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Liste des abréviations

Liste des abréviations

ACP : Anatomocytopathologie

ADN : Acide desoxyribonucléique

ADNtc : ADN tumoral circulant

AMM : Autorisation de Mise sur le Marché

ATU : Autorisation Temporaire d’Utilisation

BRAF : V-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1
CCR : Cancer colorectal

CCRm : Cancer colorectal métastatique

CE : Cancer de I'endomeétre

CHG : Centre hospitalier général

CHU : Centre hospitalier universitaire

CLCC : Centre de lutte contre le cancer

CMMRD : Constitutional MisMatch Repair Deficiency
dMMR : Systeme MMR déficient

ESGO : Société Européenne d’Oncologie Gynécologique
ESMO : Société Européenne d'Oncologie Médicale

ESP : Société Européenne de Pathologie

ESTRO : Société Européenne de Radiothérapie et d’Oncologie
GERCOR : Groupe Coopérateur Multidisciplinaire en Oncologie
HAS : Haute Autorité de Santé

HNPCC : Cancer du c6lon héréditaire non polyposique
ICI : Inhibiteurs des points de contrdle de la réponse immunitaire
IHC : Immunohistochimie

INCa : Institut national du cancer

MLH1 : MutL homolog 1

MMR : MisMatch Repair

MSH2 : DNA mismatch repair protein Msh2

MSH6 : DNA mismatch repair protein Msh6

MSI : Instabilité microsatellitaire

MSI-H : Instabilité microsatellitaire élevée

MSI-1 : Instabilité microsatellitaire intermédiaire

MSI-L : Instabilité microsatellitaire faible

MSS : Stabilité microsatellitaire
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Liste des abréviations

NF1 : Neurofi Bromatose 1

NGS : Séquencage de nouvelle génération

NP1 ou 2 : Niveaux de preuve 1 ou 2

PCR : Réaction en chaine par polymérase

PFS : Survie sans progression

PMMR : Systeme MMR stable

PMS2 : PMS1 Homolog 2

RPC : Recommandations pour la pratique clinique
RTU : Recommandation Temporaire d’Utilisation
SL : Syndrome de Lynch

SMT-SL : Syndrome de Muir-Torre — Syndrome de Lynch (nom donné au syndrome de Lynch lorsque

le patient est atteint d’'une tumeur cutanée)
TNCD : Thésaurus National de Cancérologie Digestive
TS : Tumeur sébacée

TVES : Tumeurs des voies excrétrices supérieures
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Introduction

INTRODUCTION

De nombreux variants génétiques (variants ponctuels, amplifications, réarrangements, perte de
matériel chromosomique, méthylation...) ont été identifiés dans les tumeurs. lls constituent des
marqueurs diagnostiques, pronostiques ou thérapeutiques et permettent des soins adaptés,
spécifiques du patient.

La caractérisation moléculaire de la tumeur est ainsi devenue un critere déterminant dans le choix de
la stratégie thérapeutique, qui ne repose plus seulement sur le type et le stade de la maladie.

Le systeme MisMatch Repair et I'instabilité microsatellitaire

Dans le fonctionnement normal d’une cellule, le systeme de réparation des mésappariements
(MisMatch Repair, MMR) reconnait et répare les insertions, délétions et mésappariements de bases
qui peuvent se produire pendant la réplication de I’ADN. Dans certains cancers, la perte de fonction
de ce systéme s’accompagne de la perte d’expression d’'une ou plusieurs protéines MMR (MLH1,
MSH2, MSH6 et PMS2) et entraine une accumulation de mutations dans les cellules, ce qui se traduit
par une instabilité microsatellitaire (MSI).

Les protéines MMR agissent en hétérodimeres fonctionnels : MSH6 avec MSH2 et PMS2 avec MLH1.
Une mutation des génes MLH1 ou MSH2 entraine une dégradation protéolytique de la protéine
mutée mais également de son partenaire secondaire, PMS2 ou MSH6 respectivement, et une perte
d’expression concomitante des deux protéines de I’hétérodimeére.

La perte d’expression des protéines MMR, facilement détectable en immunohistochimie, ou
I'identification d’une instabilité microsatellitaire (MSI), détectable en biologie moléculaire,
constituent donc des marqueurs de déficience du systeme MMR.

