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19981, 2] sur la prévention, le dépistage et la prise en

charge des cancers du cdlon a mis en exergue le role
fondamental de I'anatomopathologiste dans le diagnostic et la
reconnaissance des critéres histopronostiques, indispensables
pour l'indication de traitements adjuvants et la mise en place
d'une surveillance adaptée. En marge de ces données classiques
sont venus s'aiouter, ces derniéres années, d’autres facteurs dont
certains sont issus des recherches en biologie moléculaire.
Certains trés prometteurs ouvrent déja de nouvelles perspectives
thérapeutiques alors que d’autres méritent encore confirmation.

| a conférence de consensus qui s'est tenue en janvier

Facteurs histopronostiques validés
par la littérature

Classification

Plusieurs classifications ont été proposées dans la littérature.
A I'heure actuelle, la classification TNM, classification internatio-
nale de référence [3, 4], doit étre utilisée. C'est indiscutablement
la meilleure classification histopronostique. Elle a été retenue par
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New pronostic factors in colorectal cancer
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* Interest in patient management
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» DNA content
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« Sentinel lymph nodes and micrometastases
* Angiogenesis
» Cell proliferation.

la conférence de consensus. Elle distingue de fagon indépendante
cing niveaux d’envahissement pariétal (T) et trois degrés d’exten-
sion ganglionnaire (N). En fonction de la présence ou non de
métastases (M), un stade TNM est attribué pour chaque cas.
Quatre stades sont ainsi individualisés. Cette classification, par
définition, décrit 'extension anatomique des cancers qui n’ont
pas été traités préalablement et la valeur pronostique des stades
d’extension est fondée sur les résultats d’études avec résection
chirurgicale compléte de la tumeur [5, 6].

Evaluation de la maladie résiduelle

L'évaluation de la maladie résiduelle (R) établit le statut de la
maladie aprés traitement (curatif ou palliatif) quel que soit son
type (chirurgie seule, radiothérapie seule, chimiothérapie seule
ou fraitements combinés). La qualité de I'exérése est évaluée
selon le schéma de Hermanek [7] : absence de résidu tumoral
microscopique (R0), présence d’un résidu tumoral microscopique
(R1), présence d'un résidu tumoral macroscopique (R2). Les
limites d’exérése considérées sont les limites longitudinales
(proximale et distale) mesurées le long du tube digestif et la limite
circonférencielle. La limite circonférencielle (ou latérale, ou
radiaire ou clearance pour les anglo-saxons) se définit comme la



mesure en millimétres de la distance existant entre la zone
d’extension maximum de la tumeur et la section chirurgicale. La
notion de limite (ou marge) circonférencielle découle directement
des travaux de Heald et al. [8, 9] sur I'ablation compléte du
mésorectum, en cas de cancer du rectum, en raison de l'intérét
pronostique de sa résection totale. Pour les cancers du rectum, en
effet, la fréquence des récidives locorégionales apparait directe-
ment liée & la qualité de la résection locale [8, 9] et & la présence
ou non de résidus fumoraux aprés exérése du mésorectum. Avec
cette technique, Heald et al. [8, 9] ont rapporté un taux de
récidive locorégionale de 4 % & 5 ans chez des malades opérés
d’un cancer du rectum n’ayant, de plus, pas regu de radiothéra-
pie pré- ou post-opératoire. Ce taux de récidive est, a ce jour, le
plus bas rapporté dans la littérature [8-10].

Pour les cancers du célon, le probléme est plus complexe.
D'aprés Shepherd et al. [11], le risque de récidive intra-
péritonéale des adénocarcinomes coliques serait directement lié
a I'extension tumorale par rapport a la surface péritonéale. Les
auteurs distinguent 4 groupes : 1) les tumeurs & distance du
revétement péritonéal, 2) les tumeurs proches, 3) les tumeurs
atteignant ce revétement, 4) les tumeurs le dépassant. Dans cette
série, Shepherd a lui-méme disséqué toutes les pieces et
reconnait que |'échantillonnage des prélévements est délicat. La
notion de tumeur proche du revétement péritonéal parait diffici-
lement reproductible. Faut-il, par analogie avec le cancer du
rectum, proposer une mesure en millimétres de la marge
circonférencielle 2 Celle-ci se définirait alors comme la mesure en
millimétres de la distance existant entre la zone d’extension
maximum de la tumeur et la surface péritonéale. Par ailleurs, le
groupe 4 pourrait &tre individualisé par analyse cytologique du
liquide de lavage de la cavité péritonéale [12]. Il a été démontré
que l'examen cytologique du liquide de lavage de la cavité
péritonéale révélait des cellules malignes dans 26 % des cancers
classés T3 sur le seul examen histologique [11, 12].

la marge circonférencielle doit donc faire I'objet d'un
contrdle histologique et il pardit essentiel que les pathologistes
précisent son état dans leurs compte-rendus. Cette limite est
considérée comme saine si la distance mesurée est supérieure ou
égale & 1 mm,

Facteurs histopronostiques
trés prometteurs

Les deux groupes de carcinomes colorectaux

Ces derniéres années, de grands progrés ont été faits dans la
connaissance de la biologie des cellules cancéreuses intestinales
et deux mécanismes d'instabilité apparemment indépendants ont
été identifiés dans le cancer colorectal : I'instabilité chromosomi-
que et l'instabilité génomique permettant ainsi d’individualiser
deux groupes de carcinomes colorectaux : les carcinomes avec
perte d'hétérozygotie (LOH pour loss of heterozygosity) et les
carcinomes avec instabilité des microsatellites (MSI pour micro-
satellite instability). Cependant, 5% des cancers colorectaux
restent non classés.

