)-(MLH1-PMS2) de reconnaître le brin contenant l’erreur.

4) Excision du brin portant l’erreur

A partir de ces interruptions, l’exonucléase (Exo1) permet la dégradation du brin contenant le

mésappariement. La molécule RPA recouvre le simple brin pour empêcher sa dégradation 

par les nucléases. 

5) La resynthèse

La resynthèse du brin excisé nécessite l'ADN polymérase et la protéine PCNA. La PCNA est 

un cofacteur de l'ADN polymérase.

6) La ligation

Enfin la ligation du brin néosynthétisé est assurée par une ligase.

L'inactivation d'un des gènes du système MMR entraîne un processus oncogénétique des 

séquences répétées microsatellites du génome.
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Figure 10: Système de réparation de l’ADN MMR chez l’homme (d’après Boland et al 2010 (40) )

B. Mécanisme d’inactivation du système MMR dans le SL

Le syndrome de Lynch se caractérise par l’inactivation bi-allélique d’un des gènes MMR. En 

effet, la présence chez un individu d’une mutation constitutionnelle hétérozygote d’un gène 

MMR nécessite l’inactivation du second allèle de ce gène. Le second événement intervient 

uniquement dans les cellules du tissu tumoral, tandis que le premier est présent dans toutes 

les cellules de l’organisme et est transmissible. L’altération somatique du second allèle d’un 

gène MMR peut résulter d’une délétion, d’une mutation ponctuelle ou d’une modification 

épigénétique. Ainsi, l’inactivation de ce système de réparation dans le syndrome de Lynch 



obéit à la théorie du double hit de Knudson et Comings. Ce modèle est décrit dans 

l’inactivation des gènes suppresseurs de tumeurs impliqués dans la plupart des formes 

héréditaires de cancers. 

Lorsque les deux allèles du gène MMR sont inactivés dans la cellule tumorale, les erreurs 

survenant lors de la réplication, ne seront plus réparées par le système MMR, ce qui 

conduira à une instabilité génétique touchant préférentiellement les séquences répétées, 

cibles préférentielles des erreurs de réplication. 

Les microsatellites correspondent à de petites séquences répétées d’ADN (codantes ou non 

codantes) réparties sur l’ensemble du génome sont des microsatellites. Ils correspondent 

ainsi, à une répétition d’un nombre variable de fois, d’un seul nucléotide ou d’un motif di- tri- 

ou tétra-nucléotidique. On parle alors de microsatellites mono-, di, tri et tétra nucléotidiques 

respectivement. 

L'instabilité des microsatellites (MSI) se caractérise par l’altération du nombre de séquences 

répétées (délétions et insertions) dans le génome des cellules tumorales par rapport aux 

cellules normales d'un même individu. Les cancers présentant un tel phénotype sont dits de 

type MSI (microsatellite instability) ou plus rarement dMMR (deficient MMR) par opposition 

aux cancers de type MSS (MicroSatellite Stability) ou pMMR (proficient MMR).

Il existe environ 32 gènes dans le génome humain dans lesquels il existe une répétition 

mononucléotide dans la séquence codante. Le gène le plus fréquemment muté dans les 

tumeurs MSI est TGFβ1R2 qui contient une séquence répétitive de 10 Adénosine. Les plus 

longues séquences répétitives sont plus sujettes aux mutations que les plus courtes.

Le gène Bax a une séquence répétitive de 8 Guanines dans sa séquence codante. Cette 

dernière est mutée dans la moitié des tumeurs MSI. La perte de l’activité des protéines MMR

accélère le taux d’accumulation de mutations dans les gènes responsables du contrôle de la 

ETUDE DES DISCORDANCES ENTRE LES ANALYSES D’IMMUNOHISTOCHIMIE ET DE BIOLOGIE MOLECULAIRE À LA
RECHERCHE D’UNE INSTABILITE MICROSATELLITAIRE AVEC LES ANALYSES DE GNÉNÉTIQUE CONSTITUTIONNELLE DANS

LE CADRE DU SYNDROME DE LYNCH

45



croissance cellulaire. Ainsi, il existe une croissance rapide des tumeurs et notamment de la 

séquence adénome-adénocarcinome colique.

Figure 11: Instabilité microsatellitaire d’après (41). Lors de la réplication l’ADN polymérase effectue 

inéluctablement des erreurs et plus fréquemment au niveau des séquences répétées. Ces erreurs seront en 

partie corrigées par l’ADN polymérase et surtout par le système MMR. Lorsque ce dernier est défaillant, on 

observe lors de la réplication suivante des élongations et raccourcissement de la séquence.



VII. DIAGNOSTIC 

Le diagnostic génétique moléculaire du syndrome de Lynch a été mis en place dans les 

années 90.  Jusqu’à lors, le diagnostic était fondé sur l’histoire familiale. Des critères 

cliniques avaient été établis afin de dépister cette pathologie et standardiser les études. Ces 

critères de reconnaissance des agrégations familiales ont été progressivement élargis et 

ajustés au fil du temps. 

Le diagnostic de Syndrome de Lynch se fait par la détermination d’une mutation 

constitutionnelle  délétère ou d’un réarrangement de grande taille. Cette recherche est 

longue et couteuse et nécessite un pré-criblage somatique des patients. Ce dernier consiste 

à réaliser une analyse par immunohistochimie des différentes protéines MMR et/ou une 

recherche d’instabilité microsatellitaire.

A. Critères de reconnaissance clinique 

1) Critères d’Amsterdam I

En 1990, les critères d'Amsterdam I visaient à prédire le risque de cancer colorectal. 

Une famille comportant au moins trois parents atteints de cancer colorectal histologiquement

prouvé devait présenter tous les critères suivants :

- l’un des sujets atteints est apparenté au premier degré aux deux autres.

- au moins deux générations successives atteintes.

- au moins un des diagnostics de cancer colorectal posé avant l’âge de cas de 50 ans.

- une Polypose adénomateuse familiale (PAF) devant être exclue.(42)
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2) Critères d’Amsterdam II

Les critères d’Amsterdam I étaient trop restrictifs avec un manque de sensibilité important. 

Les études des familles avec un syndrome de Lynch ont rapidement révélé la présence d’un 

excès de cancers de l’endomètre, de l’estomac, de l’intestin grêle, du système hépatobiliaire,

des voies excrétrices urinaires et des ovaires (43). C’est pourquoi, en 1997 ces critères ont 

étaient révisés afin d'inclure les cancers extra-coliques appartenant au spectre du syndrome 

de Lynch. 

- au moins 3 membres de la famille avec un cancer du spectre du Syndrome de Lynch;

avec au moins un lien de parenté au premier degré entre les 2 membres

- Deux générations successives atteintes (avec un lien de parenté au premier degré 

entre 2 membres)

- Avec au moins un cas des cancers du spectre du Syndrome de Lynch diagnostiqué 

avant 50 ans

- Une PAF devant être exclue (44)

3) Critères de Bethesda

Les critères d’Amsterdam II sont peu sensibles et trop restrictifs. Ils ne permettent pas de 

reconnaître de nombreuses familles atteintes d’un syndrome de lynch. Afin d’améliorer le 

rendement du test de l’instabilité des microsatellites, des critères cliniques ont été définis afin

de sélectionner les cas les plus susceptibles de présenter une instabilité significative (MSI-

H). Ces critères ont été établis en 1997 par une conférence du NCI (National Cancer 

Institute) et sont au nombre de 7. (45)



Les critères de Bethesda avaient une excellente sensibilité (94%), mais une spécificité de 

seulement 25% ce qui signifie que trois familles sur 4 n’étaient pas porteuses d’une mutation

MLH1 ou MSH2 (46).

Critères de Bethesda :

- Patient avec un cancer dans une famille remplissant les critères d’Amsterdam I ou II.
- Patient avec deux cancers, synchrones ou métachrones, appartenant au spectre du 

syndrome de Lynch.
- Patient ayant un cancer colorectal et un apparenté au 1er degré ayant un cancer 

colorectal et/ou un cancer du spectre du syndrome de Lynch et/ou un adénome 

colorectal : un de ces cancers diagnostiqué avant l’âge de 45 ans et l’adénome 

colique diagnostiqué avant l’âge de 40 ans.
- Patient avec un cancer colorectal ou un cancer de l’endomètre diagnostiqué avant 

l’âge de 45 ans.
- Patient présentant un cancer du colon droit avec un aspect indifférencié (solide, 

cribriforme) diagnostiqué avant l’âge de 45 ans.
- Patient présentant un cancer colorectal avec des cellules de type « bague à chaton » 

diagnostiqué avant l’âge de 45 ans.
- Patient avec un adénome colique diagnostiqué avant l’âge de 40 ans.

4) Critères de Bethesda révisés :
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Ces critères ont été révisés en 2004 (47). Le but de cette révision est de simplifier les 

critères afin de les rendre plus facilement applicables et de les élargir encore, afin de pouvoir

déceler, au niveau de la population générale, un maximum de cas.

Les critères de Bethesda revisités sont les suivants :

- cancer colorectal diagnostiqué avant l’âge de 50 ans.

- Deux cancers synchrones ou métachrones du spectre large du syndrome de Lynch, 

quel que soit l’âge de diagnostic des cancers, chez un même patient.

- Cancer colorectal ayant les caractéristiques anatomopathologiques des cancers 

MSI+ (infiltrat lymphocytaire important, réaction lymphocytaire « Crohn’s like », 

cellules en bague à chaton, composante mucineuse importante) à un âge inférieur à 

60 ans. 

B. Indications du pré-criblage somatique en France 

En France, les indications de recherche d’un phénotype MSI+ ont été encore élargies. 

Ainsi, il est recommandé de rechercher au sein de la tumeur une instabilité microsatellitaire 

et/ou une perte d’expression des protéines MMR:

- pour tout patient de moins de 60 ans atteint d’un cancer colorectal.
- Pour tout cancer de l’endomètre diagnostiqué avant 50 ans.

- et/ou s’il existe un antécédent personnel et/ou familial au premier degré de cancer 

appartenant au spectre large du SL.(48)



C. Phénotype RER 

Lorsque le système MMR est défaillant, on observe un phénotype RER (Replicative error) ou

dMMR (deficient Mismatch Repair).

Les défaillances du système MMR sont essentiellement dues à une hyperméthylation 

somatique du promoteur du gène MLH1. Plus rarement, elles peuvent être d’origine 

héréditaire, correspondant à une altération constitutionnelle d’un des gènes MMR 

responsable du syndrome de Lynch.   

L’instabilité microsatellitaire est présente dans 15 à 20% des cancers de l’endomètre, parmi 

lesquels seuls 15% correspondent à de réels syndrome de Lynch (20). Environ 15% des 

CCR sont dus à une défaillance du système MMR, parmi lesquels 2 à 5% sont des 

syndromes de Lynch et 10 à 15% sont d’origine sporadique. (49)

L’instabilité microsatellitaire ou la perte d’expression d’une protéine MMR ne permettent pas 

d’affirmer le diagnostic de syndrome de Lynch. Il s’agit de moyens permettant de 

présélectionner les patients qui pourront bénéficier d’une analyse constitutionnelle des gènes

MMR en fonction des résultats des analyses somatiques. En effet, la majorité des tumeurs 

de phénotype dMMR résulte d’une répression épigénétique du gène MLH1 par 

hyperméthylation des ilots CpG dans le promoteur, présente dans les cellules cancéreuses 

sénescentes. (50).

Les mutations de BRAF surviennent dans plus de 80% des cas des tumeurs colorectales 

présentant une méthylation de la région promotrice de MLH1. (51) (52) (53). C’est pourquoi, 

en cas de perte d’expression immunohistochimique de la protéine MLH1 dans une tumeur 

colorectale, la recherche de la mutation BRAF, p.V600E doit être effectuée (cf annexe 2). A 

ETUDE DES DISCORDANCES ENTRE LES ANALYSES D’IMMUNOHISTOCHIMIE ET DE BIOLOGIE MOLECULAIRE À LA
RECHERCHE D’UNE INSTABILITE MICROSATELLITAIRE AVEC LES ANALYSES DE GNÉNÉTIQUE CONSTITUTIONNELLE DANS

LE CADRE DU SYNDROME DE LYNCH

51



l’inverse, l’absence de mutation de BRAF dans une tumeur colorectale doit conduire à la 

recherche d’une mutation constitutionnelle de MLH1, ou d’une mutation constitutionnelle du 

promoteur de MLH1.

La mutation p.V600E de BRAF n’est pas retrouvées en cas d’hyperméthylation somatique de

MLH1 dans le cancer de l’endomètre ou les autres cancers du spectre du SL. L’arbre 

décisionnel diffère donc pour ces cancers de celui des cancers colorectaux (cf annexe 3). 

Ainsi, dans ces tumeurs, une mutation BRAF n’est pas recherchée. 

En cas de perte d’expression protéique de MSH2/MH6, ou de perte isolée de MSH6, ou bien

de perte isolée de PMS2, associée à une instabilité microsatellitaire intra-tumorale,  la 

recherche d’une mutation constitutionnelle des gènes MMR correspondant doit être 

envisagée après consultation d’oncogénétique (cf annexes 2 et 3).

1) Analyse en Immunohistochimie des protéines MMR 

L’immunohistochimie permet d’étudier l’expression des protéines MMR au sein de la tumeur 

sur une coupe histologique. Son interprétation nécessite la présence d’un témoin interne 

positif, c’est à dire un marquage nucléaire des cellules épithéliales de la muqueuse normale 

adjacente, des lymphocytes du centre germinatif des follicules lymphoïdes, ou des 

lymphocytes du stroma. 