Les formes de cancers avec instabilité microsatellitaire

Les cancers présentant une instabilité microsatellitaire peuvent étre héréditaires ou sporadiques :

= |e syndrome de Lynch (SL) est une prédisposition génétique a transmission autosomique
dominante liée a une altération constitutionnelle d’'un gene codant une protéine du systeme
MMR. Quatre génes sont essentiellement touchés: MLH1 et MSH2, responsables d’au moins
deux tiers des cas, MSH6 et PMS2, plus rarement impliqués. Les principales tumeurs du SL sont le
cancer colorectal (CCR) et le cancer de 'endomeétre (CE) '. Ces mutations peuvent aussi entrainer,
plus rarement, des cancers de l'intestin gréle, des voies excrétrices urinaires (bassinet et uretere
essentiellement), des voies biliaires, ainsi que des cancers de I'estomac, de I'ovaire, des tumeurs
sébacées, des tumeurs cérébrales et du pancréas dans une moindre mesure’;

L Lynch, H. T., Snyder, C. L., Shaw, T. G., Heinen, C. D. and Hitchins, M. P. (2015). Milestones of Lynch syndrome : 1895-2015. Nat. Rev.
Cancer 15, 181-194.
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= |es cancers sporadiques sont associés a des mutations somatiques d’un des genes du systeme
MMR, comme par exemple, la perte d’expression de la protéine MLH1 due a I'hyperméthylation
du promoteur de son gene.

Evolution des applications du statut MMR tumoral

Jusqu’a récemment, les évaluations du statut MMR tumoral étaient principalement réalisées dans les
tumeurs du spectre du SL, afin d’identifier les patients a orienter vers une consultation
d’oncogénétique. Des études plus récentes ont montré que ce biomarqueur était aussi un facteur
prédictif de la réponse a certaines immunothérapies dans toutes les tumeurs solides (Le et al., 2017 ;
Luchini et al., 2019). De plus, il a aussi été montré qu’il a un impact sur le pronostic et la
chimiosensibilité de certains cancers, pouvant donc influencer les choix thérapeutiques (Lecomte et
al., 2019).

Enfin, en France, il existe, a ce jour, trois traitements (anticorps anti PD-1) dont la prescription
nécessite I"évaluation du statut MMR tumoral : le pembrolizumab et le nivolumab dans le cancer
colorectal (dans le cadre d’'une AMM) et le dostarlimab dans le cancer de I'endomeétre (dans le cadre
d’une ATU de cohorte.

Ainsi, I"évaluation du statut MMR tumoral est maintenant utile pour :

= identifier les patients susceptibles d’étre porteurs d’une altération constitutionnelle d’un gene
MMR et devant, de ce fait, étre orientés vers une consultation d’oncogénétique (INCa, 2016) ;

= établir un pronostic, qui peut influencer les choix thérapeutiques (Argilés et al., 2020) ;

= prédire la réponse thérapeutique, notamment a la chimiothérapie (Tougeron et al., 2016) et plus
particulierement a lI'immunothérapie(Diaz, L. et al.,, 2019) et donc orienter les choix
thérapeutiques dans différents types de tumeurs. Il est a noter que, pour l'instant, dans les
cancers autres que le CCR et le cancer de I'endometre, il n’y a pas d’autorisation de prescription
d’'immunothérapie dépendant du statut MMR tumoral.

Les techniques d’évaluation du statut MMR

L’évaluation du statut MMR tumoral peut s’avérer complexe et les techniques a utiliser peuvent
varier en fonction de I'indication et du type tumoral. Ainsi, les recommandations de la détermination
du statut MMR tumoral au sein des tumeurs du spectre du SL (INCa, 2016) comprennent :

= |’étude de I'expression des protéines MMR en immunohistochimie (IHC) ;

= et/ou l'examen de marqueurs microsatellitaires sur ADN tumoral en biologie moléculaire ;
= voire la recherche d’'une hyperméthylation du promoteur du géne MLH1 ;

= voire la recherche de mutations BRAF.

La réalisation ou non de la totalité de ces examens et leur enchainement dépendent du type de
tumeur analysé ainsi que du résultat obtenu a chaque étape.

De plus, les techniques et les interprétations des résultats sont a adapter pour chaque localisation
tumorale, les différents organes ayant des caractéristiques spécifiques (Stelloo et al., 2017). Les
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recommandations pour évaluer le statut MMR tumoral pourront donc étre différentes suivant les

organes.

Cette situation expose donc a une hétérogénéité des pratiques d’évaluation du statut MMR tumoral

en France, pouvant traduire une mauvaise qualité des soins et conduisant a une perte d’équité entre

les patients sur le territoire.