Le premier groupe est caractérisé par une aneuploidie et par
des pertes alléliques. Dans ce groupe, 20 % des chromosomes en
moyenne ont subi une délétion allélique [13]. Les sites de délétion
les plus fréquents sont situés sur le bras court du chromosome 17
(17p), et le bras long du chromosome 18 (18q) ou les délétions
surviennent dans 75 % des cas. Le bras long du chromosome 5
présente des délétions dans 50 % des cas, alors que le bras court
du chromosome 8 et le bras long du chromosome 22 sont délétés
dans 35 % des cas [13, 14]. Ces régions renferment des génes
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majeurs comme le géne p53 sur le chromosome 17p, les génes
DCC et SMAD4/DPC4 et SMAD?2 sur le chromosome 18q et les
génes APC et MCC sur le chromosome 5q. Par illeurs, ces pertes
alléliques au niveau des génes APC et p53 sont fréquemment
associées & des mutations somatiques (70 % des cas) conduisant
une inactivation bi-allélique de ces génes. Ces cancers appelés
LOH (pour loss of heterozygosity) représentent 80 % des carcino-
mes colorectaux. Plus des 2/3 sont situés sur le calon distal.

Le second groupe comprend des cancers diploides montrant
peu de pertes alléliques [15, 16]. Ce groupe est caractérisé par
une instabilité des séquences microsatellites (séquences mono, di,
tri ou tétranucléotidiques répétées) conférant aux tumeurs un
phénotype MSI (MSI pour Microsatellite Instability), ancienne-
ment appelé RER (pour Replicative ERror). L'instabilité des
microsatellites (MSI) est due & une anomalie d’'un des génes
hMSH2, hMLH1, hPMS2, hMLH3, hMSHé impliqués dans la
réparation des mésappariements de bases de 'ADN [17-19]. Les
protéines codées par ces geénes assurent la réparation des
mésappariements de bases de I’ADN survenus durant la réplica-
tion [20]. En I'absence de fonctions de réparation efficaces, ces
anomalies persistent et se transmettent lors de la réplication
suivante conduisant & la fixation d’alléles de taille différente.
Seulement 10 & 15 % des cancers colorectaux sporadiques sont
de phénotype MSI [15] par inactivation somatique bi-allélique
d'un géne de réparation des mésappariements de bases de
I’ADN [21-24]. En revanche, 50 & 70 % des cancers survenant
dans le cadre d'un syndrome HNPCC (Hereditary Non Polyposis
Colorectal Cancer) présentent une mutation germinale domi-
nante de hMLH1 ou hMSH2 [25, 26]. La seconde copie du géne
est inactivée par perte allélique, hyperméthylation de la région
promotrice ou mutation ponctuelle d’un des génes du systéme de
réparation [18, 27-29]. L'inactivation somatique de hMSH2 est
un événement rare dans les cancers sporadiques MSI [23], alors
que dans les familless HNPCC plus de 90 % des mutations
détectables affectent les génes hMLH1 ou hMSH2 [30]. L'inacti-
vation du systéme de réparation des mésappariements de bases
est & l'origine de mutations secondaires (« phénotype muta-
teur ») [31] de certains des génes qui comportent dans leur
séquence codante (exonique) un microsatellite [32]. Ces muta-
tions de type insertion/délétion situées dans des séquences
codantes entrainent un décalage du cadre de lecture et la
synthése d'une protéine tronquée non fonctionnelle. Elles définis-
sent un phénotype appelé IG-MSI (pour intragenic MSI). L'inac-
tivation du géne du récepteur de type Il du TGFp [33], dont la
séquence codante comporte une répétition poly-A10, est obser-
vée dans 70 & 90 % des cancers colorectaux MSI, empéchant
ainsi le TGFp de jouer son réle dans le contréle de la prolifération
cellulaire et de la progression tumorale [34, 35]. Le géne Bax,
impliqué dans I'induction de I'apoptose comporte une séquence
intragénique poly-G8. Il est muté dans 50 % des cancers
colorectaux [36, 37]. Les génes hMSH3, hMSHé qui comportent
respectivement dans leurs séquences codantes des répétitions
poly-A8 et poly-Cé sont mutés dans environ un tiers des cancers
colorectaux MSI [38]. Les autres génes concernés codent pour le
récepteur de I'lGF II, géne suppresseur de tumeur régulant
négativement la croissance cellulaire, [39] le CDX-2 [40], la
caspase 5 [41] et le régulateur du cycle cellulaire E2F4 [42].

Les cancers MSI sont associés & une localisation particuliére
au niveau du cdlon proximal qu’ils soient familiaux ou sporadi-
ques [15]. Sur le plan histologique, ces cancers sont souvent peu
différenciés, avec une mucosécrétion abondante, et un stroma
riche en lymphocytes volontiers disposés en follicules. Ils sont
frequemment multiples et, en dépit de leur multiplicité et de leur
indifférenciation, ont un pronostic meilleur que les tumeurs sans
instabilité génomique [15, 43, 44].
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Outils techniques dans la détermination
du phénotype MSI

L'analyse des séquences microsatellites est le test le plus utilisé
a I'heure actuelle pour la détermination du phénotype MSI. En
1998, une conférence de consensus [45] a défini un ensemble de
5 loci (BAT25, BAT26, D55346, D25123, D175250) & analyser
pour caractériser cette instabilité dans les cancers colorectaux.
L'utilisation de ce panel de référence a permis de distinguer les
tumeurs MSI-High (MSI-H) montrant une instabilité de deux
marqueurs au moins et les tumeurs MSI-Low (MSI-L) présentant
une instabilité au niveau d'un seul marqueur. Le groupe des
tumeurs stables (MSS) comprend les tumeurs sans instabilité MSS
et les tumeurs MSI-Low [45]. La détermination du phénotype MSI
par analyse des séquences microsatellites par PCR est une
méthode fiable, mais elle est longue et nécessite des techniques
de biologie moléculaire. Elle ne permet pas, par ailleurs, de
préciser le géne de réparation altéré (ce que permet |'immuno-
histochimie). De récentes études [46-49] ont montré que I'immu-
nohistochimie pourrait constituer une méthode alternative & la
biologie moléculaire pour la détermination de ce phénotype. Les
altérations les plus fréquentes des génes codant pour les enzymes
de réparation des mésappariements des bases de '’ ADN sont des
mutations inactivatrices (décalage du cadre de lecture par
délétion ou insertion de bases ou mutations faux sens). Il est donc
possible par immunohistochimie de démontrer une perte
d'expression de ces protéines au sein des cellules tumorales par
comparaison avec les cellules normales de voisinage. Trois
protéines peuvent étre actuellement détectées : hMLH1, hMSH2,
MSHé. Les anticorps disponibles dans le commerce peuvent étre
appliqués sur des coupes de tissu fixé dans le formol. La
muqueuse normale sert de témoin positif : le marquage est
nucléaire, dans les cellules épithéliales de la partie basse des
cryptes ou dans les lymphocytes des centres germinatifs des
follicules lymphoides. Dans les cancers MSI, il existe une
extinction du signal immunohistochimique alors que dans les
cancers sans instabilité le marquage nucléaire est présent sur
I'ensemble des cellules tumorales.