L’étude de l’expression des protéines MMR en immunohistochimie est intéressante 

puisqu’elle permet d’orienter l’analyse constitutionnelle vers le gène en cause. En effet, dans 

la mesure où la protéine normalement codée par le gène muté n’est généralement pas 

exprimée, le résultat de l’étude immunohistochimique donne une indication sur le gène en 

cause. Ainsi, une perte de l’expression combinée ou isolée de protéines MMR peut être 

observée au sein de la tumeur d’un patient porteur d’une mutation constitutionnelle du gène 

correspondant. 



L’extinction des protéines MMR est le plus souvent couplée. Ainsi, la perte d’expression de la

protéine MLH1 est presque toujours accompagnée d’une extinction de la protéine PMS2, et 

l’extinction de la protéine MSH2 associée à une perte d’expression de la protéine MSH6. En 

effet, ces protéines agissent sous forme d’hétérodimères MLH1-PMS2 et MSH2-MSH6. 

L’inactivation d’une des deux protéines peut affecter l’expression de la protéine partenaire.

Les protéines MSH6 et MSH3 agissent avec la protéine MSH2 afin de former des 

hétérodimères. La protéine MSH2 étant indispensable pour la stabilité du complexe, on 

observe fréquemment une perte d'expression des protéines MSH2 et MSH6 en présence 

d’une mutation du gène MSH2. Cependant, on peut observer une perte isolée de 

l'expression protéique de MSH2 lorsqu'il existe une grande boucle insertion/délétion de deux 

à quatre bases faisant intervenir le complexe MSH2-MSH3. La perte isolée de MSH2 ou 

associée à un défaut d’expression de MSH6 est quasi-pathognomonique d’un syndrome de 

Lynch.

MSH6 est une protéine mineure et ne joue aucun rôle dans la stabilisation du complexe 

MSH2-MSH6. C'est pourquoi, en cas de mutation de MSH6, nous n'observerons qu'une 

perte d'expression isolée de la protéine MSH6. En effet, la protéine MSH2 se lie à la protéine

MSH3 afin de compenser la perte de fonction de la protéine MSH6. Cette perte isolée de 

MSH6 est quasi pathognomonique d’un syndrome de Lynch impliquant le gène MSH6. Le 

patient sera orienté vers un généticien lorsqu’il existe une perte d’expression de MSH2 et/ou 

de MSH6 au sein de la tumeur (Cf annexes 2 et 3).

En revanche, la perte d’expression de la protéine MLH1 associée à une perte d’expression 

de la protéine PMS2 peut être essentiellement due à une hyperméthylation somatique du 

promoteur du gène MLH1, ou plus rarement à une mutation constitutionnelle du gène MLH1. 

Ainsi, une recherche de mutation du gène BRAF sera effectuée dans un premier temps en 

cas de cancer colorectal (Cf annexe 2). Si cette mutation est présente dans une tumeur 

colorectale, une recherche d’hyperméthylation somatique du promoteur du gène MLH1 sera 
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réalisée dans un second temps. Lorsqu’il s’agit d’une tumeur de l’endomètre ou un autre 

cancer du spectre du SL (hors cancer colorectal), une recherche d’hyperméthylation 

somatique du promoteur du gène MLH1 sera recherchée d’emblée. Une consultation 

d’oncogénétique sera recommandée lorsqu’il n’est pas retrouvé d’hyperméthylation du 

promoteur du gène MLH1.

La perte d’expression isolée de PMS2 est généralement associée à une mutation 

constitutionnelle du gène PMS2.

L’étude immunohistochimique des protéines MMR a une sensibilité de 92% dans la détection

d’une défaillance du système MMR.(54)  Il s’agit d’une technique peu onéreuse, facilement 

disponible et réalisable. Elle permet d’identifier la protéine anormale ce qui oriente les 

généticiens vers le ou les gènes de réparation des mésappariements à séquencer. 

Cependant, l’efficacité de cette technique dépend du fixateur, de la qualité du fixateur et du 

temps de fixation. L’interprétation des immunomarquages nécessite une certaine expérience 

du pathologiste. De plus, les mutations faux sens responsables d’une perte de fonction de la 

protéine MMR, n’induisent pas sa perte d’expression immunohistochimique.

Cette technique immunohistochimique présente un meilleur rendement diagnostic sur les 

cancers colorectaux par rapport aux adénomes. Néanmoins, les adénomes en dysplasie de 

haut grade sont plus susceptibles d’être concordants avec la variation pathogène en cause 

que les polypes de bas grade.(55). Dans cette étude, parmi les 109 polypes analysés, seuls 

79% des adénomes ont présenté une perte d’expression des protéines MMR.



Figure 12 : analyse immunohistochimique des protéines MMR : Perte de l’expression protéique MLH1 (a) et 

PMS2 (b) au sein du tissu tumoral. Conservation de l’expression des protéines MSH2 et MSH6 au sein de la 

tumeur.

2) Recherche d’une instabilité microsatellitaire intra-tumorale

La recherche d’instabilité microsatellitaire est réalisée préférentiellement à partir d’un cancer 

colorectal mais elle peut être également réalisée à partir de n’importe quelle tumeur du 

spectre. Cette analyse est maintenant parfaitement standardisée et s’effectue dans les 

plateformes de génétique moléculaire des tumeurs. Elle peut être effectuée à partir d’une 

pièce opératoire ou d’une biopsie. 

Le pathologiste sélectionne un bloc représentatif et suffisamment riche en cellules tumorales 

après un contrôle morphologique sur lame colorée HE ou HES (Hématoxyline, Eosine et/ou 

Safran). Le génotypage est réalisé après amplification par PCR de cinq marqueurs 

microsatellites mononucléotidiques quasi monomorphes, c’est à dire pour lesquels il n’y a 
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pas de variabilité interindividuelle, déterminés lors d’une conférence de consensus : BAT25, 

BAT26, NR21, NR22 et NR24 ou NR27. 

Les tumeurs qui se développent dans le cadre du SL ont un phénotype instable qui se 

caractérise par l’apparition de séquences microsatellitaires de taille variable par rapport à la 

normale.  Ceci se traduit par la détection de pics surnuméraires lors de la superposition des 

profils obtenus à partir de la tumeur et du tissu sain. 

Une tumeur sera considérée comme instable, lorsqu’il existe au minimum 3 marqueurs 

instables au sein du tissu tumoral parmi les 5 analysés.

Cette technique est fiable et robuste. Néanmoins, elle ne permet pas d’orienter les analyses 

constitutionnelles et nécessite une certaine quantité d’ADN de bonne qualité.

Cette analyse est moins efficace sur les adénomes que sur les cancers invasifs.(56)

                     

Figure 13: Exemple de profil instable intra-tumoral pour le marqueur microsatellite BAT40.

Locus étudié : marqueur microsatellite

Pics alléliques

tissu sain
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alléliques 



Les techniques d’immunohistochimie et de biologie moléculaire sont concordantes, et 

complémentaires. En cas d’instabilité microsatellitaire associée à une perte d’expression des

protéines MSH2 et MSH6, ou à une perte isolée de la protéine MSH6, ou à une perte isolée 

de la protéine PMS2, ou bien à une perte d’expression des protéines MLH1 et PMS2 sans 

hyperméthylation du promoteur de MLH1 retrouvée, le patient sera adressé en consultation 

d’oncogénétique pour une analyse constitutionnelle des gènes MMR (Cf annexes 2 et 3). 

D. Analyses constitutionnelles 

L’analyse de l’ADN constitutionnel est effectuée à partir d’ADN leucocytaire ou d’ADN 

tissulaire. L’ADN leucocytaire provient d’un prélèvement sanguin tandis que l’ADN tissulaire 

provient du frottis jugal.

Les analyses génétiques sont effectuées après avoir informé le patient et recueilli son 

consentement libre et éclairé, lors de la consultation d’oncogénétique. En fonction du résultat

de l’immunohistochimie, on effectuera une analyse ciblée par séquençage Sanger ou bien le 

plus souvent, une analyse simultanée des gènes MMR sera réalisée avec des techniques de

séquençage à haut débit.

La recherche de réarrangements génomiques ou de mutations dans les promoteurs de 

gènes sera effectuée dans un second temps. La délétion de TACSTD1 en 3’ est responsable

d’une hyperméthylation constitutionnelle de MSH2.(57) Egalement appelée EPCAM 

(epithelial cell adhesion molecule), cette anomalie est responsable dans 10 à 20 % des cas 

d’une perte d’expression de MSH2. Elle sera également recherchée dans un second temps.
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Parfois, il s’agit de VSI (Variant de Signification Inconnue). Des outils de prédilection, des 

tests fonctionnels in vitro et/ou une analyse de ségrégation familiale peuvent permettre 

parfois de trancher entre un polymorphisme et une mutation délétère.

1) Méthodes d’identification d’une mutation constitutionnelle des 
gènes MMR

Séquençage Sanger 

Le séquençage Sanger est la technique de référence permettant l’identification des 

mutations ponctuelles, substitutions, insertions et délétions. 

Il s’agit d’une méthode de séquençage par synthèse enzymatique inventée en 1977 par 

Frédérick Sanger. Elle consiste à amplifier l’ADN par PCR (Polymérase Chain Reaction). Elle

est suivie d’une élongation par des ADN polymérases thermostables (PCR) et l’ajout des 

quatre désoxyribonucléotides (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) avec une faible concentration de 

l’un des quatre didésoxyribonucléotides (ddATP, ddCTP, ddGTP ou ddTTP). Les ddNTP 

fluorescents une fois incorporés dans le nouveau brin synthétisé, empêchent la poursuite de 

l’élongation. 

On obtient un mélange de fragments d’ADN de tailles croissantes qui se terminent tous au 

niveau d’une des bases dans la séquence. Ces fragments sont séparés par électrophorèse 

sur gel polyacrylamide. On obtient un électrophérogramme après détection de la 

fluorescence des ddNTP. Néanmoins, la taille importante de ces gènes ainsi que le nombre 

élevé d’exons rendent cette analyse par séquençage direct longue et couteuse.



Figure 14 : Illustration des étapes du séquençage Sanger. Présence de fragments de taille croissante se 

terminant par un ddNTP, qui seront séparés par électrophorèse sur gel polyacrylamide. On obtient ainsi un 

électrophérogramme après détection de la fuorescence des ddNTP.

                                                                         

Figure 15 : Exemple d’électrophérogramme obtenu lors du séquençage Sanger du gène MSH6 : lors de la 

comparaison par rapport à la séquence de référence, on observe en position 3261, une duplication du nucléotide 

C, entrainant un décalage du cadre de lecture ((mutation hétérozygote délétère de l’exon 5 du gène MSH6 

c.3261dup, pPhe1088LeufsX5)
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QMPSF (Quantitative Multiplex PCR of Short Fluorescent Fragment)

Elle permet l'étude de réarrangements de grande taille, duplications ou délétions. Il s'agit 

d'une méthode semi-quantitative basée sur une PCR multiplex de courts fragments 

fluorescents. 

Cette technique consiste à effectuer une PCR multiplex dans un premier temps, puis 

analyser de façon semi-quantitative les fragments. Ainsi, plusieurs régions génomiques sont 

conjointement amplifiées. Les produits de PCR sont ensuite séparés par électrophorèse 

capillaire. L'analyse des électrophérogrammes est semi-quantitative puisqu'elle compare la 

quantité des amplicons d'intérêt aux amplicons correspondants chez un témoin normal.(58)

(59)(60) 

Plusieurs études basées sur l’utilisation de la QMPSF montrent que les réarrangements du 

gène MSH2 sont impliqués dans au moins 10% des syndromes de Lynch. (61)(62)(63)

           



           

Figure 16 : Electrophérogramme de 2 patients (rouge) superposés au contrôle (bleu) après 
réalisation d’une QMPSF : mise en évidence de délétions de grande taille intéressant l’exon 
exon 2 (figure a) et l’exon 7 (figure b) du gène MSH2. 

Séquençage à haut débit

Le séquençage nouvelle génération associé à une analyse bioinformatique adaptée, permet 

de rechercher simultanément des variations ponctuelles et des réarrangements génomiques.

Il existe différentes technologies de séquençage à haut débit. 

Parmi ces techniques, nous pouvons trouver la PCR en émulsion suivie d’un 

pyroséquençage. 

La technologie Illumina consiste à effectuer une PCR en pont en phase solide associée à 

l’utilisation d’analogues nucléotidiques modifiés porteurs d’une molécule fluorescente ayant 

les caractéristiques d’un terminateur réversible (Cf annexe 4).

Enfin la technologie solide s’effectue par une PCR par émulsion suivie d’un séquençage par 

ligation.
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4) Les gènes du système MMR

Dans le SL, la mutation constitutionnelle intéresse principalement un des 4 gènes qui code 

pour une des protéines MMR : MLH1 ou MSH2 le plus souvent ; MSH6 plus rarement et 

PMS2 exceptionnellement.

MLH1

Le gène MLH1 est localisé sur le chromosome 3 en position 3p22. Il est comporte 19 exons 

et code pour une protéine de 84kDa constituée de 756 acides aminés. 

La protéine MLH1 est constituée de différents domaines fonctionnels dont le domaine 

ATPase, le domaine d’interaction avec PMS2 ou Mlh3 pour former l’hétérodimère, et le 

domaine d’interaction avec les homologues MutS (MSH2 et MSH6). (64) (65)(66)

Figure 17: représentation schématique de la protéine MLH1 d’après (67)

MSH2

Le gène MSH2 fut le premier gène identifié en 1993 par la réalisation d’analyses de liaison 

menées dans deux grandes familles présentant un syndrome de Lynch (68). Ce gène se 

situe sur le locus 2p22-p21 (69)(70) et comporte 16 exons. Il code pour une protéine de 

104kDa constituée de 934 acides aminés. 