Ce document est composé de plusieurs parties portant sur :

la terminologie a employer pour parler du statut MMR tumoral et des différents tests s’y
rapportant ;

la présentation des aspects techniques des tests MMR tumoraux avec :
» le choix des échantillons tumoraux ;

» l'immunohistochimie ;

» la biologie moléculaire ;

les indications de réalisation des tests MMR tumoraux dans les localisations tumorales
concernées par ce test ;

I'indication d’orientation d’un patient vers une consultation d’oncogénétique ou non en fonction
des résultats des tests tumoraux réalisés et du contexte personnel et familial.
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METHODOLOGIE D’ELABORATION

A. OBJECTIFS

Au-dela de l'identification des patients atteints du SL et compte-tenu de l'intérét du statut MMR
tumoral comme biomarqueur pronostique ou théranostique, il est important d’émettre des
recommandations sur la prescription et les modalités de I'évaluation du statut MMR tumoral dans
différentes localisations. De plus, il faudra préciser chez quel patient et a quel moment de son
parcours une évaluation du statut MMR tumoral est nécessaire.

Par ailleurs, ce document vise aussi a préconiser le(s) meilleur(s) test(s) a réaliser dans chaque cas
(immunohistochimie, biologie moléculaire, NGS, panels de marqueurs, contrainte du matériel
tumoral, etc.) et a préciser leurs limites et la stratégie de tests a mettre en place.

B. CIBLES DU DOCUMENT

Professionnels de santé concernés par ces recommandations :
Ces recommandations s’adressent a :
= tout clinicien susceptible de prescrire des tests MMR tumoraux ;

= |es anatomopathologistes et biologistes devant réaliser des tests MMR tumoraux.

C. MATERIEL ET METHODE

Méthodologie

La méthodologie retenue est adaptée de celle du consensus formalisé avec processus de type Delphi
allégé (Haute Autorité de Santé, 2010). Elle s’appuie sur :

= un promoteur : I'Institut national du cancer (INCa) ;
= un coordonnateur scientifique : Pr Janick Selves (désignée par ses pairs) ;
= un groupe de rédacteurs : ce groupe a défini les termes des questions et a rédigé le document ;

= un groupe de relecteurs : ils sont impliqués dans deux phases : la phase de cotation et la phase
de relecture.

Il s’agit, par ailleurs, d’'une méthode mixte s’appuyant a la fois sur :

= une revue exhaustive de la littérature. Les équations de recherche ont été définies par les
experts et précisées pour chaque question dans le document complet ;

= ["avis argumenté des experts.
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Déroulement du travail

= 1* temps: le groupe de rédacteurs a défini les questions a poser et a réparti les taches de
rédaction a chaque membre (1 a 3 rédacteurs par question) ;

= 2° temps: chaque membre a fait la recherche bibliographique sur la question qui lui a été
attribuée et a rédigé cette question;

= 3° temps: le groupe de rédacteurs a rédigé une premiére version du document avec les
propositions de recommandations. Ce document a été discuté et validé lors de réunions en
visioconférence. ;

= 4° temps : les professionnels du groupe de relecteurs ont donné leurs avis sur les différentes
propositions de recommandations en tenant compte du niveau de preuve disponible et de leur
expérience en pratique. Ce temps a été divisé en 3 étapes :

» une cotation individuelle des propositions de recommandations par chagque membre du
groupe de relecteurs (questionnaire en ligne SPHINX, préparé par I'INCa, cf. Annexe
Relecture) ;

» puis deux réunions de consensus ont eu lieu en visioconférence qui ont permis de discuter
des recommandations pour lesquelles les avis divergeaient, afin d’arriver a un avis
consensuel ;

» une seconde cotation individuelle des recommandations a été réalisée suite a ces réunions
(questionnaire en ligne SPHINX, préparé par I'INCa, cf. Annexe Relecture) ;

= 5% temps : finalisation de la rédaction du document par le groupe de rédacteurs en fonction des
cotations du groupe de relecture ;

= 6°temps: relecture finale du document par le groupe de relecture.

Modalités de constitution des groupes de rédacteurs et de relecteurs

Les membres de ces groupes sont des professionnels concernés dans leur pratique par la

problématique et souhaitant contribuer a cette expertise.

Ils sont composés d’anatomopathologistes, de biologistes ou pathologistes moléculaires et
d’oncologues spécialistes des cancers digestifs, gynécologiques, urologiques, dermatologiques et
neurologiques, d’hépato-gastro-entérologues et d’oncogénéticiens; ces spécialités étant les plus
concernées par la réalisation des tests MMR.