Intérét dans l'indication thérapeutique

Le phénotype d'instabilité microsatellite pourrait influencer la
réponse d la chimiothérapie. Il a été prouvé in vitro que certaines
lignées cellulaires présentant un phénotype instable étaient plus
résistantes & des agents alkylants comme le cisplatine [50]. Les
cellules sélectionnées pour leur résistance au cisplatine présentent
une résistance croisée pour d’autres agents cytotoxiques comme
'étoposide et le carboplatine. Aebi etal. [51, 52] ont d’autre part
montré que le phénotype instable n’était associé & aucune
résistance des lignées cellulaires tumorales au 5-fluorouracile. Or
depuis 1991, une chimiothérapie par 5-fluorouracile a été
reconnue comme le traitement post-opératoire standard des
cancers colorectaux au stade C de Dukes. Cette chimiothérapie a
permis d’augmenter la survie globale, mais seulement 20 % des
cancers sont sensibles au 5-fluorouracile méme en association
avec l'acide folinique. Lintroduction de ce traitement étant
relativement récente, seuls quelques travaux se sont intéressés &
la valeur pronostique de I'instabilité des microsatellites. A ce jour,
quatre études concernant la valeur pronostique prédictive de
I'instabilité des microsatellites ont été publiées. Dans une série de
508 tumeurs, de stade Il ou Ill, Halling et al. [53] n’ont pas pu
montrer d’association entre I'existence d’une instabilité des
microsatellites et la survie des malades ayant regu une chimiothé-
rapie. Ces résultats ont cependant été offectés par la faible
puissance de l'étude visant & détecter les bénéfices de la
chimiothérapie en particulier pour les malades au stade II. La
deuxiéme étude [54] a montré |'effet pronostique, mais pas la
valeur prédictive de I'instabilité des microsatellites. Mais I'étude
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était biaisée car les stades de la maladie ont été mélangés et le
statut vis & vis de la chimiothérapie était inconnu dans 35 % des
cas (215 sur 607 malades). Dans la troisiéme étude, sur une série
de 656 cas de cancers colorectaux au stade lll, Elsaleh et al. [55,
56] ont montré que globalement les malades porteurs d’une
tumeur MSI avaient un pourcentage de survie & 5 ans meilleur
que ceux sans cette altération génétique (58 % vs 33 %). Cette
différence de survie était majorée chez les malades ayant recu
une chimiothérapie (90 % vs 35 %). En effet a la fin de I'étude,
seul un des 23 malades porteurs d’une instabilité des microsatel-
lites ayant recu une chimiothérapie était décédé alors que 100
déces (40 %) étaient rapportés parmi les 249 cas sans instabilité.
Dans ce fravail, le bénéfice en terme de survie n’était pas
expllque par I'age ou I'histologie de la tumeur mais semblait &tre
associé & la mise en place d'une chimiothérapie. Il reste
cependant difficile de savoir si 'amélioration de la survie n’est
pas liée au phénotype lui méme car d’autres auteurs [54, 57, 58]
ont montré que l'instabilité des microsatellites avait une valeur
pronostique indépendante dans les cancers colorectaux. La
derniére étude [59], récemment publiée, a porté sur 460 malades
stade lll traités par une chimiothérapie a base de fluorouracile.
Elle a montré que le taux de survie & 5 ans des malades atteints
d’un cancer présentant une instabilité des microsatellites était
significativement meilleur que celui des malades avec un cancer
stable (64 % vs 49 %). Par ailleurs, pour les malades avec un
cancer instable, le taux de survie a 5 ans était de 74 % en
présence d’une mutation du géne du récepteur de type Il du TGF(
(qui est un indicateur spécifique d’un haut niveau d'instabilité) et
de 46 % en son absence. D'autres travaux prospectifs sont
indispensables sur des populations non sélectionnées et avec de
nouveaux agents chimiothérapiques comme l'irinotecan [60, 61]
et I'oxaliplatine pour mieux cerner la relation entre instabilité des
microsatellites et réponse a la chimiothérapie.

Facteurs histopronostiques non encore
validés

Mutations stabilisatrices du géne p53
et accumulation de la protéine p53

Le géne p53 localisé en 17p13 est un des génes les plus
explorés en oncologie. Considérée comme « gardien du
génome », la protéine p53 joue un réle dans la régulation de la
prolifération cellulaire, de la différenciation, de la réparation des
lésions de I'’ADN et dans I'apoptose. P53 influence donc la phase
d'initiation, puis de progression du processus néoplasique dans
les tumeurs solides et en particulier dans les cancers colorectaux.

Bien que de nombreuses études aient montré que le géne p53
était fréquemment muté dans les cancers colorectaux (50 & 70 %
des cas), la signification pronostique du statut p53 demeure un
sujet trés controversé. Certains auteurs lui reconnaissent une
valeur pronostique péjorative indépendante [62-74], alors que
d'autres en font un critére évolutif péjoratif dépendant du stade
[75, 76]. D'autres publications font état de résultats opposés
[77-82]. Il apparait cependant difficile de comparer les résultats
des innombrables publications parues qui utilisent, pour des
malades n'ayant pas recu le méme traitement (chirurgie seule,
associée & une radiothérapie ou une chimiothérapie variée), des
classifications différentes et des méthodes d’études différentes du
statut p53.