La protéine MSH2 possède un domaine de liaison avec l’ADN intervenant dans la 

reconnaissance des mésappariemments. Le domaine d’interaction MSH3/MSH6 permet de 

former l’hétérodimère.

Figure 18: Représentation schématique de la protéine MSH2 d’après (71)

MSH6

MSH6 fut le second gène identifié sur le chromosome 2, localisé en 2p16 (72) (73) (74) (75). 

Il comporte 10 exons et code pour une protéine de 1360 acides aminés.

 Figure 19: Représentation schématique de la protéine MSH6.
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PMS2

Le gène PMS2, situé en position 7p22, comprend 15 exons codant pour une protéine de 862

acides aminés. (76).

VIII. CARACTERISTIQUES DES MUTATIONS

La majorité des mutations responsables des cancers familiaux du syndrome de lynch sont 

situées sur les gènes MLH1 et MSH2 (77).  Les réarrangements de grande taille, en 

particulier à type de délétion sont plus fréquents dans le gène MSH2 (figure 20). 

Les cancers urothéliaux sont principalement induit par un mutation constitutionnelle du gène 

MSH2 (78)(79). 

Les mutations MSH6, principalement des mutations ponctuelles correspondent à 10% des 

mutations des gènes MMR. Les mutations du gène PMS2 sont rares. Ceci est probablement 

du à une sous-évaluation en raison des difficultés rencontrées pour les mettre en évidence. 

De plus, les anomalies épigénétiques peuvent être responsables de syndrome de Lynch. 

Les délétions de la région C-terminale du gène EPCAM/TACSTD1, localisées dans la région 

5’ du gène MSH2  entrainent la méthylation du promoteur du gène MSH2.(80)(81)(82).

L’hyperméthylation constitutionnelle du gène MLH1 est très rare. Elle représente entre 0,6 et 

1% de l’ensemble des anomalies responsables de syndrome de Lynch. La plupart de ces 

épimutations surviennent de novo et ne sont pas transmises à la génération suivante.

Le risque de cancer varie en fonction de la mutation retrouvée. Le risque de cancer est plus 

élevé en cas de mutation de MLH1 ou MSH2 (40-70%) par rapport aux mutations de MSH6 

et PMS2.(83). En cas de mutations MSH2, le risque de cancer extradigestif est plus élevé. 

Les mutations constitutionnelles de MSH6 sont associées à un risque moindre de CCR et à 

un risque majoré de cancer de l’endomètre  (84)(85)(86) 



Figure 20: Répartition des différents types de mutations des gènes MMR au cours du syndrome de Lynch (87)
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OBJECTIF

L’identification des individus à haut risque de syndrome de Lynch est importante car ces 

individus et leurs proches peuvent bénéficier d’un conseil génétique et d’une surveillance 

accrue, permettant une détection précoce des tumeurs du spectre et une diminution de la 

mortalité spécifique de la maladie. Cette pré-sélection s’effectue par la réalisation d’analyses 

somatiques. 

Dans la grande majorité des cas, il existe une bonne concordance entre les analyses 

somatiques et constitutionnelles. Néanmoins, dans de rares cas, nous pouvons observons 

des discordances. 

Ce travail de thèse a pour objectif d’étudier ces discordances afin de les comprendre pour 

mieux les appréhender.

Nous avons renouvelé les analyses somatiques sur ces cas discordants afin de les reclasser

en 3 catégories :

- cas non discordants

- cas discordants

- cas non contributifs



MATERIELS ET METHODES

I Les cas discordants

Dans cette étude rétrospective, 23 cas discordants ont été inclus. L'ensemble de ces cas 

présentaient un syndrome de Lynch, diagnostiqué au laboratoire de Génétique 

constitutionnelle du CHU de Rouen entre 2007 et 2014.

Les cas avaient été sélectionnés sur les critères suivants :

- discordance entre les analyses moléculaires et/ou immunohistochimiques et le 

résultat de l’analyse constitutionnelle portant sur les gènes MMR.

- Caractère délétère de l’altération constitutionnelle des gènes MLH1, MSH2 et MSH6.

Les analyses somatiques avaient été effectuées  à Rouen, à Rennes, à Brest, à Strasbourg  

et à Poitier.

La plupart des blocs provenaient de laboratoires privés de la région Nord-Ouest.

IX.Diagnostic de la mutation constitutionnelle 

Ces patients avaient été testés dans un premier temps soit par séquençage à haut débit ou 

« Next Generation Sequencing » (NGS) sur ILLUMINA GA II (Cf Annexe ), soit par 

séquençage Sanger à partir de l’ADN constitutionnel. 

Si un syndrome de Lynch était fortement suspecté sur les critères cliniques et les résultats 

des analyses somatiques, une Quantitative multiplex PCR of short fluorescent fragments 
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(QMPSF) était réalisée dans un second temps à partir de l’ADN constitutionnel extrait du 

premier prélèvement. Cette technique permet de rechercher des réarrangements de grande 

taille. 

Le prélèvement sanguin ou salivaire était effectué lors de la consultation d’oncogénétique 

après avoir recueilli le consentement libre et éclairé du patient.

Afin de confirmer la présence de l’altération constitutionnelle, un second prélèvement suivi 

d’une seconde analyse par séquençage de Sanger ou QMPSF était effectuée.

A. Caractère délétère de la variation 

Le caractère délétère de l'altération constitutionnelle a été déterminé en fonction des critères 

suivants:

• si la variation est tronquante : codon stop ou mutation décalant le cadre de lecture et 

induisant un codon stop prématuré. 
• si elle touche un site canonique d’épissage (AG et GT), les +1 et +2 ainsi que les -1 et -2.
• si c’est une mutation faux sens, le caractère délétère est établi sur les critères suivants :

- identification de la variation comme délétère dans les bases de données nationales et 

internationales (ex : HGVM, Polyphen) 

- fréquence allélique de la mutation dans les différentes populations selon les origines

- conservation de l’acide aminé, localisation dans un domaine fonctionnel de la protéine

- écart physico-chimique entre l’acide aminé sauvage et celui prédit par la variation

En effet, les substitutions d’acides aminés ne conduisent pas toutes à un effet pathogène et 

sont alors appelées variant de signification clinique incertaine (VSI). Des analyses 

fonctionnelles ou d’épissage permettent dans la plupart des cas de classer la variation.



Concernant la mutation c.2459-3T>G du gène MSH2 selon la séquence de référence 

NM_000251, présente chez le patient n°10, celle-ci a été considérée comme délétère devant

les arguments ci-dessous :
- survenue de 3 tumeurs appartenant au spectre du syndrome de Lynch
- présence d’une instabilité microsatellitaire
- les prédictions bio-informatiques concernant l’épissage indiquant une destruction totale 

ou la diminution majeure de la force du site accepteur naturel d’épissage de l’intron 14

- Réalisation d’un test ex-vivo indicateur d’épissage montrant que cette mutation située en 

-3 de l’exon 15 entraine un défaut d’épissage majeur conduisant à la production d’un 

transcrit excluant l’exon 15 et d’un transcrit porteur d’une délétion des 36 premiers 

nucléotides de l’exon 15.

La RT-PCR n’a pu être réalisée sur le prélèvement Paxgene réalisé chez ce patient. De 

même, une étude de la lignée lymphoblastoïde issu d’un prélèvement sur héparine lithium 

aurait permis de confirmer ce résultat, mais le patient est décédé.

B. Critères de qualité : NGS

Les critères de qualité pour le run de séquençage haut débit sont :

- Le pourcentage de régions cibles séquencées
- La profondeur de lecture doit être supérieure à 30.
- Le Q-score des bases doit être supérieur à 30 pour un risque d’erreur inférieur à 1/1000.

X. Analyses somatiques réalisées au sein des laboratoires de 

Rouen 

Nous avons renouvelé l’analyse moléculaire à la recherche d’une instabilité microsatellitaire, 

lorsque le phénotype initial était MSS ou pMMR. 
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L’analyse immunohistochimique des protéines MMR a été réeffectuée lorsque le profil 

immunohistochimique initial des protéines MMR était discordant avec l’altération 

constitutionnelle délétère retrouvée chez un même patient. 

Dans certains cas, les analyses moléculaires ainsi que l’immunohistochimie des protéines 

MMR s’étaient révélées discordantes avec le diagnostic génétique, ce qui nous a conduit à 

renouveler ces deux analyses.

A. Recherche d’instabilité microsatellitaire

Le génotypage par étude des microsatellites est effectué soit à partir d’ADN tumoral extrait 

de la tumeur et d’ADN normal issu du tissu sain du même patient, soit uniquement à partir de

l’ADN tumoral. 

L’ADN est ensuite amplifié par PCR avant d’être analysé. 

1 Extraction d’ADN à partir de blocs de paraffine 

L’ADN de tissu normal et tumoral est extrait à partir de coupes paraffinées. Les zones 

d’intérêt sont sélectionnées et repérées sur une lame HES (figure 21).

Les territoires tumoraux doivent contenir au moins 5 % de cellules tumorales.

Quatre coupes de 10µm d’épaisseur sont ensuite effectuées à partir du même bloc, et ne 

sont pas colorées. 

Les zones préalablement repérées sur la lame HES sont macrodisséquées à l’aide d’un 

bistouri sur les lames blanches. L’ADN génomique est extrait à l’aide du kit Maxwell 16 

FFPE Plus LEV DNA purification kit (Promega, USA) selon les recommandations du 

fournisseur. Les extraits d’ADN sont ensuite conservés à -20°C



                                   

Figure 21: Sélection de la zone tumorale (TT) sur lame HES

5) Amplification de l’ADN : Polymérase Chain Reaction (PCR)

L’amplification des régions d’intérêt est effectuée par deux PCR multiplexe NR et TGF. 

L’amplification est réalisée à l’aide de couples d’amorces spécifiques des régions d’intérêt, 

l’une des amorces étant marquée par un fluorochrome. Cela permet la séparation des 

produits de PCR par électrophorèse capillaire.

L’analyse est réalisée en parallèle pour le tissu sain et le tissu tumoral. Les loci étudiés sont :

- pour la PCR NR : NR-24, NR-22, BAT-25, BAT-26 et NR27 
- pour la PCR TGFB : TGFB, LNS, MFD et AFM.

Les marqueurs de la PCR-NR sont dits quasi-monomorphes, c’est-a-dire caractérisés par un

nombre de répétitions, très homogène dans une population donnée (entre les différents 
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individus et pour les 2 allèles d’un même individu). Les polymorphismes ne sont cependant 

pas exclus, en particulier pour les marqueurs BAT-25 et NR-21. Ils se traduisent par la 

présence de 2 pics distincts après amplification. 

Les marqueurs de la PCR-TGFB sont polymorphes, ce qui permet de valider la concordance

entre le tissu sain et le tissu tumoral, mais aussi l’absence de contamination inter-échantillon 

car chaque individu a des marqueurs spécifiques. 

S’il n’y a pas de tissu sain, seule une PCR-NR sera réalisée.

La réaction de PCR est réalisée à partir d’un volume final de pré-PCR de 23µl comprenant 

12,5µl de Qiagen Multiplex PCR Kit, 2,5 µl d’amorces spécifiques et 8 µl d’eau stérile. Le 

volume d’ADN ajouté au mélange de pré-PCR varie en fonction de sa densité optique. Le 

mélange réactionnel est placé dans un thermocycleur réalisant une dénaturation de 15 

minutes à 95°C, suivie de 35 cycles d’amplification comprenant une dénaturation de 30 

secondes à 95°C, une hybridation des amorces de 90 secondes à 57°C et une élongation de

60 secondes à 72°C, suivie d’une élongation finale de 30 minutes à 60°C.

6) Analyse des données 

Les produits de PCR obtenus sont séparés selon leur taille par électrophorèse capillaire puis

analysés grâce au logiciel GeneMapper. 

Les profils obtenus à partir de l’ADN tumoral et sain sont superposés. Pour chaque locus, on

observe une distribution gaussienne.



L’existence d’une instabilité des microsatellites au niveau d’une tumeur (MSI-High) est 

définie par l’existence :

- d’un profil instable pour au moins 3 marqueurs (sur les 5 amplifiés) en l’absence 

d’analyse comparative possible avec du tissu sain et 

- pour au moins 2 marqueurs en cas d’analyse comparative possible avec de l’ADN extrait 

du tissu sain.

La présence d’un profil instable pour un seul marqueur correspond au profil MSI-L. Le statut 

MSI-low peut être également dû à d’autres mutations que les mutations constitutionnelles 

des gènes MMR. (88) 
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Figure 22 : Exemple de profil instable. Présence de pics surnuméraires pour les locus NR22, Bat26, NR24, 
NR27, BAT40, BAT25 et NR21 au sein du tissu tumoral.
Tissu sain : vert ; Tissu tumoral : bleu       allèle instable       allèle normal

     

B. Analyse immunohistochimique des protéines MMR 

1 Anticorps utilisés 

Des coupes histologiques colorées par l’hématéine-éosine-safran (HES) sont réalisées sur 

chacun des blocs reçus. 

Puis une étude immunohistochimique est effectuée avec les anticorps:

- MLH1 (anticorps monoclonal de souris, clone M1, Ventana, prédilué), 
- MSH2 (anticorps monoclonal de souris, G219-1129, Cell Marque, prédilué),
- MSH6 (anticorps monoclonal de souris, clone 44, Ventana prédilué) et 

- PMS2 (anticorps monoclonal de lapin, EPR3947, Cell Marque, prédilué), pour 

l’ensemble des lésions tumorales. 