Rédacteurs :

La participation des membres du groupe, experts dans leur domaine, a été proposée par le
coordonnateur et les sociétés savantes correspondantes : la Société Francaise de Pathologie, le
Groupe Francophone de Cytogénomique Oncologique, I’Association francaise d’assurance qualité en
anatomie pathologique, I'association Arcagy-Gineco, le groupe coopératif en oncologie
gynécologique, le comité de cancérologie de I'association francaise d’urologie, I'intergroupe onco-
urologie, la Fédération Francophone de Cancérologie Digestive et la société francaise de
dermatologie.
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Membres :
e Coordonnateur : Pr Janick Selves, CHU de Toulouse

¢ Biologistes et pathologistes moléculaires / Anatomopathologistes
Pr Frédéric BIBEAU, CHU de Caen

Pr Marie Pierre BUISINE, CHU de Lille

Pr Alex DUVAL, Hopital Saint Antoine, AP-HP ; INSERM
Dr Eric FROUIN, CHU de Poitiers

Dr Etienne ROULEAU, Gustave Roussy

Pr Janick SELVES, CHU Toulouse

Pr Magali SVRCEK, Hopital Saint Antoine, AP-HP

e Spécialistes d’organe / oncologues médicaux
Oncologue digestif :

Pr Rosine GUIMBAUD, CHU de Toulouse

Pr David TOUGERON, CHU de Poitiers

Oncologue gynécologiste :

Pr Jérome ALEXANDRE, Hopital Cochin, AP-HP
Neuropathologiste :

Dr Franck BIELLE, Hopital Pitié-Salpétriere, AP-HP
Oncologue Urologue :

Pr Olivier CUSSENOT, Hépital Tenon, AP-HP
Dermato-pathologiste :

Dr Eric FROUIN, CHU de Poitiers

e Oncogénétique :

Pr Rosine GUIMBAUD, CHU de Toulouse
Pr David TOUGERON, CHU de Poitiers
Pr Marie Pierre BUISINE, CHU de Lille

Relecteurs :

Les sociétés savantes suivantes ont été sollicitées pour proposer des experts connaissant le sujet, soit
« experts reconnus », soit « pratique quotidienne dans le domaine, », devant faire partie du secteur
public (CHU, CHG, CLCC) et du secteur libéral : la Société Francaise de Pathologie, le Groupe
Francophone de Cytogénomique Oncologique, |’Association francaise d’assurance qualité en
anatomie pathologique, le Groupe Génétique et Cancer, le GERCOR, la Fédération Francophone en
Cancérologie Digestive, le groupe UNICANCER Gl pour les cancers digestifs, |'association Arcagy-
Gineco, la Société Francaise d'Oncologie Gynécologique, la société francaise de dermatologie, la
société francaise de neuropathologie, I'association des neuro-oncologues d’expression francaise, le
comité de cancérologie de I'association frangaise d’urologie et I'intergroupe onco-urologie.
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Les membres de ce groupe n’ont pas fait partie du groupe de rédacteurs.

Membres, spécialité et affiliations ou lieux d’exercice professionnel :

Pascaline BERTHET, Oncologie, oncogénétique, Centre Frangois Baclesse, Caen

Céline BOSSARD, Anatomie et cytologie pathologiques, CHU de Nantes

Lise BOUSSEMART, Oncodermatologue, CHU de Nantes

Odile CABARET, Génétique, Gustave Roussy, Villejuif

Pascale CERVERA, Pathologiste moléculaire, Hopital Saint Antoine, AP-HP

Romain COHEN, Oncologie médicale, Mayo Clinic, Etats-Unis

Eva COMPERAT, Anatomie et cytologie pathologiques, Hopital Tenon, AP-HP

Marion DHOOGE, Gastroentérologie, Oncogénétique, Oncologie digestive, Hopital Cochin, AP-HP
Christine LAGORCE, Anatomie et cytologie pathologiques, HEGP, AP-HP

Eric LAVOINE, Anatomie et cytologie pathologiques, IHP group, Angers

Alexandra LEARY, Gynécologie, Gustave Roussy, Villejuif

Karen LEROY, Biologiste, Hopital Cochin, AP-HP

Alain LORTHOLARY, Oncologue et oncogénéticien, Hopital privé du Confluent, Nantes
Pierre NAIBO, Oncogénétique, Centre Léon Bérard, Lyon