Certaines emploient I'immunohistochimie [70, 79, 83-88]
car la détection de la protéine devient possible par augmentation
de sa demi-vie lors de la mutation du géne. Mais un résultat
positif peut aussi étre lié & I'hyperexpression d’un géne sauvage,
a la stabilisation de la protéine p53 normale par liaison avec la



protéine mdm2 ou d’autres protéines [78, 89] ou encore & une
fluctuation normale du taux de la protéine en rapport avec une
lésion de I’ADN [90, 91]. Les anticorps utilisés sont dirigés contre
des épitopes différents de la protéine [74], les dilutions et les
temps d’incubation sont différents. Il existe par ailleurs une
subjectivité dans |'évaluation du score et il n'y a pas de valeur
unique pour la définition du seuil de positivité. Faut-il par ailleurs

prendre en compte un marquage nucléaire ou cytoplasmique
[92-94] ¢

D'autres travaux font appel & l'andlyse de 'ADN par
PCR-SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism). Les
régions étudiées sont généralement les régions centrales de la
molécule ce qui, par définition, ne permet pas la détection des
mutations qui siégent aux exirémités. Les mutations les plus
fréquentes sont décrites dans les exons 5 & 8 mais des études ont
montré des mutations dans plus de 100 codons différents
[95-96]. Par ailleurs, la présence d’'un alléle mutant par
PCR-SSCP ne prouve pas la perte de production de la protéine.

Les séries, qui ont comparé les résultats obtenus en immuno-
histochimie et par analyse de '’ADN [81, 97-102] montrent qu'il
n‘existe pas de parallélisme strict entre la présence et I'absence
d’une mutation sur le géne et la présence ou I'absence d'immu-
noréactivitt p53 des cellules tumorales avec des taux de
concordance entre les deux méthodes variant entre 53 % et 74 %.
Cependant, I'immunohisto-chimie a I'avantage d’étre rapide,
facilement utilisable en routine et la combinaison des deux
techniques représente un outil intéressant car c’est le seul moyen
de prouver que la mutation de p53 décelée par le séquencage de
I’ADN dffecte le taux de protéine.

Petersen et al. [103] ont étudié ces différences sur une
méta-analyse réalisée & partir de 28 articles (utilisant 'immuno-
histochimie pour détecter une surexpression de p53 et/ou le
séquencage du géne p53) et un total de 4 416 malades. Les
résultats de I'ensemble des études immunohistochimiques mon-
trent pour les malades traités par chirurgie seule une influence
significative du statut de p53 sur la survie sans récidive et une
influence sur la survie globale & la limite de significativité. Dans
les études utilisant le séquencage de I’ADN, en revanche, il y
avait une influence significative de I'existence des mutations de
p53 sur la survie globale mais pas sur la survie sans récidive.
Pour les malades traités par chirurgie et radiothérapie, I'influence
du statut de p53 était soit non significatif soit & la limite de
significativité, en fonction du test utilisé. Il n’y avait pas
d'influence sur la survie globale. Cette andlyse de synthése
montre donc qu’actuellement le statut de p53 ne peut étre
appliqué en routine & cété de facteurs tels que le stade tumoral, le
statut ganglionnaire, et la maladie résiduelle dont la valeur
pronostique est beaucoup plus forte. Les conclusions de la
conférence de consensus de |'’American Joint Committee on
Cancer [10] vont d'qilleurs dans ce sens : le statut p53 y est
assigné dans la catégorie 1B c’est-a-dire dans la catégorie des
marqueurs dont la valeur pronostique n’est pas suffisamment
établie et pour lesquels des investigations supplémentaires sont
requises.

A I'heure actuelle, il n’y a donc pas de preuve assez forte
pour considérer le statut de p53 comme un ;c):cteur prédictif de
réponse d un traifement adjuvant et de nouveaux essais cliniques
assortis d’'une standardisation des méthodes d'évaluation des
altérations de p53 s’avérent indispensables.

Contenu en ADN

L'analyse par cytométrie en flux du contenu nucléaire en
ADN a été eFFectuée par un grand nombre d’auteurs afin de
rechercher une valeur pronostique péjorative & la présence d’'un
contenu anormal en ADN des cellules tumorales par rapport au
contenu des cellules normales.
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Elle permet de distinguer les populations cellulaires diploides,
qui ont un contenu normal en ADN (ayant par définition un index
d’ADN égal & 1), des populations cellulaires aneuploides qui ont
un contenu anormal en ADN, soit hyperdiploide avec un index
supérieur & 1, soit hypodiploide avec un index inférieur & 1.

L'analyse de la ploidie a fait I'objet de trés nombreux travaux
plus ou moins concordants qui ont permis de rassembler plus de
2 000 cas de cancers colorectaux pour lesquels un index d’ADN
a pu étre déterminé. Ainsi, environ 50 a 60 % des cancers
colorectaux sont aneuploides [104, 105]. En régle générale, une
tumeur aneuploide a un plus mauvais pronostic qu’une tumeur
diploide [106]. Cependant, I'analyse de grandes séries montre
qu'il ne s'agit pas d’un facteur pronostique indépendant, mais
que la ploidie est liée au grade [107, 108] ou au stade de la
tumeur [109]. L'étude de la ploidie conserverait cependant son
intérét pour les cancers au stade Il pour lesquels I'aneuploidie est
corrélée au risque de récidive et de métastase [110, 111]. Dans
un article récent, Lanza et al. [112] ont sou|igné la valeur
pronostique indépendante de la ploidie pour la survie globale et
la survie sans récidive pour les cancers au stade II.

La cytométrie en flux n‘a donc pas atteint le degré de
standardisation technique nécessaire permettant d'utiliser actuel-
lement en routine I'analyse de la ploidie comme facteur pronos-
tique prédictif dans le cancer du cslon [113].

Protéines codées en 1821

ProtéINE DCC (DeLeteD IN CoLoN CANCER)

Les pertes alléliques sur le bras long du chromosome 18 sont
fréquemment notées dans le cancer colorectal. Cette région
contient plusieurs génes candidats suppresseurs de tumeurs dont
le plus connu est DCC.

Le géne suppresseur de tumeur DCC est localisé en 1821
[114]. I code pour une protéine transmembranaire de la
superfamille des immunoglobulines. Cette protéine est un compo-
sant du récepteur de la nétrine-1 axonale et est impliquée dans
I'adhésion entre les cellules et la matrice extracellulaire.
L'absence ou l'inactivation de DCC par mutation ou délétion
induirait une perte des propriétés adhésives des cellules tumora-
les favorisant insi leur croissance et leur dissémination.