L’anticorps anti-PMS2 nécessite un kit d’amplification Roche (ref760-080)

Ti
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u 
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Les immunomarquages sont effectués par les automates BenchMark XT et Ultra (Ventana 

Medical System), sur coupes déparaffinées de 4µm, réalisées à partir des blocs reçus.

Pour l’anticorps anti-MSH2 

Un démasquage antigénique par un tampon CC1 pendant 30 à 36 minutes suivant 

l’automate, à 95°C est réalisé. L’incubation avec l’anticorps primaire est effectuée pendant 

16 minutes à 37°C.

Pour l’anticorps anti-MSH6 

Un démasquage antigénique par un tampon CC1 pendant 60 à 61 minutes suivant 

l’automate, à 95°C est réalisé. L’incubation avec l’anticorps primaire est effectuée pendant 

16 à 24 minutes suivant l’automate

Pour l’anticorps anti-MLH1 

Un démasquage antigénique par un tampon CC1 pendant 60 à 64 minutes suivant 

l’automate, à 95°C est réalisé. L’incubation avec l’anticorps primaire est effectuée pendant 

16 minutes à 37°C.

Pour l’anticorps anti-PMS2 

L’anticorps anti-PMS2 nécessite un kit d’amplification Roche (ref760-080).

Un démasquage antigénique par un tampon CC1 pendant 60 à 64 minutes suivant 

l’automate, à 95°C est réalisé. L’incubation avec l’anticorps primaire est effectuée pendant 

16 minutes à  32 ou 37°C suivant l’automate.
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Le système de révélation utilisé (ultraView Universal DAB Detection Kit de Ventana Medical 

System) met en évidence s’il y a lieu, l’antigène recherché, réaction traduite par une 

coloration brune, alors que le reste de la lame est coloré en bleu hémalun.

Ces 4 protéines étant localisées dans le noyau cellulaire, leur marquage est de type 

nucléaire en l’absence d’altération du gène correspondant. 

La présence de témoin interne est indispensable, en particulier en cas d’extinction de 

l’expression protéique afin de ne pas méconnaitre un faux négatif.

La présence de témoin interne est indispensable, en particulier en cas d’extinction de 

l’expression protéique afin de ne pas méconnaitre un faux négatif.

7) Les résultats attendus en fonction de la mutation constitutionnelle 
présente 

- En cas de mutation constitutionnelle du gène MSH6, on s’attend à observer une perte 

isolée de l’expression protéique de MSH6
- En cas de mutation constitutionnelle du gène MSH2, on devrait observer une perte de 

l’expression des protéines MSH2 et MSH6
- En cas de mutation constitutionnelle du gène MLH1, cela se traduit par une perte de 

l’expression des protéines MLH1 et PMS2
- En cas de mutation constitutionnelle du gène PMS2, une perte isolée de l’expression 

protéique de PMS2 sera observée.

L’analyse immunohistochimique des protéines MMR a été effectuée en aveugle par une 

pathologiste référente dans ce domaine.



Figure 23 : Analyse immunohistochimique des protéines MMR montrant une extinction des protéines MLH1 
(figure 1A) et PMS2 (figure 1B) avec conservation de l’expression des protéines MSH2 (figure 1C) et MSH6 
(figure 1D).
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RESULTATS

I Caractéristiques des patients inclus

Dans cette étude, 22 cas initialement discordants ont été inclus.

Deux cas mutés MSH2 ont été exclus (figure 23). Pour un cas, nous n'avons pu réaliser 

l'ensemble des analyses somatiques car le bloc était quasiment épuisé. L'autre cas n'a pu 

être analysé car le délai de conservation du bloc était dépassé.

Ainsi, nous avons analysé 20 cas initialement discordants.

Parmi ces 20 cas étudiés, 6 cas étaient mutés MSH6, 9 cas mutés MSH2 et 5 cas mutés 

MLH1 (tableau 1).

Les types de discordances étaient les suivantes : dans 2 cas un phénotype tumoral stable 

était objectivé en biologie moléculaire ; pour 15 cas l’étude immunohistochimique était non 

contributive au sein de la tumeur et pour 3 cas, les analyses moléculaires et 

immunohistochimique étaient discordantes (annexe 5). 

                                  



                           Figure 24 : Diagramme de flux

Mutation IHC 
NC/discordante

RER 
stable/impossibl
e 

IHC NC/discordante 
+ RER stable/NC

Total

MSH6 4 0 2 6
MSH2 7 1 1 9
MLH1 4 1 0 5
Total 15 2 3 20
Tableau 1 : Caractéristiques initiales des cas analysés. NC: non contributif

A. Caractéristiques cliniques des patients étudiés 

Notre série comportait 12 CCR,  3 cas constitués d’un ou de plusieurs adénomes, 1 

carcinome intra-muqueux du colon,  1 cancer de l’endomètre, 1 adénocarcinome duodénal, 1

adénocarcinome canalaire du sein et 1 tumeur vésicale (annexe 5).

L'âge médian et l’âge moyen des patients étudiés étaient respectivement de 50,5 ans et 40,7

ans [34-66ans]. 

B. Les mutations 

Les mutations des différents cas analysés sont répertoriées au sein de l’annexe 5. Les 

analyses constitutionnelles ont été réalisées entre 2007 et 2016.

Quatre patients étaient porteurs d’une mutation faux sens sur les gènes MSH2 et MLH1. 

Deux patients étaient porteurs de la mutation c.2245G>A présente sur l’exon 14 du gène 

MSH2 (cas n° 11 et 17). De même, la mutation c.1178T>C  située sur l’exon 12 du gène 

MLH1 était présente à l’état hétérozygote chez 2 patients (cas n° 13 et 19). 
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Nous avons dénombré 9 mutations frame shift, 2 mutations non-sens, 3 réarrangements de 

grande taille et 2 mutations d’épissage. 

Parmi les variations d’épissage, La mutation c.678-2A>T altère le site consensus accepteur 

d'épissage de l'intron 8 du gène MLH1 et est donc délétère.

La seconde variation d’épissage altère le site accepteur d’épissage de l’intron 14 du gène 

MSH2. Il s’agit de la mutation c.2459-3T>G du gène MSH2. Un test d’épissage ex-vivo a été 

réalisé permettant de confirmer le caractère délétère de la mutation. Cette mutation entraine 

l’exclusion de l’exon 15 du transcrit, ainsi que l’activation du site cryptique accepteur 

d’épissage dans l’exon 15, conduisant à la délétion en phase des 36 premiers nucléotides de

l’exon 15.

Deux cas (cas 13 et 19) présentaient la même mutation faux sens de MLH1 (c.1178T>C, 

ex12).

C. Le type de prélèvement 

Les analyses ont été effectuées à partir de pièces opératoires pour 15 cas et à partir de 

biopsies pour 5 cas. Nous avons considéré la résection trans-urétro-vésicale comme un 

prélèvement biopsique.

XI.Reclassement des cas après renouvellement des analyses 

somatiques 

La réalisation de nouvelles analyses somatiques dans notre laboratoire a permis de 

reclasser les cas en : 

- 8 cas non discordants.



- 6 cas non contributifs

- 6 cas discordants

A. Cas reclassés en non discordants 

L’ensemble de ces cas reclassés en non discordants ne possédait qu’un profil 

immunohistochimique initial discordant avec les analyses constitutionnelles. En effet, les

8 cas présentaient une instabilité microsatellitaire en biologie moléculaire.

Ces cas non discordants étaient majoritairement mutés MSH2 (5 cas) et MSH6 (2 cas) 

(tableau 2). Seul, un cas était muté MLH1.

cas mutation MSH2 MSH6 MLH1 PMS2 RER
1 mutation MSH6 (c.3202C>T, p.Arg1068X, ex5) +

(focale)
+

(focale)
+

(focale
)

+
(focale

)

MSI

2 mutation MSH6 (c.3261del ex5 (NGS), p.Phe1088SerFs*2 + + + + MSI

3 mutation MSH2 (c.2662del, p.leu888Cysfs*4, exon 16) + + + + MSI

4 mutation MSH2 (c.2459_3T>G, intron 14) + + (très
faible

dans la
tumeur)

+ + MSI

5 mutation MSH2 (c.1864_1865delinsT, p.Pro622X, exon 
12)

+ + + + MSI

6 mutation MSH2 (c.1058del, p.Lys353Argfs*4, exon 6) + - + NR MSI
7 Del ex 1 et 2 et le promoteur de MSH2 + - + + MSI
8 mutation MLH1 (Del ex12 et 13) - - - NR MSI

Tableau 2: caractéristiques initiales des cas reclassés en non discordants. NR: non réalisé

Il existait initialement une perte isolée de MSH6 pour 2 cas mutés MSH2, une perte 

d’expression de MSH2, MSH6 et MLH1 pour un cas muté MLH1  et une conservation de 

l’expression des 4 protéines MMR pour 5 cas (tableau 2). 
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Nous avons donc obtenu un profil d’expression des protéines MMR concordant avec la 

mutation constitutionnelle après avoir renouveler les analyses pour ces 8 cas. 

Ainsi, en cas de mutation de MSH2, nous avons observé une perte concomitante de 

l’expression des protéines nucléaires MSH2 et MSH6 au sein de la tumeur (cas 3 à 7).

La présence d’une mutation MSH6 s’accompagnait d’une perte isolée de l’expression de 

MSH6 (cas 1 et 2). En effet, la protéine MSH2 peut former un hétérodimère aussi bien avec 

la protéine MSH6, qu’avec la protéine MSH3. Ainsi, la modification de la protéine MSH6 

entraine la perte d’expression isolée de cette dernière. Néanmoins, MSH2 se lie à MSH3, 

entrainant ainsi une conservation de l’expression de MSH2.

Enfin, nous avons observé une perte d’expression des protéines MLH1 et de PMS2 au sein 

de la tumeur en cas de mutation de MLH1 (cas 8). 

PMS2MLH1



Figure 25 : Analyse immunohistochimique initiale du cas 2 : conservation de l’expression des protéines MLH1, 
PMS2 et MSH2. Le marquage avec l’anticorps anti-MSH6 est non contributif.

Le marquage de MSH6 sur la tumeur du cas 2, initialement réalisé avec l’anticorps anti-

MSH6 de Becton Dickinson (clone 44 1/100) était non contributif avec un marquage 

cytoplasmique diffus, sans marquage nucléaire (figure 25). L’utilisation d’un anticorps anti-

MSH6 plus récent (Ventana prédilué, clone 44) a permis de montrer une extinction isolée 

de MSH6 au sein des cellules tumorales (figure 26).

Figure 26 : Analyse immunohistochimique renouvelée au sein de la lésion tumorale du cas 2 montrant une 
extinction isolée de MSH6.
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Pour le cas 1, les analyses ont été réeffectuées sur un autre bloc tumoral.  Sur le premier 

bloc, on observait une expression focale des 4 protéines MMR. Les anticorps anti-MSH2 et 

anti-MSH6 qui avaient été utilisés étaient respectivement l’anticorps de VWR Calbochiem, 

clone FE11, 1/40 et l’anticorps de Becton Dickinson, clone 44, 1/80. Sur le second bloc, on 

observait une extinction des protéines MSH2 et MSH6 avec une expression focale des 

protéines MLH1 et PMS2. Les anticorps utilisés pour l’analyse immunohistochimique du 

second bloc figurent dans matériels et méthodes. La lésion tumorale était un 

adénocarcinome mucineux de l’angle colique gauche.

Le patient présentant une mutation constitutionnelle délétère du gène MLH1 (cas 8) 

correspondant à un réarrangement de grande taille (del ex 12-13), présentait une extinction 

protéique de MLH1, MSH2 et MSH6 lors des premières analyses effectuées au sein de la 

tumeur (del ex 12-13). Les anticorps utilisés initialement étaient les suivants : l’anticorps 

monoclonal anti-MLH1 de Ventana G168.728, l’anticorps anti-MSH2 diagnostic Biosystems, 

clone G168.728 et l’anticorps anti-MSH6 diagnostic Biosystems, clone 44. L’utilisation 

d’anticorps plus récents (Cf matériels et méthodes) lors de la réalisation de nos analyses 

immunohistochimiques a permis de mettre en évidence une extinction des protéines MLH1 

et PMS2 et une conservation de l’expression de MSH2 et MSH6 au sein de la tumeur. 



B. Cas reclassés en non contributifs 

La répartition des cas non contributifs est homogène avec la présence de 2 cas pour chaque

mutation MMR étudiée (tableau 3).

Cinq cas étaient attribués à des problèmes de fixation, et un cas à un prélèvement tumoral 

inadapté.

Tableau 3: Caractéristiques des cas reclassés en non discordants
NC : non contributif, + expression de la protéine MMR, - perte d’expression de la protéine MMR

Le prélèvement tumoral inadapté intéressait une lésion tumorale mammaire qui avait été 

considérée initialement comme un carcinome canalaire in situ du sein. Après relecture, nous 

avons considéré qu’il s’agissait plutôt d’une hyperplasie canalaire simple (figure 27).