Laurence OLLIVAUD, Oncodermatologue, Libéral, Charenton

Audrey REMENIERAS, Oncogénétique, Institut Paoli-Calmettes, Marseille

Morgan ROUPRET, Urologie, La Pitié Salpétriere, AP-HP

Emmanuelle SAMALIN, Oncologie digestive, Institut du Cancer de Montpellier

Mehdi TOUAT, Neuro-oncologue, La Pitié Salpétriere, AP-HP

Séverine VALMARY-DEGANO, Anatomie et cytologie pathologiques, CHU de Grenoble
Qing WANG, Biologie moléculaire, Oncogénétique, Centre Léon Bérard, Lyon

D. NIVEAU DE PREUVE SCIENTIFIQUE
ET GRADE DE RECOMMANDATIONS

Un niveau de preuve a été affecté selon I'échelle proposée par la HAS?. Cette cotation repose sur le

type et la qualité des études disponibles ainsi que sur la cohérence ou non de leurs résultats.

Il existe différentes échelles selon qu’il s’agisse d’évaluer le niveau de preuve (NP) d’une étude

thérapeutique ou de biomarqueurs pronostiques ou prédictifs de la réponse aux traitements. Par

ailleurs il n’existe pas d’essais contr6lés randomisés pour la réalisation les tests diagnostiques

moléculaires ; méme pour ceux reconnus par tous et utilisés en routine. Il s’est donc posé la question

du choix de I'échelle a appliquer considérant les différentes problématiques abordées dans ces

recommandations et cela a fait I'objet d’une réflexion au sein du groupe de travail.

C’est donc une classification générale du NP qui a été choisie (cf. Tableau 1).
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ope o s . 2
Tableau 1 : Classification générale du niveau de preuve

Niveau de preuve Description

= Le protocole est adapté pour répondre au mieux a la question posée ;
Fort (NP1) = La réalisation est effectuée sans biais majeur ;

or
= L’analyse statistique est adaptée aux objectifs ;

= La puissance est suffisante

= Le protocole est adapté pour répondre au mieux a la question posée ;

= Puissance nettement insuffisante (effectif insuffisant ou puissance a posteriori

Intermédiaire (NP2) . i
insuffisante) ;

= Et/ou des anomalies mineures

Faible (NP3) = Autres types d’études

Ainsi, sur la base de I'analyse de la littérature, le groupe de rédacteurs a proposé, chaque fois que
possible, des recommandations. Selon le niveau de preuve des études sur lesquelles elles sont
fondées, les recommandations ont un grade variable, de A a C (Tableau 2).

Tableau 2 : Correspondance entre I’analyse de la littérature et les grades des recommandations
(adapté de la référence ?)

Niveau de preuve Grade de recommandation
Fort (NP1) A
Intermédiaire (NP2) B
Faible (NP3) C

En I'absence de données scientifiques disponibles ou lorsque le niveau de preuve des données de la
littérature est jugé insuffisant et qu’il existe une hétérogénéité des pratiques, la recommandation est
basée sur un accord d’experts. L’accord d’experts correspond, dans ces conditions, a I'approbation
d’au moins 80 % des membres du groupe de travail (cf. référence ?).

E. GESTION DES LIENS D’INTERETS DES EXPERTS

Les principes de prévention et de gestion des conflits d’intéréts sont fixés par :

= |3 loi 2011-2012 du 29 décembre 2011 sur le renforcement de la sécurité sanitaire du
médicament et autres produits de santé ;

= |a charte de I'expertise sanitaire, décret n° 2013-413 du 21 mai 2013 ;
= |e code de déontologie de I'INCa ;
= le dispositif de prévention et de gestion des conflits d’intéréts en vigueur a I'INCa>.

Les experts des groupes de rédacteurs et relecteurs ont participé intuitu personae et non en qualité
de représentant d’un organisme, d’une société savante ou d’un groupe de professionnels.

2 https://www.has-sante.fr/upload/docs/application/pdf/2013-06/etat des lieux niveau preuve gradation.pdf

3
http://www.e-cancer.fr/Institut-national-du-cancer/Deontologie-et-transparence-DPI/Acteurs-de-l-expertise
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L’Institut s’est assuré, avant leur nomination et tout au long des travaux d’expertise, que les experts
proposés par le coordonnateur scientifique et les sociétés savantes disposaient de I'indépendance
nécessaire pour réaliser les travaux d’expertise demandés en s’appuyant notamment sur I'analyse de
leurs déclarations d’intéréts, et les informations les concernant disponibles dans la base
« Transparence santé »*.