Les pertes alléliques en 18q et la perte d'expression de la
protéine DCC ont été considérées par certains auteurs comme un
facteur de mauvais pronostic dans le cancer colorectal stade Il
Jen et al. [115] ont montré sur 145 malades opérés que la
présence de pertes alléliques sur le bras long du chromosome 18
était un facteur pronostique indépendant : la survie des malades
au stade Il sans perte allélique sur le chromosome 18 était de
93 %, dlors qu'elle était de 54 % pour les malades ayant des
pertes alléliques sur le bras long du chromosome 18 et pour le
stade lll de 52 % et 38 % respectivement. Les malades au stade I
avec perte allélique sur 18q avaient un pronostic similaire & celui
des patients ayant une tumeur au stade lll sans perte allélique et
pouvaient donc bénéficier d'un traitement adjuvant. A I'opposé,
les malades au stade Il sans perte allélique 18q avaient une survie
similaire aux malades du stade | et ne requiéraient pas de
traitement supplémentaire. Le travail de Jernvall et al. [85] va
dans le méme sens : ces auteurs ont en effet mis en évidence une
augmentation significative des récidives et un faible taux de
survie chez les malades porteurs de pertes alléliques sur le bras
long du chromosome 18. Les résultats de ces travaux ont été
infirmés par ceux de Carethers et al. [116] qui n’ont pas trouvé
de lien entre perte d’hétérozygotie en 1821 et pronostic.

La premiére étude de I'expression de la protéine DCC en
immunohistochimie a été réalisée par Shibata et al. en 1996
[117] sur une série de 132 adénocarcinomes colorectaux. Cette
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étude a montré que les malades atteints d’un cancer de stade I
n’exprimant pas DCC présentaient une survie a 5 ans compara-
ble & celle des malades atteints d’un cancer stade Il exprimant
DCC (61,6 % et 59,3 % respectivement). La perte d’expression de
DCC au niveau des cellules cancéreuses constituait un élément
péjoratif de survie des malades quelque soit le stade du cancer.
L'étude de Reymond et al. [118], effectuée sur 85 malades
atteints d’un cancer rectal et ayant développé des métastases a
distance mais sans récidive locale, a contirmé que la perte de
I'expression de DCC était un marqueur de mauvais pronostic.
Cependant, la perte d’expression de DCC ne semblait pas
suFEsonte pour prédire la survenue de métastases métachrones et
ne constituait donc pas un élément suffisant pour justifier une
thérapie adjuvante pour les malades porteurs d’'un cancer du
rectum de stade Il. La valeur pronostique péjorative de la perte
d’expression de DCC a également été soulignée par le travail de
Saito et al. [119]. Parmi les 146 cancers colorectaux analysés,
55,5 % n’exprimaient pas DCC. La perte de la protéine était
significativement plus souvent observée dans les cancers avec
invasion veineuse (65,2 % contre 47,5 %) et avec métastases
hépatiques (91,7 % contre 48,2 %). Le taux de survie & 5 ans était
de 58,8 % pour les malades dont le cancer avait perdu le signal
DCCetde 91 % pour ces malades dont le cancer exprimait DCC.
Le taux de récidive était également lié & la perte d’expression de
la protéine DCC : la survie sans récidive était de 61,4 % pour le
groupe DCC négatif et de 75,3 % pour le groupe DCC positif. En
analyse multivariée, I'expression de la protéine DCC émergeait
comme un facteur de pronostic indépendant. Enfin, une autre
étude immunohistochimique, réalisée par Sun et al. en 1999 sur
195 cancers colorectaux [120], a également montré que
I'absence d’expression de la protéine DCC était un facteur de
mauvais pronostic dans un groupe particulier de malades dont le
cancer était diploide avec une faible phase S.

AuTRES PROTEINES CODEES EN 18q :
FAMILLE DES PROTEINES SMAD

D'autres génes candidats, suppresseurs de tumeur, sont
localisés en 18q & cété de DCC. Il s’agit des génes SMAD [121].
Ces génes codent pour les protéines SMAD qui sont des
homologues des protéines MAD (Mothers Against Decapentaple-
gic) de la drosophile impliquées dans la voie intracellulaire de
transduction du signal du TGFp.

Des mutations inactivatrices des SMAD ont été rapportées en
particulier pour SMAD 4 dans 15 % des cancers colorectaux
[122, 123], mais également pour SMAD 2 et 3 [124-126].
Korchynskyi et al. [127] ont analysé toutes les protéines de la
famille SMAD par immunohistochimie au niveau de cancers
colorectaux. Cette étude a montré une augmentation de I'expres-
sion de SMAD 2, 3 et 5 dans une fraction seulement de cellules
tumorales alors qu'aucun marquage n’était présent dans la
muqueuse colique normale. Par ailleurs, SMAD 4 et TGFB1
étaient surexprimés au sommet des cryptes, ce qui laisse présager
de leur réle dans la différenciation terminale et I'apoptose des
cellules épithéliales coliques. L'auteur n’a fourni aucune indica-
tion sur la valeur pronostique de ses résultats.

De nouvelles études sur des populations bien caractérisées
s'avérent nécessaires pour déterminer |'utilité clinique des pertes
alléliques en 18q. Ces travaux, s'ils sont confirmés, pourraient
permettre de séparer les malades au stade Il en deux groupes de
bon et mauvais pronostic afin de distinguer différentes catégories
thérapeutiques.

Thymidilate synthase

L'inhibition prononcée et prolongée de la synthése de I’ADN
par inhibition de la synthése de la thymidilate synthase (TS)
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représente |'un des principaux mécanismes de |'effet anti tumoral
du 5FU. L'étude immunohistochimique de la TS peut étre réalisée
avec I'anticorps TS106 mis au point par Jonhston et al. [128].