Ceci explique l’absence de perte d’expression des protéines MMR et la présence d’un 

phénotype pMMR ou MSS.
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Cas Mutation MLH1 PMS2 MSH2 MSH6 RER Tumeur Biopsie/
Pièce 
opératoir
e

fixation

9 mutation MSH6 
(c.3261dupC, 
p.Phe1088LeufsX5, 
ex5)

+ + + NC impossible Adénocarcinome 
colique

PO formol

10 mutation MSH6 
(c.2611_2614dup, 
p.Ile872AsnfsX10, 
ex4)

+ NC + NC stable Adénocarcinome 
endométrial

PO formol

11 mutation MSH2 
(c.2245 G>A, p.Glu 
749Lys, exon 14)

+ + NC NC Instable Adénocarcinome 
rectal

Biopsie AFA

12 mutation MSH2 
(c.2699 C>G, 
p.Ser900*, ex16)

+ + + + stable Hyperplasie 
canalaire simple

PO formol

13 mutation MLH1 
(c.1178 T>C, 
p.Leu393Pro ex12)

+ NC + + instable Adénome coecal en
dysplasie de Haut 
grade

biopsie formol

14 mutation MLH1 
(c.678_2A>T,Intron 8

- - + + NC Adénocarcinome 
colique droit peu 
différencié

PO formol



Figure 27: Cas 12 présentant une hyperplasie canalaire simple (HES x 100)

Les problèmes de fixation se traduisent en immunohistochimie par une hétérogénéité du 

marquage nucléaire au sein de la tumeur et par l’absence de témoin interne. Sur le plan 

moléculaire, les fragments de moins de 150pb ne sont pas amplifiables, rendant l’analyse 

des microsatellites par PCR pentaflex ininterprétable.

La technique de biologie moléculaire n’a pu être réalisée pour le cas 9, compte tenu de la 

mauvaise qualité de l’ADN tumoral. De plus, le marquage immunohistochimique des 

protéines MSH2 et MSH6 au sein de la tumeur  de ce cas est non contributif car il n’existe 

pas de témoin interne (figure 28).

Figure 28 : Cas 9, Marquage nucléaire MSH2 de rares cellules tumorales, marquage non contributif de MSH6 car
absence de témoin interne (x200). 



La PCR pentaflex n’est pas contributive pour le cas 14 car seuls deux marqueurs d’instabilité

microsatellitaire n’ont pu être analysés parmi les 7  (figure 29). Ces marqueurs 

correspondent à de petits fragments d’ADN (< 150pb). Dès que les fragments excèdent 

150pb, ils ne peuvent être amplifiés du fait de la mauvaise qualité de l’ADN. De plus, il existe

une importante hétérogénéité intra-tumorale du marquage protéique nucléaire pour ce cas. 

En effet, on observe une expression des protéines MSH2 et MSH6 dans les zones tumorales

périphériques tandis qu’il n’existe pas d’expression intra-tumorale de ces protéines dans les 

zones plus centrales (figure 30). De plus, dans ces zones centrales, il n’existe pas de témoin

interne.

Figure 29 : Résultats de la PCR pentaflex du cas 14 : Tissu sain en vert et tissu tumoral en bleu. Seul les locus NR27 et Bat40 sont 

analysables et montre une instabilité intra-tumorale pour ces 2 marqueurs. 
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Figure 30 : Cas 14, Hétérogénéité du marquage de MSH2. A gauche(x 250), on observe une hétérogénéité du marquage MSH2 au sein 
de la tumeur avec une conservation de l’expression en périphérie et une perte d’expression centrale. A droite (x 1000, il s’agit d’une 
zone centrale où il n’y a pas de témoin interne. 

Le renouvellement de l’analyse par biologie moléculaire a mis en évidence un phénotype 

microsatellitaire stable au sein de la tumeur endométriale du cas 10.

Les deux derniers cas, correspondant respectivement à un cancer colique et à un polype 

caecal, présentaient un profil intra-tumoral instable (cas 11 et 13).

L’analyse immunohistochimique des protéines MSH6 et PMS2 du cas 10 , des protéines 

MSH2 et MSH6 du cas 11 et de PMS2 du cas 13  étaient non contributives en raison d’une 

absence de marquage au sein des cellules tumorales ainsi que des témoins internes. 

C. Cas considérés comme véritablement discordants 

Le renouvellement des analyses somatiques a permis de confirmer la présence de 6 cas 

discordants (tableau 3), parmi lesquels 2 cas étaient mutés MSH2, 2 cas mutés MLH1 et 

enfin 2 cas mutés MSH6. Cinq discordances portent sur le profil immunohistochimique. 

Seule, une discordance intéresse le phénotype RER.

MSH2MSH2



Cas mutation MLH1 PMS2 MSH2 MSH6 RER Tumeur

15 mutation MSH6 
(c.3261dup,pPhe1088
LeufsX5, ex5) 

+ + + + MSI CC gauche + adénome

16 mutation MSH6 
(c.3268_3274 del ex5, 
p.Glu1090LysFs*)

+ + - - MSI CC droit

17 mutation MSH2 
(c.2245G>A, 
p.Glu749Lys, ex14) 

+ + + + MSI CC droit

18 mutation MSH2 
(c.1705_1706 del 
ex11) 

+ + - - MSS Adénome tubulo-villeux 
en dysplasie de BG

19 mutation MLH1 
(c.1178 T>C, 
p.Leu393Pro, ex12 

+ + + + MSI CC gauche

20 mutation MLH1 
(del ex 17-19)

+ - + + MSI Carcinome intra-
muqueux et adénome 
en dysplasie de HG

Tableau 3 : Caractéristiques des cas discordants

1 Cas n°15 :

Il intéresse une patiente ayant présenté dans un premier temps un adénocarcinome colique 

à l’âge de 49 ans (mutation MSH6 c.3261dup, p.Phe1088LeufsX5, ex5). Puis un polype 

sessile de 1,3 cm du bas rectum a été découvert lors de la surveillance endoscopique. A 

l’examen microscopique, la lésion correspondait à un adénome tubulo-villeux en dysplasie 

de bas grade. Les analyses immunohistochimiques réalisées sur la tumeur colique ainsi que 

sur l’adénome rectal ont révélé une conservation de l’expression des 4 protéines MMR. Sur 

la pièce opératoire, l’expression de MSH2 et MSH6 était focale (figures 31 C et D). 

L’adénocarcinome colique était de phénotype instable, en revanche l’adénome était de 

phénotype stable. 

Nous avons retrouvé des résultats identiques après avoir renouvelé ces analyses, avec une 

expression focale de MSH6 au sein de l’adénocarcinome colique ainsi que du polype, avec 

une expression hétérogène au sein même d’une glande adénomateuse. (figures 31 E et F).
ETUDE DES DISCORDANCES ENTRE LES ANALYSES D’IMMUNOHISTOCHIMIE ET DE BIOLOGIE MOLECULAIRE À LA

RECHERCHE D’UNE INSTABILITE MICROSATELLITAIRE AVEC LES ANALYSES DE GNÉNÉTIQUE CONSTITUTIONNELLE DANS
LE CADRE DU SYNDROME DE LYNCH

89



Figures 31 : A : Expression de MLH1 au sein de l’adénocarcinome (x250), B :Eexpression focale de MSH2 au 
sein de l’adénocarcinome (x250). C et D : expression focale de MSH2 et MSH6 au sein de l’adénocarcinome 
(x250). E et F : expression hétérogène de MSH6 au sein des glandes adénomateuses (x200).



8) Cas n°16 :

Il s’agit d’une patiente atteinte d’un cancer du colon droit à l’âge de 58 ans et porteuse de la 

mutation c.3268_3274del de l’exon 5 du gène MSH6. Nous avons renouvelé les analyses 

somatiques confirmant la présence d’une extinction intra-tumorale couplée des protéines 

MSH2 et MSH6 (figure 32). En cas de mutation de MSH6, nous pouvons nous attendre à 

observer une perte d’expression isolée de MSH6. En effet, la protéine MSH2 peut se coupler

avec MSH3 en cas de perte de fonction de MSH6 et ainsi continuer à être effectrice et 

exprimée en immunohistochimie. 

Figure 32 : Perte d’expression de MSH2 et MSH6 au sein de la tumeur chez une patiente porteuse d’une 
mutation constitutionnelle du gène MSH6
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9) Cas n°17 :

Cette patiente était porteuse d’une mutation c.2245 G>A  de l’exon 14 du gène MSH2, et a 

présenté à l’âge de 48 ans un cancer du colon. Les analyses somatiques retrouvaient une 

conservation de l’expression des 4 protéines MMR au sein de la tumeur (figure 33).

Figure 33 : Expression des 4 protéines MMR au sein du tissu tumoral chez une patiente porteuse d’une mutation 
faux sens du gène MSH2.



10) Cas n°18 :

Ce cas était celui d’un patient porteur de la mutation c. 1705_1706 del de l’exon 11 du gène 

MSH2, présentant un adénome tubuleux en dysplasie de bas grade. Les analyses 

somatiques confirment la présence d’une extinction des protéines MSH2 et MSH6 associée 

à un phénotype tumoral stable (figure 34).  

Figure 34 : Forte expression de MLH1 et  faible expression de PMS2 avec extinction de l’expression de MSH2 et 
MSH6 au sein du tissu tumoral.
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11) Cas 19 :

Le cas n° 19 intéresse une patiente porteuse d’une mutation c.1178 T>C de l’exon 12 du 

gène MLH1. Elle a présenté une double localisation adénocarcinomateuse colique 

métachrone droite à 55 ans et gauche à 70 ans. Les analyses somatiques, réalisées sur la 

tumeur colique gauche mettent en évidence une conservation de l’expression de MLH1 et 

PMS2 avec une expression très faible et focale des protéines MSH2 et MSH6 au sein de la 

tumeur (figures 35 et 36).

Un autre cas (cas n° 13) était porteur de la même mutation. Malheureusement, les 

problèmes de fixation n’ont pas permis d’obtenir des résultats immunohistochimiques 

contributifs.

                                          

                                        Figure 35 : Expression faible et focale de MSH6 au sein de la tumeur.



Figure 36 : Conservation d’une forte expression de MLH1 et PMS2 au sein de la tumeur.

12) Cas n°20 :

Le dernier cas est un patient ayant présenté à 43 ans un adénome en dysplasie de haut 

grade associé à un adénocarcinome colique in situ. Il était porteur d’un réarrangement de 

grande taille du gène MLH1 correspondant à une délétion des exons 17 à 19. Une extinction 

isolée de la protéine PMS2 au sein de la tumeur était mise en évidence (figure 39). On 

observait un très faible marquage de MLH1 en superficie de la lésion tumorale. Cette zone 

correspondait en partie à un territoire adénomateux (figure 38). En revanche, les glandes 

tumorales situées plus en profondeur et celles correspondant au territoire de carcinome 

intra-muqueux n’exprimaient pas la protéine MLH1 (figure 37). L’expression de MSH2 et 

MSH6 était forte et intense aussi bien en superficie qu’en profondeur (figures 40).
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Figur
e 37: Faible expression nucléaire de MLH1 par les glandes tumorales situées en superficie. Les glandes 
tumorales plus profondes n’expriment pas MLH1.

Figure 38: Faible expression de MLH1 au sein de la composante adénomateuse. 



                                   
                              Figure 39 : Perte d’expression de PMS2 au sein de l’adénocarcinome intra-muqueux.
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Figure 40: Forte expression homogène de MSH2 et MSH6 au sein de la tumeur.                  



DISCUSSION 

Le phénotype tumoral instable, conséquence de l’inactivation d'un des gènes MMR, est 

présent dans environ 95% des cancers colorectaux qui se développent dans le cadre du 

syndrome de Lynch.(89)(90). Ce syndrome nécessite une prise en charge adaptée devant la 

précocité de survenue des pathologies tumorales du spectre tumoral de cette affection. 
Le SL est diagnostiqué par la mise en évidence d’une mutation constitutionnelle d’un des 

gènes MMR. Cependant, cette technique est onéreuse, complexe et longue. C’est pourquoi, 

la pré-sélection des patients est une étape indispensable permettant de limiter le nombre 

d’analyses génétiques constitutionnelles. Celle-ci s’effectue par la réalisation d’analyses 

somatiques qui nécessitent un matériel tumoral adapté et de bonne qualité. 
La compréhension des mécanismes à l’origine de la perte de fonction des protéines MMR 

est indispensable afin d’interpréter de façon optimale les résultats de l’analyse 

immunohistochimique de ces protéines et de l’instabilité microsatellitaire.
Les résultats de ce travail montrent que le renouvellement des analyses somatiques a 

permis de reclasser les cas initialement considérés comme discordants en :

• non discordants pour 8,
• non contributif pour 6,
• et discordants pour 6.

La majorité des cas confirmés comme discordants par le renouvellement des analyses 

somatiques avait un profil immunohistochimique  incohérent avec la nature du gène MMR 

atteint (5/6).  Seul un cas porteur d’une mutation d’un des gènes MMR avait un profil stable 

(1/6). Cette analyse de biologie moléculaire avait été réalisée à partir d’un adénome en 

dysplasie de bas grade. 
La mauvaise fixation tissulaire est la principale cause des cas constituants notre cohorte.  La

meilleure sensibilité des nouveaux anticorps ainsi que l’expérience du pathologiste a permis 

de reclasser 8 cas, en finalement non discordants. 
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XII. Eléments permettant d’expliquer ces discordances et la non 

contributivité des analyses 

A. Spécificité des anticorps 

Au cours de ce travail, nous avons observé une variabilité de résultats en fonction des 

anticorps utilisés, en particulier avec les anticorps anti-MSH2 et anti-MSH6. Celle-ci est très 

probablement due à un manque de sensibilité de certains anticorps.
Ainsi, le renouvellement des analyses immunohistochimiques a permis de reclasser les cas 

1 à 8 en non discordants grâce à l’utilisation d’anticorps plus récents, pré-dilués (cf matériels 

et méthodes). Les anticorps initialement utilisés lors de l’examen immunohistochimique pour 

ces cas sont répertoriés dans le tableau de l’annexe 6.