Pour cela, I'Institut a collecté les déclarations d’intéréts, a analysé chaque lien déclaré au regard de
sa relation avec l'objet de I'expertise et de son intensité, afin d’éviter les risques de conflits
d’intéréts® au regard des points traités dans le cadre de I'expertise, et a tracé cette analyse. La
commission des expertises a rendu un avis motivé au Président de I'Institut national du cancer qui a
décidé de la nomination des experts. Les déclarations publiques d’intéréts (DPI) des experts sont
publiées sur le site unique DPI-SANTE®.

F. ROLE DE L'INSTITUT NATIONAL DU CANCER

L'Institut national du cancer est le promoteur du projet, qui était suivi par le département Biologie
Transfert et Innovation.

L’équipe de I'Institut a :

= assuré et veillé au respect de la prévention et de la gestion des conflits d’intéréts,

= accompagné les groupes de travail dans le déroulement du projet et,

= assisté a toutes les réunions du groupe de travail.

L'Institut a apporté un soutien méthodologique et logistique a différentes étapes, notamment : aide
logistique ; accompagnement dans la gestion de projet ; mise a disposition d’outils (grilles d’analyse
méthodologique, modéle d’argumentaires); la mise en oceuvre de la relecture nationale;
participation a la rédaction, aide sur la conception graphique, les illustrations et la réalisation de la
maquette du document final.

Des points réguliers ont été organisés entre le coordonateur scientifique et les collaborateurs de
I'Institut afin de s’assurer du respect du cahier des charges, de la note de cadrage et de la
méthodologie d’élaboration.

4
https://www.transparence.sante.gouv.fr

> Les notions de lien et de conflit d’intéréts sont définies par la charte de I'expertise sanitaire : « la notion de liens recouvre les intéréts ou
les activités, passés ou présents, d’ordre patrimonial, professionnel ou familial, de I'expert en relation avec I'objet de I'expertise qui lui
est confiée... Un conflit d’intéréts nait d’une situation dans laquelle les liens d’intéréts d’un expert sont susceptibles par leur nature ou
leur intensité, de mettre en cause son impartialité ou son indépendance dans I'exercice de sa mission d’expertise au regard du dossier a
traiter. »

6 https://dpi.sante.gouv.fr/dpi-public-webapp/app/home
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CHAPITRE 1 : Terminologies

A. QUESTION TRAITEE DANS CE CHAPITRE

Question 1 : quelle terminologie utiliser pour définir le test MMR tumoral et la
déficience du systeme MMR ?

B. SELECTION BIBLIOGRAPHIQUE

Sélection des recommandations francaises et internationales et des articles princeps : (Hampel et al.,
2005; Shia, 2008; Lynch et al., 2015a; INCa, 2016; Sepulveda et al., 2017; Stelloo et al., 2017; Latham
et al., 2019; Luchini et al., 2019; Svrcek et al., 2019; André et al., 2020).

C. QUESTION 1 : QUELLE TERMINOLOGIE UTILISER POUR DEFINIR LE
TEST MMR TUMORAL ET LA DEFICIENCE DU SYSTEME MMR ?

Le systéme de réparation des mésappariements de I'ADN (systeme MMR pour MisMatch Repair)
permet de maintenir I'intégrité de ’ADN, notamment lors des phases de réplication. Une déficience
du systeme MMR (MisMatch Repair) se traduit par une accumulation de mutations dans le génome
et plus particulierement dans les séquences répétées de type microsatellites qui sont les sieges
privilégiés des mésappariements lors du processus de réplication de I’ADN. L’identification d’une
instabilité microsatellitaire (MSI) constitue ainsi un marqueur de déficience du systeme MMR
(Jiricny, 2006) (NP1). De méme, I'inactivation d’un géne MMR, se traduit dans la majorité des cas par
la perte d’expression de la protéine MMR mutée, facilement détectable en immunohistochimie et
constitue aussi un marqueur de déficience du systeme MMR. La déficience du systeme MMR
s’accompagne aussi d’un taux élevé de mutations dans le génome entier responsable d’un génotype
tumoral « hypermuté », évaluable par technique NGS sur exome ou large panel de génes par mesure
de la charge mutationnelle. Ce génotype hypermuté n’est pas spécifique d’une déficience du systeme
MMR et peut étre la conséquence d’autres événements comme des virus, mutagenes, mutation
POLE, POLD1...). Aussi, il ne sera pas discuté dans ces recommandations en tant que marqueur d’une
déficience MMR. De plus, des études ont montré la forte association entre une signature
mutationelle caractéristique (substitution C>T dans NpCpG) et la déficience du systeme MMR.
(Alexandrov et al., 2013) (NP1) Non validée en pratique clinique, cette signature mutationnelle ne
sera pas traitée dans ce document.