Dans une premiére étude, Jonhston et al. [129] ont mis en
évidence la valeur pronostique de I'expression de la TS sur une
série de 294 cancers du rectum de stade Il ayant bénéficié d’une
chirurgie seule : une surexpression de cefte enzyme était associée
& un mauvais pronostic, avec une survie & 5 ans de 40 % pour les
malades ayant des taux élevés vs 60 % pour les malades ayant
des taux bas de TS. Lenz et al. [130] ont retrouvé des résultats
superposables dans une série de cancers coliques a un stade de
dissémination métastatique, qui avaient & la fois une surexpres-
sion de la protéine p53 et des taux élevés de TS. Edler et al.
[131], dans une étude immunohistochimique utilisant I'anticorps
monoclonal TS 106 effectuée sur 243 malades atteints d'un
cancer colorectal, ont montré que les malades présentant une
expression intratumorale basse de TS avaient une meilleure
survie que les malades avec une expression intratumorale haute
de TS. L'expression intratumorale de TS était un facteur pronosti-
que indépendant quant & la récidive locorégionale, I'existence de
métastases & distance, de survie sans récidive, et de survie
globale. A l'inverse, pour Sanguedolce et al. [132] des taux bas
de TS ont une valeur pronostique péjorative.

La TS serait par ailleurs un facteur prédictif de réponse a la
chimiothérapie. Jonhston et al. [129] ont montré pour un
sous-groupe de malades avec un cancer rectal de stade Il une
meilleure réponse & la chimiothérapie pour des taux élevés de TS.
D’autres séries, avec des approches méthodologiques différentes,
ont rapporté des résultats divergents, avec toujours une valeur
pronostique péjorative pour des taux élevés de TS, mais une non
réponse aux traitements [133-136]. Sur de telles bases, Leichman
[135] a proposé pour les malades ayant des taux élevés de TS de
choisir une chimiothérapie & base d'irinotecan (CPT11) & la place
du 5FU. Un article récent [137] a confirmé sur une série de 108
cancers colorectaux |'association significative entre une expres-
sion de TS mesurée sur lame par étude immunohistochimique et
la résistance & un traitement associant methothrexate et 5FU. Ces
auteurs ont en effet démontré que les tumeurs TS positives avaient
seulement 15 % de chances de répondre d la thérapeutique alors
que ce pourcentage était de 30 % pour les tumeurs TS négatives.
D’autres auteurs [138-140] ont confirmé ces résultats. Sur une
série rétrospective francaise de 146 malades atteints d’un cancer
du célon inclus dans le protocole FFCD 8802, Monges et al.
[141] ont montré que I'immunoexpression de TS et de P53 était
liée & la survie sans événement & 2 ans avec un odds-ratio de
4,51 (P = 0,0137) en cas de forte expression de TS et un
odds-ratio de 3,84 (P = 0,0113) en cas de surexpression de p53.
En revanche, dans cette série, TS et P53 n’avaient pas de valeur
pronostique & 5 ans ou de valeur prédictive de réponse au
traitement par 5FU. Dans un travail récent, Davies et al. [142] ont
montré que les métastases hépatiques ayant une faible immu-
noexpression de TS répondaient mieux & une chimiothérapie
intraartérielle par floxuridine que les métastases ayant une forte
immunoexpression de TS.

L'étude de la thymidilate synthase reste une voie de recher-
che, I'obtention d’autres anticorps [143] ou des améliorations
techniques [144] doivent inciter & poursuivre les travaux sur de
grandes séries prospectives.

Facteurs histopronostiques encore
insuffisamment étudiés
Ganglions sentinelles et micro-métastases

Le ganglion sentinelle est le premier ganglion envahi en cas
de dissémination métastatique et correspond au premier drai-



nage lymphatique d'une tumeur. Il est sensé refléter le statut
ganglionnaire du cancer. Les ganglions sentinelles sont repérés
en début d’intervention par le chirurgien par injection péritumo-
rale (dans la sous séreuse aprés ouverture de cavité abdominale
pour les cancers coliques, dans la sous muqueuse par I'infermé-
diaire du rectoscope pour les cancers du rectum) d’un colorant
bleu ou d’une solution marquée par un isotope radioactif. La
substance injectée drainée par les voies lymphatiques se concen-
tre rapidement (entre 30 secondes et 5 minutes) dans le ou les
ganglions sentinelles [1 & 4] qui se colorent les premiers en bleu
ou sont repérés par une sonde sensible aux émissions radioacti-
ves [145]. Le ou les ganglions sentinelles sont repérés par des
sutures pour que le pathologiste puisse ensuite les identifier.
Lidentification des ganglions sentinelles est techniquement plus
facile pour les cancers du clon que pour les cancers du rectum
[146]. L'exérése tumorale est ensuite réalisée. Dans le service
d’anatomie pathologique, les ganglions sentinelles sont prélevés
dans leur totalité aprés avoir été sectionnés par moitié ou tous les
3 mm en fonction de leur taille et débités en coupes sériées
(d’épaisseur 4 ym), dont le nombre varie entre 2 [146-148], 4
[149] et 10 [150, 151]. lls font ensuite |'objet d’une coloration
histologique standard, suivie d’une technique immunohistochimi-
que a I'aide d'anticorps dirigés contre les antigénes exprimés par
les cellules tumorales aofin de détecter d’éventuelles cellules
cancéreuses isolées (les anticorps utilisés sont généralement des
anticorps anti-cytokératine).

Par cnd|ogie avec les résultats obtenus dans le cancer
mammaire et le mélanome malin [152-154], cing études [145,
147, 148, 155] se sont intéressées a la recherche de métastases
dans le ou les ganglions sentinelles des cancers colorectaux :
dans la premiére étude qui portait sur 50 malades [146], le taux
de faux négatifs s'élevait & 60 % (12 métastases sur les 20
présentes lors de 'examen histologique classique n’étaient pas
visibles sur les ganglions sentinelles examinés). Cette étude a été
critiquée [156] car I'auteur n‘a pas respecté la définition du
ganglion sentinelle et a examiné tous les ganglions de feinte
bleue et non les premiers ganglions qui prenaient la coloration.
Dans la deuxiéme série de 130 malades [150, 151], 'examen du
ganglion sentinelle a prédit, avec un haut niveau de certitude,
I'existence ou non de métastase ganglionnaire dans les autres
ganglions lymphatiques (sensibilité : 92 %, 47/51 malades et
valeur prédictive négative : 95 %, 79/83 malades). Les résultats
de la troisiéme étude portant sur 83 malades [149] ont confirmé
ceux de I'étude précédente en montrant que 91 % des patients
présentant une maladie métastatique peuvent étre identifiés par
examen d'un & quatre ganglions sentinelles. Dans la quatriéme
étude [148], I'examen du ganglion sentinelle a permis de
reclasser 10 % des malades d’un stade B de Dukes & un stade C
de Dukes, chiffre qui s'élevait a 3 % [146], 16 % [150, 151] et
50 % [149] des cas dans les précédentes études. Dans I'étude de
Bilchik et al. [147] qui portait sur 40 malades, I'état du ganglion
sentinelle a prédit dans tous les cas I'état des autres ganglions
(100 % de concordance): 14 malades (35 %) avaient des
métastases ganglionnaires, toutes découvertes par examen du
ganglion sentinelle.