Dans la littérature, la majorité des AC utilisés dans les années 2000 figurent dans l’annexe 7.
Il n’existe pas de données ni d’étude ayant comparé un anticorps avec un autre pour 

l’expression d’une des protéines MMR. En revanche, la notion de variabilité de sensitivité 

d’un anticorps existe notamment pour les récepteurs à l’estrogène dans le cancer du sein 

avec une meilleure sensibilité de l’anticorps monoclonal SP1. (91). Ainsi, nous pouvons 

supposer qu’il existe une variabilité de sensibilité en fonction du type d’anticorps anti-MMR 

utilisé. Ceci pourrait expliquer les 8 cas reclassés en non discordants. 

De plus, l’interprétation des immunomarquages des protéines MMR nécessite une 

expérience, et une maitrise des différents profils afin d’écarter tout faux positif ou négatif. En 

effet, l’absence de témoin interne, en présence d’une extinction protéique ne permet pas de 

conclure. De même, le marquage cytoplasmique sans marquage nucléaire observé pour le 

cas 2 ne doit pas être faussement interprété comme une expression protéique par la cellule 

tumorale.  Seul un marquage nucléaire est considéré comme positif.

Enfin, l’interprétation de l’immunomarquage nécessite de connaître les paramètres de 

fixation utilisés. Ces informations sont extrêmement difficiles à obtenir d’autant plus que les 

prélèvements sont anciens et/ou proviennent de différents centre de pathologie. Certains 

anticorps sont probablement plus sensibles à une sous fixation.  Ainsi, certains marquages 



cytoplasmiques, non contributifs, peuvent être obtenus sur des pièces opératoires sous-

fixées,  avec les mêmes anticorps que ceux utilisés pour la biopsie correspondante à la 

même tumeur. (92). Sur ces prélèvements biopsiques, le marquage immunohistochimique 

était contributif. 

L’expression protéique est donc conditionnée par les étapes pré-analytiques caractérisées 

par le temps d’ischémie froide, le fixateur utilisé et le temps de fixation.

B. La fixation 

La fixation est un procédé de stabilisation des structures tissulaires. Le fixateur recommandé

en anatomie pathologique est le formol (Dilution à 10%, tamponné). Il a été introduit en 

anatomie pathologique par Ferdinand Blum dans les années 1980. 

1 Effet sur les protéines 

La fixation au formol provoque un changement de conformation des molécules cibles par la 

formation de ponts de méthylène intra et intermoléculaires conduisant à la réticulation des 

protéines. (93)  Cette réticulation provoque la rétention de protéines hydrosolubles et 

d’autres macromolécules par piégeage dans le réseau tridimensionnel formé lors de la 

fixation tissulaire.
Cette réticulation modifie les structures tertiaires et quaternaires des protéines. Ceci 

provoque une modification de leur antigénicité ou encore la perte de leur activité 

enzymatique, alors que les structures primaires et secondaires sont inchangées. Lorsque la 

fixation est optimale, les macromolécules sont suffisamment rigides pour qu’elles ne puissent

pas être grossièrement réarrangées par les forces physiques et chimiques rencontrées 

ETUDE DES DISCORDANCES ENTRE LES ANALYSES D’IMMUNOHISTOCHIMIE ET DE BIOLOGIE MOLECULAIRE À LA
RECHERCHE D’UNE INSTABILITE MICROSATELLITAIRE AVEC LES ANALYSES DE GNÉNÉTIQUE CONSTITUTIONNELLE DANS

LE CADRE DU SYNDROME DE LYNCH

101



pendant le traitement. Les forces attractives et répulsives sont principalement responsables 

des structures tertiaires complexes des macromolécules. 
Dans un milieu aqueux, les composants aminés hydrophiliques ont tendance à ce tourner 

vers l’extérieur et les composants hydrophobes vers l’intérieur.
Lorsqu’il existe une sous-fixation, il existe une inversion de la configuration (figure 40). (94). 

Cette inversion hydrophobe rend les épitopes inaccessibles aux anticorps. Il existe ainsi un 

masquage des sites antigéniques empêchant la formation du complexe antigène-anticorps.
Le cas 9 illustre bien ce phénomène. L’analyse immunohistochimique révèle un marquage 

focal de rares noyaux tumoraux avec l’anticorps anti-MSH2 (figure 28). Le marquage avec 

l’anticorps anti-MSH6 est non contributif car l’absence d’expression intra-tumorale de MSH6 

ne s’accompagne pas de témoin interne (figure 28). 
De plus, le marquage de MSH2 observé pour le cas 14 est très hétérogène (figure 30) avec 

des zones ou quelques cellules tumorales expriment faiblement cette protéine, et des zones 

ou le marquage est plus intense et diffus. Cette hétérogénéité de marquage est due à une 

hétérogénéité de fixation au sein de la tumeur entrainant plus ou moins un masquage des 

sites antigéniques.
L’hétérogénéité du marquage des protéines MMR au sein de la tumeur s’observe 

essentiellement au sein des pièces opératoires. Dans notre étude, 4 cas permettent 

d’illustrer ce phénomène (parmi les 6 cas non contributifs).  Seuls 2 cas provenaient de 

prélèvements biopsiques parmi lesquels un était fixé à l’AFA.
Cette hétérogénéité se caractérise par la présence d’un marquage en périphérie de la zone 

tumorale et une négativité avec l’absence de témoin interne plus au centre. La fixation 

résulte de la diffusion du fixateur et de la réaction chimique dans le tissu. Seules les cellules 

situées dans les zones périphériques des prélèvements sont immédiatement fixées et plus la

fixation est courte, plus les prélèvements sont fixés de manière hétérogène. Les cellules 

situées dans les zones profondes sont ainsi moins bien fixées. La pénétration du formol est 

rapide tandis que la fixation est plus lente. C’est pourquoi, il est recommandé de respecter 

des temps de fixation afin d’éviter une sous-fixation ou une sur-fixation. Dans une étude, les 

auteurs ont comparé l’expression des protéines MMR au sein de prélèvements biopsiques et

de pièces opératoires du même cancer colorectal. Alors que 10 cas étaient non contributifs 

sur pièce opératoire, tous étaient interprétables sur biopsies.(92) L’intensité du marquage 



était significativement plus intense et plus uniforme sur biopsie que sur pièce opératoire. En 

effet, les biopsies étant de petites tailles, cela permet d’obtenir une meilleur fixation, plus 

rapide et plus homogène que sur les pièces opératoires.

Figure 40 illustrant l’inversion hydrophobe. (94) A : configuration normale en milieu aqueux (bleu) avec les acides 
aminés hydrophiles (en vert) tournés vers l’extérieur et les acides aminés hydrophobes (en jaune) tournés vers 
l’intérieur. B : en cas de sous fixation dans un solvant non aqueux (rouge), on observe une inversion de la 
configuration. Ce qui entraine un masquage des sites antigéniques.

13) Effet de la fixation sur les acides nucléiques 

De même, les séquences d’ADN de plus de 100 pb ne peuvent être amplifiées en cas de 

sous fixation. Par conséquent l’analyse des microsatellites n’est pas contributive.  
Les fragments d’ADN entre 200 et 300pb sont généralement amplifiables par PCR. (95)(96) 

Les facteurs susceptibles d’influencer la qualité des acides nucléiques lors de la fixation au 

formol sont l’action du formol, sa composition, son pH, le temps de fixation et la température.

Les ponts méthylènes irréversibles entre les bases inhibent d’une part la dénaturation de 

l’ADN double brin et bloquent d’autre part, l’accès aux ARN conduisant à l’échec de la 

transcription inverse et à l’échec de l’amplification par PCR. 
Dans notre étude, les problèmes de fixation se sont traduits par l’impossibilité d’amplifier les 

séquences d’ADN de plus de 100pb pour les cas 9 et 14.  Les quantités d’ADN pour ces 2 

cas étaient correctes, avec respectivement 35.2ng/µl et 30.8ng/µl. En revanche, la 

mauvaise qualité de l’ADN extrait, n’a permis l’analyse que de deux marqueurs 

microsatellitaires pour le cas 14 et aucun pour le cas 9.
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Les difficultés du formol à pénétrer dans le tissu entraînent une hypoxie des parties 

profondes du tissu qui est responsable d’une diminution du pH tissulaire. Cet effet a pour 

conséquence l’extraction d’un faible taux d’acide nucléique.(97) 
Lors du stockage, le formaldéhyde est dégradé par la température et la lumière. Cette 

dégradation aboutit à la formation d’acide formique qui altère les acides nucléiques et forme 

des dépôts dans le tissu appelés pigments formoliques.
Une fixation prolongée d’une semaine entraîne une dégradation des acides nucléiques par la

formation irréversibles de ponts méthylènes.(98)(99)
 

14) Effet du temps d’ischémie froide 

Le temps d’ischémie froide correspond au délai entre l’extraction de la pièce et sa fixation. Il 

a un impact sur la fixation tissulaire. Ainsi, plus le temps d’ischémie froide est long, plus le 

marquage immunohistochimique est faible. Ceci a été démontré pour les récepteurs 

hormonaux dans les cancers du sein par l’équipe de Khoury et al. (100) 
De plus l’effet du temps d’ischémie froide sur la qualité du marquage immunohistochimique 

dépend de la robustesse des épitopes et des différents clones pour un même anticorps (Qiu 

2009).

15) Conditions optimales de fixation 

Des recommandations ont été établies afin de rendre optimales les analyses 

immunohistochimiques et moléculaires. Elles correspondent à la phase pré-analytique de la 

norme ISO 15189. 
Une fixation optimale nécessite un temps d’ischémie froide court, allant de quelques minutes

pour les biopsies à moins d’une heure pour les pièces opératoires.  Cela nécessite donc de 

connaitre la date et l’heure de prélèvement et de fixation.



Le fixateur de référence est le formol tamponné à 4%. Les durées de fixation dépendent de 

la taille du prélèvement. Ainsi elles peuvent varier entre 6 et 48h pour une biopsie et entre 24

et 72h pour une pièce opératoire. 

C. Certaines mutations 

Pour interpréter l’expression immunohistochimique des protéines MMR il faut tenir compte 

du type de mutation. Les mutations faux sens sont le plus souvent responsables d’une 

conservation de l’expression protéique. A l’inverse, une perte d’expression sera observée en 

présence d’une mutation tronquée. 
Il existe quelques cas décrits de mutations tronquées ou grandes délétions du gène MLH1 

n’induisant pas de perte d’expression de la protéine MLH1 (101) (102) (103)

Dans notre étude, les cas 17 et 19 sont porteurs de mutations faux sens des gènes MSH2 et

MLH1 n’induisant pas de perte d’expression des protéines MMR au sein de la tumeur.  En 

revanche, on observe une instabilité microsatellitaire au sein de la tumeur.
En effet, certaines mutations ne modifient pas l’épitope reconnu par l’anticorps. Ces 

mutations altèrent la fonction de la protéine réparatrice produite mais pas son antigénicité. 

La protéine est ainsi reconnue par l’anticorps mais elle a perdu sa fonction réparatrice de 

dommages de l’ADN.  Ainsi, la mutation faux sens, c.2245G>A de l’exon 14 du gène MSH2 

du cas 17 n’entraine pas de perte d’expression des protéines MSH2 et MSH6. Cette 

mutation est décrite comme pathogène dans la littérature. Elle entraine un changement 

d’acide aminé au niveau du codon 749 de la protéine MSH2 : l’acide glutamique est 

remplacé par la lysine. Sur la représentation schématique de la protéine MSH2, nous 

pouvons observer que le codon 749 est situé dans le domaine ATPase de cette protéine et 

en particulier dans la sous unité de liaison de l’ATP, ou d’hydrolyse. 
Une conservation de l’expression de MSH2 en présence de cette mutation a été décrite par 

les équipes d’Ollila et al en 2008, et Mangold et al en 2005. (71)(101)
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Figure 41: Représentation schématique de la protéine MSH2 avec localisation du changement d’acide aminé en 
position 749, dans le domaine ATPase, présent dans le cas 17.

En cas de mutation faux-sens n’affectant pas l’épitope de l’anticorps utilisé, nous pouvons 

observé des faux négatifs. En effet, le changement d’acide aminé résultant d’une mutation 

faux sens peut influencer la fonction de la protéine mais pas sa capacité de liaison à 

l’anticorps.

Les mutations faux sens des gènes MMR (en particulier MSH6 et MLH1) peuvent induire des

altérations de l’activation enzymatique de la protéine correspondante, ainsi la protéine peut 

subsister dans la cellule et être détectée lors de l’analyse immunohistochimique. 
Cependant, lorsque cette mutation faux sens est délétère, on observe un phénotype tumoral 

instable dû à la perte de fonction de la protéine MMR. La réalisation de la biologie 

moléculaire concomitante à l’analyse immunohistochimique permet de rattraper de 

nombreux cas, notamment en cas de mutation faux sens. 

De plus, l’interprétation du marquage immunohistochimique d’une protéine MMR nécessite 

une bonne compréhension de la physiopathologie du système MMR de réparation de l’ADN. 

Les protéines MMR forment des hétérodimères. Ainsi, la protéine MSH2 se dimérise avec 

MSH6 pour former le complexe MutS (104). MLH1 se dimérise avec PMS2 pour former le 

complexe MutL (105). C’est pourquoi, une anomalie des protéines MLH1 ou MSH2 entraine 

une dégradation du dimère. On observera une perte d’expression des 2 protéines 

MLH1/PMS2 et MSH2/MSH6 en cas de mutation constitutionnelle des gènes MLH1 et 

MSH2.