Différents termes sont utilisés ou ont été utilisés pour définir le caractere fonctionnel ou pas du
systeme MMR dans une tumeur : tumeur RER positive ou négative (pour Replication ERror, terme a
ne plus utiliser), tumeur MSI (microsatellite instability) ou MSS (microsatellite stable), tumeur dMMR
ou pMMR (pour deficient MMR tumor et proficient MMR tumor des anglo-saxons). |l n’existe pas de
consensus sur la terminologie a appliquer concernant le test tumoral qui vise a analyser le caractere
fonctionnel ou pas des protéines du systeme MMR et a évaluer le statut MMR (Luchini et al., 2019)
(NP1).
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Les termes MSI et MSS sont souvent utilisés par abus de langage pour les résultats de
I'immunohistochimie des protéines MMR sans analyse de I’ADN tumoral : il existe cependant des cas
avec une authentique déficience du systeme MMR sans perte d’expression des protéines MMR.
Certains auteurs réservent le terme dMMR/pMMR au seul résultat de I'immunohistochimie, par
opposition au terme MSI/MSS réservé alors a la biologie moléculaire, ce qui est limitant puisqu’une
tumeur avec instabilité microsatellitaire est également une tumeur dMMR.

Dans ce document, la terminologie suivante sera utilisée :

= MSI et MSS pour décrire les résultats d’un test de biologie moléculaire ;

=  pMMR-IHC et dMMR-IHC pour les résultats d’IHC ;

=  dMMR et pMMR pour parler globalement du statut du systeme MMR d’une tumeur.

N.B. : il ne faut pas confondre les tests MMR tumoraux (instabilité microsatellitaire et IHC) avec les
tests fonctionnels utilisés pour déterminer le caractere délétere ou non d'une mutation germinale et
qui apprécient la fonctionnalité d’une protéine MMR mutée (Bodo et al., 2015; Bouvet et al., 2019)
(NP1).

Recommandations

La terminologie suivante est recommandée :

=« statut MMR tumoral » pour nommer de fagon générique le(s) test(s) évaluant la fonctionnalité
du systeme MMR ;

=  Tumeur « dMMR » pour désigner une tumeur avec une déficience du systeme MMR ;

=  Tumeur « pPMMR » pour désigner une tumeur avec un systeme MMR fonctionnel.

(accord d’experts).

La technique par laquelle le statut MMR tumoral a été évalué doit étre précisée :

=  Tumeur pMMR-IHC / dMMR-IHC si déterminé par immunohistochimie (IHC), en précisant la ou
les protéines dont I'expression est perdue ;

= Tumeur MSS (MicroSatellite Stable) / MSI (MicroSatellite Instable) par biologie moléculaire.

(accord d’experts).

Un statut MMR tumoral pouvant étre discordant entre les deux techniques, le résultat de chacune
doit étre précisé (accord d’experts).

Exemples :

= statut pPMMR-IHC : maintien de I'expression des 4 protéines MMR (IHC) ;

= statut MSS : absence d’instabilité microsatellitaire (biologie moléculaire) ;

= statut pMMR : maintien de I'expression des 4 protéines MMR et absence d’instabilité microsatellitaire
(MSS) ;

= statut pMMR-IHC et MSI: exemple d’un statut MMR tumoral discordant: maintien de
I’'expression des 4 protéines MMR mais instabilité microsatellitaire (MSI).
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CHAPITRE 2 : Quel échantillon tumoral utiliser pour
le test ?

A. QUESTIONS TRAITEES DANS CE CHAPITRE

Question 2 : Quels types de prélevements faut-il utiliser pour réaliser les tests
MMR tumoraux ?

Question 3 : Que faire pour le cas particulier de I'adénome colorectal sans
cancer colorectal (CCR) ?

Question 4 : Comment prendre en compte I’'hétérogénéité tumorale dans le
choix de I’échantillon tumoral ?

Question 5 : Peut-on utiliser les biopsies liquides ?

B. SELECTION BIBLIOGRAPHIQUE

1. Question 2 :

= ytilisation des mots-clés suivants: (colorectal cancer) AND (neoadjuvant) AND (PCR) AND
(predictive testing). Deux références ont été trouvées, une a été retenue comportant la moitié
des mots-clés et s’inscrivant dans la problématique du chapitre (Fadhil W Histopathology. 2012).
L'autre référence correspondait a des analyses transcriptionnelles sans lien avec la question
posée.