Par ailleurs, chez 10 malades [147, 148, 150, 151], la
recherche de ganglions sentinelles a découvert un drainage
lymphatique aberrant, obligeant le chirurgien & modifier son
geste chirurgical en élargissant le curage ganglionnaire.

Dans le cadre du cancer colorectal, I'étude du ganglion
sentinelle n'en est qu’a ses débuts. Dans d’'autres pathologies
comme le cancer du sein ou le mélanome, elle a donné
d’excellents résultats évitant au chirurgien de faire des lympha-
dénectomies radicales chez des malades dont les ganglions
sentinelles sont négatifs. Le probléme se pose ici en d’autres
termes car la lymphadénectomie standard optimale est toujours
de mise. En effet, dans 9 % des cas [149], 3 % des cas [150,
1511, 4% des cas [148] et 60 % des cas [146], les ganglions
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sentinelles ne renfermaient pas de métastases alors que les autres
gan%“ons du curage étaient envahis. Des faux négatifs peuvent
en effet &tre observés quand le ganglion sentinelle est totalement
détruit par la prolifération tumorale. La tumeur occlut les
vaisseaux lymphatiques entrainant un drainage vers d’autres
ganglions non sentinelles [157]. Le réel bénéfice de la méthode
réside dans la possibilité pour le pathologiste de concentrer son
attention sur 1 ou 4 ganglions et de réaliser leur examen de facon
détaillée et minutieuse (coupes sériées, immunohistochimie, ...).
Une telle démarche devrait augmenter la précision diagnostique
et permettre de détecter une maladie ganglionnaire & un stade
micro-métastatique. Il reste cependant & préciser quelle est la
technique la plus sensible pour mettre en évidence ces micro-
métastases : dans 55 % des cas [150, 11], 77,5 % des cas [149],
69,5% des cas [148] et 71,5 % [147], les micro-métastases
étaient visibles sur le niveau initial des coupes en coloration
standard. Dans 5,5 % [148] des cas, 16 % des cas [149] et 32 %
[150, 151] des cas, les micro-métastases avaient été diagnosti-
quées grace & des niveaux de coupes successifs. Dans 25 %
[148], 13% [150, 151] 5,5 % [146] 6,5 % [149] et 28,5 %
[147] des cas, les micro-métastases avaient été diagnostiquées
gréce & I'étude immunohistochimique.

Le but est d’établir un staging plus précis par la mise en
évidence de métastases de trop petite taille pour &tre accessibles
& un examen histologique standard. Il a été montré qu’environ
20% & 30% des malades au stade | ou Il développent
rapidement des métastases aprés une exérése chirurgicale
considérée comme curative, ce qui laisse supposer qu’un certain
pourcentage avait en fait des micro-métastases ganglionnaires
qui n‘ont pas été détectées par les méthodes anatomopathologi-
ques classiques, leur interdisant ainsi de bénéficier d'une
chimiothérapie adjuvante [158].

Il n’en demeure pas moins que la signification biologique des
micro-métastases dans le cancer colorectal demeure controver-
sée. Plusieurs études [159-168] ont évalué la valeur pronostique
de la recherche, de micro-métastases non décelables en histolo-
gie standard par des techniques immunohistochimiques ou de
biologie moléculaire. Seules deux d’entre elles [163, 166] ont
montré un intérét pronostique d cette recherche. Néanmoins, tous
ces travaux ont été publiés avant I'étude du statut du ganglion
sentinelle. De nouvelles études sont donc indispensables pour
savoir si les données fournies par la « cartographie lymphati-
que » peuvent avoir un impact sur la sélection des malades
pouvant bénéficier d’une extension de la lymphadénectomie et si
I'étude du ganglion sentinelle peut réellement identifier un sous
groupe de malades porteurs de micro-métastases méconnues par
les techniques histologiques standard et qui pourrait justifier de
traitements systémiques plus agressifs.

L’angiogenése tumorale

La croissance des tumeurs est étroitement liée au développe-
ment d'une vascularisation appropriée & partir de vaisseaux
préexistants. Cette angiogenése tumorale est sous I'influence de
facteurs sécrétés directement par les cellules tumorales, par les
cellules inflammatoires ou les cellules mésenchymateuses présen-
tes dans le stroma. Ces facteurs stimulent directement les cellules
enlcliolthé|ia|es ou agissent indirectement en activant d’autres
cellules.

La mesure de la densité vasculaire intra-tumorale est la
méthode la plus couramment utilisée pour apprécier I'angioge-
nése tumorale [169]. Certains auteurs ont montré qu’une forte
densité vasculaire au sein des cancers colorectaux était associée
au risque de métastases par voie hématogéne [170, 171]. Deux
équipes ont considéré la densité vasculaire comme facteur
pronostique en analyse univariée seulement [172, 173]. A notre
connaissance, seules deux autres études ont montré, en analyse
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multivariée, qu’une forte densité vasculaire intra-tumorale était
un facteur indépendant de mauvais pronostic [72, 174]. D’autres
travaux n’ont pas confirmé la valeur pronostique de ce paramétre
[175, 176] ou ont donné des résultats opposés [177]. Les
?rcndes disparités concernant le choix de I'anticorps, anti-
acteur VIIl [170], anti-CD34 [171, 178], anti-CD31 [179], le
type de vaisseaux pris en compte, la zone sélectionnée et la
valeur seuil utilisée pour apprécier la densité vasculaire peuvent
peut-&tre expliquer ces disparités.

Le développement des techniques de biologie moléculaire et
I'apparition de nouveaux anticorps pour I'immunohistochimie
permettent maintenant d’apprécier I'expression de facteurs
angiogéniques ou pro-angiogéniques ou des franscrits (ARNm)
de leur géne.