A l’inverse, une mutation de MSH6 ou de PMS2 entraine une perte isolée de MSH6 et 

PMS2. Dans notre étude, nous avons observé une perte d’expression de MSH2 et MSH6 

pour le cas 16 qui est porteur d’une mutation du gène MSH6 (c.3268_3274 del ex5, 

p.Glu1090LysFs*). Cette mutation correspond à un changement d’acide aminé en position 

1090, situé tout près du domaine de liaison avec MSH2. Cette mutation devrait entrainer une

perte isolée de MSH6 comme décrite dans la base de données UMD (Universal Mutation 

Database) (www.umd.be/), Nous pouvons donc supposer qu’il existe une mutation 

somatique bi-allélique du gène MSH2 et mono-allélique du gène MSH6 en plus de la 

mutation constitutionnelle du gène MSH6. Ceci expliquerait la perte d’expression à la fois de 

MSH6 mais aussi de MSH2. Les mutations somatiques bi-alléliques du gène MSH2 ont été 

décrites dans la littérature.(106) De plus, l’âge de survenue de ces mutations n’était 

significativement pas plus élevé par rapport à celui du SL causé par une mutation 

constitutionnelle de MLH1 ou MSH2. 
MSH6 est une protéine mineure, qui n’est pas indispensable à la stabilité du complexe 

MSH2-MSH6. En cas de mutation du gène MSH6, la protéine MSH2 se lie à la protéine 

MSH3 et poursuit sa fonction de reconnaissance des délétions/insertions de grande taille. 

Ainsi, on aura un défaut isolé de réparation des mésappariements de petite taille. C’est 

pourquoi, en présence d’une mutation MSH6, la tumeur peut être MSS. En l’absence de 

MSH6, MSH3 peut en partie prendre le relais dans la réparation des dommages de l’ADN. Il 

existe donc une activité partielle des protéines MMR intervenant dans la réparation des 

mésappariements de l’ADN. Ceci explique l’apparition tardive des tumeurs en présence de 

cette mutation. On parle ainsi de forme atténuée de SL.
Dans notre étude, nous avons observé un phénotype stable pour le cas 10 qui a présenté un

carcinome endométrioïde peu différencié à cellules claires à l’âge de 53 ans. Les cancers de 

l’endomètre sont plus fréquemment retrouvés chez les patientes mutées MSH6. De plus, en 

cas de mutation MSH6, ces tumeurs peuvent être de phénotype stable.(107)(108)(109)(110).

Ceci s’explique par la fonction mineure de MSH6. En effet, l’hétérodimère MSH2/MSH6 

reconnaît une base, ou une insertion /délétion de petite taille. En revanche, l’hétérodimère 
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MSH2/MSH3 reconnaît les grandes boucles d’insertions et délétions. L’hétérodimère 

MSH2/MSH3 fonctionne toujours en cas de mutation MSH6, ainsi l’instabilité microsatellitaire

se limite à une répétition en tandem de mononucléotides. Dans l’étude de You et al, un grand

nombre de tumeurs endométriales de phénotype MSS initialement retrouvé avec le NCI 

panel (BAT25, BAT26, D5S346, D2S123, and D17S250 ) présentait un phénotype instable 

avec la PCR pentaflex. L’addition du marqueur mononucléotide BAT40, présent dans la PCR

pentaflex a permis de reclasser certaines tumeurs MSI-L en MSI-H et certaines tumeurs 

MSS en tumeur MSI-L. Dans notre étude, nous avons également utilisé la PCR pentaflex. 

Nous avons observé une faible conservation focale de l’expression de MLH1 avec une perte 

de PMS2 chez un patient (cas 20) porteur d’un réarrangement de grande taille du gène 

MLH1 (del ex 17-19). En effet, seules les glandes tumorales situées en superficie et les 

glandes adénomateuses exprimaient faiblement la protéine correspondante. Dans la 

littérature, la perte isolée de PMS2 peut s’observer en cas de mutation faux sens de MLH1 

(111) (112) (113). Cependant, en cas de réarrangement de grande taille, il est difficile 

d’imaginer que la protéine ne puisse être dégradée ou du moins en partie. C’est pourquoi, 

devant ce marquage faible et superficiel, nous pouvons nous interroger sur un probable 

accrochage superficiel de l’anticorps. Néanmoins, nous pouvons constater l’utilité d’utiliser 

l’anticorps anti-PMS2. En effet, la perte isolée de PMS2 peut s’expliquer par la présence 

d’une mutation de PMS2 ou une mutation faux sens de MLH1. Cependant, devant le jeune 

âge du patient (43 ans), l’hypothèse d’une mutation constitutionnelle du gène PMS2 est très 

peu probable. 

D. Nature de la lésion

La recherche d’instabilité microsatellitaire sur adénome est à ce jour controversée car la 

sensibilité de détection est diminuée par rapport aux cancers avancés. Dans différentes 

études, cette sensibilité est estimée à environ 70%. Cependant, elle reste une alternative 



lorsque les cancers du colon sont indisponibles (55) Ainsi pour les cas 6, 13 et 18, cette 

analyse n’a pu être réalisée sur un autre matériel tumoral. 

Dans notre étude, il existait 5 cas d’adénome tubuleux dont 3 en dysplasie de bas grade (cas

n°6, 15 et 18) et 2 en dysplasie de haut grade (cas 13 et 20). 

Les analyses somatiques n’ont pu être réalisées que sur du matériel précancéreux pour les 

cas 6,18 et 13.
L’adénome en dysplasie de haut grade (cas 13) avait un phénotype microsatellitaire instable 

et un marquage immunohistochimique non contributif pour PMS2 car faute de témoin 

interne, l’absence de marquage par les cellules tumorales pour cette protéine ne peut être 

interprétée. Les autres protéines MMR étaient exprimées par les cellules tumorales. Ce 

patient (cas 13) était porteur d’une mutation constitutionnelle du gène MLH1. 
En revanche, pour l’adénome en dysplasie de bas grade (cas 18), le phénotype tumoral était

stable avec une expression immunohistochimique contributive et concordante avec la 

mutation constitutionnelle du gène MSH2. On observait une perte d’expression de MSH2 et 

MSH6 au sein de la lésion précancéreuse. 
Pour le cas 6 correspondant à un adénome tubuleux en dysplasie de bas grade, les deux 

analyses étaient contributives. En effet, nous avons observé lors du renouvellement des 

analyses une instabilité microsatellitaire associée à une perte d’expression 

immunohistochimique des protéines MSH2 et MSH6 (mutation MSH2, c.1058del, 

p.Lys353Argfs*4, exon 6). 
Pour les cas 15 et 20, nous disposions également de matériel adénocarcinomateux infiltrant 

(cas 15) et carcinomateux en intra-muqueux (cas 20).
Pour le cas 15, les analyses somatiques sur l’adénome en dysplasie de bas grade 

montraient une conservation de l’expression des 4 protéines MMR avec un phénotype 

microsatellitaire stable.
L’adénome en dysplasie de haut grade et l’adénocarcinome intra-muqueux du cas 20 étaient

intriqués, ne permettant pas de réaliser de phénotype RER sur l’unique contingent 

adénomateux. En revanche, les expressions immunohistochimiques des protéines MMR 

étaient superposables avec une perte isolée de PMS2. 
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En fonction des études, l’incidence de l’instabilité microsatellitaire dans les polypes varie 

entre 41 et 86%, ce qui est comparable à la sensibilité de l’analyse immunohistochimique 

avec une sensibilité qui varie entre 49 et 82%  (114)(115)(55)(116)(56).

Dans l’étude de Pino et al, l’ensemble des adénomes en dysplasie de haut grade se 

caractérisaient par une instabilité microsatellitaire accompagnée d’une perte d’expression de

la protéine MMR correspondante à la mutation constitutionnelle.(117)

XIII. Analyse des caractéristiques des patients étudiés 

Dans cette série, la majorité des patients (4 patients) porteurs d’une mutation MSH6 avaient 

plus de 50 ans. Seuls deux patients porteurs d’une mutation MSH6 avaient 49 ans et 50 ans.
Ainsi, par rapport aux autres mutations, la moyenne d’âge de survenue d’un cancer du 

spectre de syndrome de Lynch est plus élevée pour les mutations MSH6 (54 ans), que pour 

les mutations intéressant les gènes MSH2 (51 ans) et MLH1 (44 ans). Dans la littérature, il a 

été décrit que les porteurs d’une mutation MSH6 ont un cancer colorectal à un âge plus 

avancé que les porteurs d’une mutation constitutionnelle de MSH2 et MLH1 (118) (119). 
De plus, ils sont le plus souvent localisés dans la partie distale du colon. (120). Parmi les 5 

cancers colorectaux de cette série,  développés chez des patients porteurs de mutation 

MSH6, 4 étaient localisés dans le colon gauche ou le rectum. 
Dans notre étude, nous avons observé un cancer de l’endomètre chez une femme porteuse 

d’une mutation constitutionnelle du gène MSH6. De même, dans la littérature les cancers de 

l’endomètre sont retrouvés plus fréquemment chez les porteuses de mutations MSH6 par 

rapport aux mutations de MSH2 et MLH1.(108) (118)
Les tumeurs de l’arbre urinaires développées dans le cadre d’un syndrome de Lynch sont 

significativement plus nombreuses en cas de mutations du gène MSH2 (121) (79) Le seul 

cas de cette étude ayant une tumeur urothéliale était porteur d’une mutation MSH2.
Les mutation faux sens sont essentiellement retrouvées dans les gènes MLH1 et MSH2 

dans cette étude, où elles représentent 40% (2/5) et 37% (3/8) des mutations de chaque 

gène. En revanche, un seul cas muté MSH6 avait une mutation faux sens (1/6 ; 17%). Dans 



la littérature, plus d’1/3 des mutations MSH6 et MLH1 et environ 20 à 25% des mutations 

MSH2 sont des mutations faux sens. (122)

XIV. Sensibilité et spécificité des analyses somatiques 

Dans notre étude, nous avons pu observer respectivement pour les analyses 

immunohistochimique et de biologie moléculaire des sensibilités de 50% et 70%.
En général, l’étude immunohistochimique est fiable pour la détection des mutations qui 

entrainent une protéine tronquée. 

Dans la littérature,  la sensibilité et la spécificité de l’immunohistochimie et de la biologie 

moléculaire dépendent du type de mutation évaluée. En effet, les études de la fin des 

années 90 et du début des années 2000, montraient une sensibilité de la biologie 

moléculaire globalement plus élevée que l’étude immunohistochimique qui portait 

uniquement sur MLH1 et MSH2. (54) 

Cependant, les études réalisées au milieu des années 2000, étudiant l’expression de MSH2, 

MSH6, MLH1 et PMS2 avaient montré une sensibilité plus élevée de l’immunohistochimie 

par rapport à la biologie moléculaire. (6) (123) (124).  En effet, la sensibilité moyenne de 

l’immunohistochimie de ces 3 études était de 94% et de 83% pour la biologie moléculaire. La

sensibilité moindre de la biologie moléculaire était due à l’absence de détection d’instabilité 

microsatellitaire des cas mutés MSH6 et PMS2 dans les études de Southey et al 2005 et 

Lagerstedt Robinson et al 2007. 

Une certaine expérience de l’analyse immunohistochimique des protéines MMR est 

nécessaire afin d’éviter des erreurs d’interprétation.

De nombreuses mutations constitutionnelles de MLH1 ne s’accompagnent que d’une perte 

d’expression isolée de la protéine PMS2.
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Ainsi, nous pouvons comprendre que les premières études qui n’utilisaient que deux 

anticorps : anti-MLH1 et anti-MSH2 avaient une valeur prédictive plus faible de sélectionner 

un syndrome de Lynch que celles qui emploient les quatre anticorps.

La combinaison des analyses immunohistochimique et moléculaire est un outil puissant de 

pré-sélection dans le cadre du syndrome de Lynch. Ces deux analyses sont 

complémentaires. L’analyse de biologie moléculaire est très utile en cas de mutation faux 

sens délétère qui peut se traduire par une conservation de l’expression des 4 protéines MMR

(cas 17 et 19). En effet, pour ces cas nous avons observé une instabilité microsatellitaire. 

Elle permet également de rattraper certains cas d’adénomes en dysplasie de bas grade qui 

ne présentent qu’un phénotype instable sans extinction des protéines MMR (cas 18). Ainsi, 

dans notre étude la sensibilité des deux analyses combinées est de 80%.

CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Le renouvellement des analyses de pré-criblage, avec l’analyse d’immunohistochimie de 

l’expression des protéines MMR et l’analyse de biologie moléculaire, a permis de reclasser 

les cas étudiés, en particulier en non discordants (8/20). Seuls six cas ont été considérés 

comme véritablement discordants. 

La combinaison de ces analyses a l’avantage de détecter la majorité des cas, en raison de 

leur complémentarité. L’un des principaux atouts de l’étude immunohistochimique des 

protéines MMR est d’orienter les analyses constitutionnelles en fonction de la perte 

d’expression de ces protéines. C’est pourquoi, la meilleure compréhension de ces profils 

discordants est indispensable afin de cibler le bon gène MMR pour les analyses 

constitutionnelles et de connaître les différentes particularités (ou limites) propres au type de 

mutation et à la qualité du prélèvement.

La nature du prélèvement et les conditions pré-analytiques en particulier la fixation du 

prélèvement conditionnent les résultats des analyses somatiques. Comme nous l’avons vu 

les prélèvements biopsiques ont l’avantage de permettre une fixation homogène et de bonne



qualité par rapport aux pièces opératoires. Ainsi, ce type de prélèvement est à privilégier afin

d’éviter la sous fixation et la fixation hétérogène que l’on peut retrouver sur les pièces 

opératoires.

Les adénomes colorectaux sont des prélèvements de dernier recours pour ces analyses car 

leur sensibilité est plus faible que pour l’adénocarcinome.

La présence d’un phénotype tumoral instable associé à une conservation de l’expression des

quatre protéines MMR doit faire suspecter une mutation faux sens délétère. 

Les carcinomes endométrioides, peuvent être de phénotype stable, avec une perte 

d’expression immunohistochimique d’une ou de deux protéines MMR correspondantes à la 

mutation d’un des gènes MMR. Enfin, certaines mutations MLH1 peuvent se manifester par 

une perte isolée de l’expression immunohistochimque de PMS2.

Le nombre de cas analysés est faible. Il s’agit d’une étude rétrospective ne permettant pas 

de connaître les conditions de prélèvements et de fixation. En effet, les prélèvements 

proviennent de différents laboratoires privés et publics. Ainsi, la connaissance de ces 

différents paramètres permettrait d’améliorer les étapes pré-analytiques afin de rendre ces 

analyses les plus optimales. Cependant, la réalisation d’une étude prospective est difficile à 

mettre en place car ces cas sont rares, et nécessite la collaboration de nombreux 

laboratoires de pathologie et de plateformes de génétique somatique. 

Un séquençage des gènes MLH1, MSH2, MSH6 et PMS2 sur l’ADN tumoral du cas 20 

permettrait de comprendre le second événement nécessaire à l’inactivation bi-allélique.
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ANNEXES

Annexe 1 : Classification TNM 2009  et correspondances cliniques du cancer 
colorectal

Stade pTNM Signification Stade Clinique
Tis Carcinome in situ : limité à la muqueuse et à la 

musculaire muqueuse
0

T1 Envahissement de la sous-muqueuse Ι
T2 Envahissement de la musculeuse Ι
T3 Envahissement de la sous-séreuse ΙΙa
T4a Envahissement de la séreuse ΙΙb
T4b Envahissement par contiguité d’un organe de 

voisinage
ΙΙb

N1a 1 ganglion métastasé ΙΙΙ
N1b 2 à 3 ganglions métastasés ΙΙΙ
N1c 1 nodule métastatique sans structure ganglionnaire 

résiduelle
ΙΙΙ

N2a 4 à 6 ganglions métastasés ΙΙΙ
N2b ≥ 7 ganglions métastasés ΙΙΙ
M1a Métastase viscérale d’un organe ΙV
M1b Métastase viscérale de plus d’1 organe ou métastase 

péritonéale
ΙV



Annexe 2: Arbre décisionnel dans la recherche d’une instabilité microsatellitaire dans
le cadre d’un cancer colorectal, d’après les recommandations de l’InCa 2016.
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Annexe 3: Arbre décisionnel de recherche d’une instabilité microsatellitaire d’un 
cancer de l’endomètre ou autre cancer du spectre du SL (hors cancer colorectal) 
d’après les recommandations de l’InCa 2016.



Annexe 4 : Séquençage nouvelle génération ILLUMINA GAIIx
Le protocole a été décrit par Tewhey et ses collaborateurs (2009)

1 Préparation des librairies :

- La première étape consiste à fragmenter l’ADN génomique par sonication en 
molécules de 200pb. 

- Des adaptateurs sont ensuite ajoutés de part et d’autre de ces fragments d’ADN.
- Puis vient l’étape de l’amplification qui nécessite une région complémentaire aux 

adaptateurs à laquelle est ajoutée une séquence qui permettra la fixation des 
fragments sur le support destiné au séquenceur.

- La sélection des régions d’intérêt se fait par capture en milieu liquide en utilisant des 
sondes d’ARN biotinylées. 

16) Amplification en cluster :

Elle est réalisée par le robot automatisé cBot commercialisé par Illumina Inc. 

17) Le séquençage :

Il est réalisé par le Génome Analyser II GaIIx commercialisé par Illumina. Il est basé sur la 
technologie de séquençage à terminateurs de chaine réversibles.

18) L’analyse informatique :

Le workflow informatique comprend les étapes suivantes :
- analyse d’images
- Base calling : Les données brutes sont analysées par le logiciel d’analyse en temps 

réel d’Illumina RTA 1.10 qui convertit le fichier « image/.tif » en un fichier « texte/.bcl »
- Alignement : les séquences sont alignées sur le génome de référence. Ces étapes 

sont réalisées par CASAVA 1.8.2.
- Variant calling est effectuée par CASAVA.
- Annotation

ETUDE DES DISCORDANCES ENTRE LES ANALYSES D’IMMUNOHISTOCHIMIE ET DE BIOLOGIE MOLECULAIRE À LA
RECHERCHE D’UNE INSTABILITE MICROSATELLITAIRE AVEC LES ANALYSES DE GNÉNÉTIQUE CONSTITUTIONNELLE DANS

LE CADRE DU SYNDROME DE LYNCH

117





Annexe 5 : Caractéristiques des patients étudiés

Patients Type de Mutation Localisation et type 
tumoral

Pièce  
opératoire/ 
Biopsies

Age*

Cas 1 mutation MSH6 (c.3202C> T, p.Arg1068X, ex5) CC PO 52 ans
Cas 2 mutation MSH6 (c.3261del ex5 (NGS) 

p.Phe1088SerFs*2
CC gauche Biopsies 50 ans

Cas 3 mutation MSH2 (c.2662del, p.leu888Cysfs*4, 
exon 16)

ADK duodénal PO 50 ans

Cas 4** mutation MSH2 (c.2459_3T>G, intron 14 Carcinome 
transitionnel et 
papillaire infiltrant 

PO : 
résection 
trans 
uréthro-
vésicale

42 ans

Cas 5 mutation MSH2 c.1864_1865delinsT, 
p.Pro622X, exon 12

CC droit PO 64 ans 

Cas 6 mutation MSH2 (c.1058del, p.Lys353Argfs*4, 
exon 6)

Adénome colique Biopsies 47 ans

Cas 7 del ex 1 et 2 et promoteur du gène MSH2 CC droit PO 34 ans
Cas 8 mutation MLH1 (Del ex12 et 13) CC droit PO 45 ans

Cas 9 mutation MSH6 (c.3261dupC, 
p.Phe1088LeufsX5, ex5

CC PO 63 ans

Cas 10 mutation MSH6 (c.2611_2614dup, 
p.Ile872AsnfsX10, ex4)

Carcinome 
endométrioide

PO 53 ans

Cas 11 mutation MSH2 (c.2245G>A, p.Glu749Lys, 
ex14)

CC PO 48 ans

Cas 12 mutation MSH2 (c.2699 C>G, p.Ser900*, ex16) Carcinome du sein PO 64 ans
Cas 13 mutation MLH1 (c.1178 T>C, p.Leu393Pro 

ex12)
Polype caecal Biopsies 43 ans

Cas 14 mutation MLH1 (c.678_2A>T, Intron 8 CC droit PO 34 ans

Cas 15 mutation MSH6 (c.3261dup, 
p.Phe1088LeufsX5, ex5) 

CCR et adénome 
tubulo-villeux

PO 49 ans

Cas 16 mutation MSH6 (c.3268_3274 del ex5, 
p.Glu1090Lysfs*)

CC droit PO 58 ans

Cas 17 mutation MSH2 (c.2245 G>A, p.Glu 749Lys) Cancer rectal Biopsies 56 ans
Cas 18 mutation MSH2 (c.1705_1706, p.Glu569 del, 

9Il*2, ex11 ex11)

Adénome tubulo-
villeux en dysplasie 
de haut grade 

PO 51 ans

Cas 19 mutation MLH1 (c.1178 T>C, p.Leu393Pro, 
ex12

CC gauche PO 55 ans

Cas 20 mutation MLH1 (del ex 17-19) Adénome en 
dysplasie de haut 
grade et carcinome 
intra-muqueux

PO 43 ans

* Age de la 1ère tumeur du spectre du SL. **Patient ayant pour antécédents un adénocarcinome 
colique à 42 ans, une tumeur du grêle à 43 ans, un cancer bronchique à 45 ans, un cancer de la 
prostate à 55 ans et un carcinome urothélial de la vessie à 66ans. CC : cancer colique
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Annexe 6 : Anticorps utilisés initialement pour l’étude d’expression des protéines 
MSH2 et MSH6.

AC Clone/dilution
Anti-MSH2 servio clone FE II 1/50
Anti-MSH2 FEII Calbochiem 1/25

Anti-MSH2 VWR Na 27-100

Anti-MSH2 oncogene clone FE11
Anti-MSH2 diagnostic biosystem clone G168-728
Anti-MSH6 BD clone 44 1/100
Anti-MSH6 A44 Clinisciences 1/25
Anti-MSH6 Cliniscience 08-1374

Anti-MSH6 diagnostic biosystem clone 44
Anti-MSH6 Zymed clone 44



Annexe 7 : Principaux anticorps utilisés lors des principales études des années 2000
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Etude AC anti-MSH2 Ac anti-MSH6 AC anti-MLH1  AC anti-PMS2
Salahshor et al 
2001

Calbochiem, 
Clone FE11

Aucun BD PharMingen
clone G168-15

Aucun

Wahlberg et al 
2002

Oncogene 
Research 
products, clone 
FE11

Aucun BD PharMingen
clone G168-
728

Aucun

Mangold et al 
2005

BD 
PharMingen. 
Clone G219-
1129

Aucun. BD 
PharMingen. 
Clone G168-15

Aucun.

Southey et al 
2005

Oncogene 
Research 
products, clone 
FE11

 BD 
Transduction 
Laboratories 
clone 44

Pharmigen, 
clone G168-
728

PharMingen. 
Clone A16-4

Lagerstedt et al
2007

Oncogene 
Research 
products, clone 
FE11 dilution 
1 :100

BD PharMingen
clone 44 
dilution 
1 :1000

BD 
PharMingen. 
Clone G168-15 
dilution 1 :100

Aucun

Hampel et al 
2008

Oncogene 
research 
Products, clone 
FE11 dilution 
1 :200

BD 
Transduction 
Laboratories 
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INTRODUCTION : L’instabilité microsatellitaire (MSI) est le reflet d'une altération du système de 
réparation des mésappariements de l'ADN ou MisMatch Repair System (MMR), constitué principalement 
de 4 protéines : MLH1, MSH2, MSH6 et PMS2. Une altération de ce système peut être constitutionnelle 
dans le syndrome de Lynch ou somatique par hyperméthylation du promoteur de MLH1.  La recherche 
d'une déficience de ce système se fait par des techniques complémentaires de biologie moléculaire et 
d’immunohistochimie (IH). Dans le syndrome de Lynch, l'IH permet d'orienter les analyses génétiques 
constitutionnelles. 

OBJECTIF : Etudier les discordances entre les analyses somatiques et génétiques constitutionnelles dans 
le cadre du syndrome de Lynch. 

PATIENTS ET METHODES : Nous avons étudié rétrospectivement 20 patients porteurs d'une altération 
constitutionnelle délétère d’un des gènes du système MMR pour lesquels les analyses somatiques 
n’avaient pas été contributives ou discordantes. Nous avons renouvelé l'analyse en biologie moléculaire, 
l’IH des protéines MMR ou les deux en fonction des données initiales discordantes. Ces analyses ont été 
interprétées en double aveugle.

RESULTATS : La meilleure sensibilité des nouveaux anticorps ainsi que l’expérience du pathologiste a 
permis de reclasser 8 cas, en finalement non discordants. La mauvaise fixation tissulaire est la principale 
cause des cas non contributifs de notre cohorte (5/6). Elle se caractérise en immunohistochimie par une 
hétérogénéité du marquage nucléaire au sein de la tumeur et l’absence de témoin interne, et en biologie 
moléculaire par l’impossibilité d’amplifier les fragments de moins de 150pb. La majorité des cas confirmés
comme discordants par le renouvellement des analyses somatiques avait un profil immunohistochimique 
incohérent avec la nature du gène MMR atteint (5/6). Seul un cas (1/6) porteur d’une mutation 
constitutionnelle d’un des gènes MMR avait un profil stable et une analyse immunohistochimique 
cohérente avec le gène MMR défiscient au sein de l’adénome en dysplasie de bas grade (cas 18). Il existait 
une conservation de l’expression des protéines MMR associée à une instabilité microsatellitaire, pour deux
cas porteurs d’une mutation faux sens, une portant sur le gène MSH2 (c.2245G>A, p.Glu749Lys, ex14) et 
une sur le gène MLH1 (c.1178 T>C, p.Leu393Pro, ex12). En présence d’une lésion tumorale infiltrante et 
d’une lésion adénomateuse, l’interprétation de l’immunomarquage n’est pas toujours évidente (cas 20). 

CONCLUSION : Les discordances entre les analyses constitutionnelles et somatiques observées dans le 
syndrome de Lynch semblent souvent liées à un défaut de fixation des prélèvements. La qualité des 
anticorps utilisés en IH semble s'être améliorée au cours des dernières années et a permis une meilleure 
interprétation de certains cas. L'expertise du pathologiste dans l'interprétation des immunomarquages 
semble également jouer un rôle Les analyses de biologie moléculaire et d’immunohistochimie sont 
complémentaires et doivent être réalisées de façon concomitante. Certaines mutations faux sens délétères 
ne s'accompagnent pas de perte d'expression protéique du fait de la conservation de l'immunogénicité de 
celle-ci malgré une fonction déficiente. Enfin, il existe quelques particularités liées à la nature de la lésion, 
notamment certains adénomes en dysplasie de bas grade et certains carcinomes endométrioides de 
phénotype stable avec une analyse immunohistochimique plus ou moins cohérente. 

MOTS CLÉS : 
Syndrome de Lynch, immunohistochimie, fixation, instabilité microsatellitaire, adénome dysplasie bas 
grade, adénome dysplasie haut grade
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