Le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) est un des
facteurs angiogéniques les mieux caractérisés. Le VEGF est une
glycoprotéine synthétisée et exprimée par un grand nombre de
tissus normaux [180]. Il est actuellement admis que le VEGF est le
chef d’orchestre du processus angiogénique [181] capable de
stimuler & la fois la prolifération et la migration endothéliales.
Son expression par les cellules tumorales de carcinomes colorec-
taux a pu étre reliée & I'expression de la thymidine phosphorylase
(TP également appelée platelet-derived endothelial cell growth
factor) [140] et & celle de I'activateur du plasminogéne U-PA
[182]. Sa valeur pronostique indépendante n’a cependant pas
été démontrée [182].

Un autre facteur angiogénique, I'angiogénine, a récemment
été étudié par Etoh et al. [183]. Ces auteurs ont montré chez 65
malades que la forte expression de ARNm de I'angiogénine était
significativement liée & un mauvais pronostic et que, sur le plan
immunohistochimique I'angiogénine était essentiellement expri-
mée par les cellules cancéreuses. Son expression pourrait étre
induite par les cytokines pro-inflammatoires sécrétées par les
cellules présentes dans le stroma, notamment les macrophages, et
les cytokines induiraient |'expression de ARNm de I'angiogénine
par les cellules cancéreuses. Les auteurs suggérent que I'angio-
génine contribuerait au potentiel invasif des cancers coliques.

Malgré les efforts pour mesurer la densité vasculaire intra-
tumorale de maniére fiable et reproductible [184], il n’y a pas
avjourd’hui de consensus sur les marqueurs endothéliaux &
utiliser, sur la technique optimale la plus fiable de dénombrement
vasculaire. D'autres problémes méthodologiques s'ajoutent & ces
difficultés proprement techniques. Il nexiste, & I'heure actuelle,
pas de méthode automatique simple, observateur indépendante,
de dénombrement vasculaire. Dans ces conditions, les études de
reproductibilité intra- et inter-observateurs sont particuliérement
cruciales pour apprécier la fiabilité des résultats donnés [185].
Pourtant, elles sont rarement rapportées dans la plupart des
travaux publiés. La valeur pronostique de la densité vasculaire
n‘a pas ét totalement prouvée ni totalement infirmée. En
I'absence de consensus sur les techniques a utiliser et d’études de
reproductibilité satisfaisantes, ce paramétre n’a pas encore sa
place dans I'évaluation histopronostique des cancers colorectaux

[186].

Prolifération cellulaire

La cytométrie en flux permet pour une population cellulaire
donnée, d’évaluer le nombre de cellules en voie de division ou en
phase de synthése d’ADN (phase S). La valeur de la phase S
normale est variable selon les tissus (pour la muqueuse colique
normale, environ 5 %). Une activité de synthése trés élevée est un
facteur de mauvais pronostic. Pour les cancers colorectaux, une
phase S supérieure & 15 % permettrait de subdiviser les tumeurs
de stade Il en deux classes de pronostic différent [187].

L'immunohistochimie rend aussi possible I'étude de I'expres-
sion de génes impliqués dans le cycle cellulaire. Il s’agit soit du

B68

PCNA (protéine liée & une DNA polymérase), soit de I'antigéne
Ki-67 (étudié sur coupes en congélation avec I'anticorps Ki-67 et
sur coupes en paraffine avec I'anticorps MIB 1). Les résultats
s'expriment en pourcentage de noyaux marqués ou indice de
marquage. Les travaux de Mayer et al. [188], de Al Shebener et
al. [189] pour le PCNA, ceux de Porscher et al. [190] pour le
Ki-67 ont montré que ces marqueurs avaient une valeur pronos-
tique indépendante du stade, de la taille et de la différenciation
tumorale. Les travaux de Choi [191] suggeérent par ailleurs que
I'évaluation de l'indice de marquage avec le PCNA serait un
facteur prédictif de la survenue de métastases et de rechute apres
exérése chirurgicale. Les résultats de ces travaux doivent,
néanmoins, étre discutés quant on connait 'absence de repro-
ductibilité du signal obtenu avec I'anticorps anti-PCNA (PC10) et
sa variabilité en fonction de la fixation, de sa concentration et de
la restauration antigénique par micro-ondes [192]. Les résultats
obtenus avec |'antficorps anti-MIB1 paraissent supérieurs [193],
car témoins plus fideles de la phase S, et reproductibles. Saleh et
al., dans une étude récente [194], ont montré un lien significatif
entre un indice de marquage au Ki-67 bas et des facteurs
histopronostiques de bon pronostic.

La nécessaire standardisation des techniques d’évaluation de
I'activité proliférative ont d’ailleurs conduit la conférence de
consensus américaine & classer ce critére dans la catégorie IlI,
c’est-a-dire dans la catégorie des facteurs encore insuffisamment
évalués.

Conclusion

Certains marqueurs histopronostiques classiques du cancer
colorectal, comme l'extension pariétale et ganglionnaire et
I'évaluation de la maladie résiduelle sont reconnus pour avoir
une valeur pronostique indépenddnte. D’autres marqueurs ont
été récemment mis en exergue. Il est aujourd’hui clair que les
malades porteurs d’un carcinome de type MSI constituent un
groupe particulier dont le pronostic et la réponse d la chimiothé-
rapie paraissent différents. La détermination du statut moléculaire
de la tumeur devient donc une étape importante dans la prise en
charge personnalisée des malades. L'utilisation de techniques
immunohistochimiques fondées sur les résultats des travaux de
biologie moléculaire devrait permettre au pathologiste d’effec-
tuer ce typage en routine. Le projet PETACC4 de la FFCD
(chimiothérapie adjuvante de type 5FU irinotécan vs absence de
chimiothérapie) a d'ailleurs prévu de prendre en compte le statut
MSI dans les critéres de randomisation et de stratifier les cancers
coliques selon leur phénotype. Les autres facteurs étudiés restent
a I'heure actuelle du domaine de la recherche méme, si pour
certains d’entre eux (génes P53, DCC, ganglions sentinelles) le
passage de la recherche & la routine pourrait étre proche.
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