=  pour cette méme question 2 une recherche complémentaire a été effectuée de la facon
suivante : (biopsy) AND (MSI) AND (neoadjuvant therapy). 35 références ont été trouvées. Les
éditoriaux, les lettres des revues, les rapports de cas ont été exclus. Les références devaient
comporter une analyse conjointe du statut MSI sur biopsie préalable et sur piece de résection
appariée lorsqu’elle n’était pas stérilisée par le traitement adjuvant. Trois références ont été
sélectionnées (Ondrejka et al., Histopathology, 2011, Goldstein JB Am J Surg Pathol 2011 et Bao F
Am J Surg Pathol. 2010).

Une quatrieme référence, connue des pathologistes du groupe de travail n’est pas apparue sur ces
sélections et a été intégrée dans le texte (Shia et al., Am J Surg Pathol. 2011).

Deux publications correspondant a des articles de référence et fréquemment citées figurent dans ce
chapitre dans un cadre introductif ou de rappel. L'une porte sur I'importance de la maitrise de I'étape
prénalytique (fixation) (Sepulveda et al., 2017), I'autre correspond a un rappel de travail de synthése
sur le statut MSI et des recommandations dans le cadre de 'immunothérapie (Luchini et al. 2019).
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La référence Kuan et al., 2017 est issue de la sélection réalisée dans le chapitre 3 portant sur
I'immunohistochimie.

2. Question 3 :

Pour la question 3 les éditoriaux, les lettres des revues, les rapports de cas ont été exclus, ainsi que
les articles portant sur des études réalisées in vitro et des études d’expérimentation animale.

= ytilisation des mots-clés suivants: (Colonoscopy) AND (Colonic polyps) AND (Colorectal
Neoplasms) AND (Hereditary Nonpolyposis), AND (Microsatellite Instability) AND
(Immunohistochemistry) : 8 références ont été trouvées, une retenue (Walsh et al. 2009).

= utilisation des mots-clés suivants : (colorectal adenoma) AND (microsatellite instability) AND
(screening) AND (meta analysis) : 11 références ont été trouvées et deux retenues (Dabir et al.,
2020, Pino et al. 2009).

= utilisation des mots-clés suivants : (colorectal adenoma) AND (microsatellite instability) AND
(guidelines) : 35 références ont été trouvées, une retenue (Velayos et al. 2005).

La référence Kushnir et al., 2014 a été proposée par un pathologiste du groupe de travail et s’inscrit
dans celle de Velayos et al.

3. Question4:

= utilisation des mots-clés suivants : (primary) AND (metastasis) AND (MSI) AND (comparison). 11
références ont été trouvées. Les éditoriaux, les lettres des revues, les rapports de cas ont été
exclus. Les articles ne comportant pas de mention du statut MSI, ou traitant du statut MSI sans
comparaison entre différents sites tumoraux ont été exclus. Un article datant de 2019 contenant
tous les mots-clés a été retenu (He et al. J Natl Compr Canc Netw. 2019). Il représentait la plus
importante et récente série analysée dans le cadre de la question posée. Les références de cet
article ont été analysées et certaines, bien qu’anciennes, ont été retenues de facon additionnelle
dans le cadre de la question posée étant donné le faible nombre de travaux portant sur la
question (Ishimaru et al., 1995 ; Melloni et al., 2006 ; Larsen et al., 2009 ; Murata et al., 2013 ;
Haraldsdottir et al., 2016 ; Fujiyoshi et al., 2017 ; Jung et al., 2017).

Pour les cancers de I'endomeétre I'interrogation suivante a été formulée : (endometrial cancer) AND
(recurrence)) AND (DNA MMR) AND (discordance) : 3 références ont été retrouvées et deux ont été
retenues compte tenu de leur caractére récent (Ta et al., 2018 ; Aird et al., 2020).

Pour les cancers primitifs synchrones I'interrogation suivante a été formulée : (synchronous) AND
(primary) AND (colorectal cancer) AND (MSI) : 51 références ont été objectivées et deux ont été
retenues (Dykes et al., 2003; Hu et al., 2013). Deux autres références, correspondant a des travaux
de synthese, connus des pathologistes du groupe de travail ont été intégrées dans le texte (Pai., AmJ
Surg Pathol. 2016, Roth Am J Clin Path 2016).

4. Question5:

= utilisation des mots-clés suivants : (liquid biospy) AND (microsatelitte instability). 35 références
ont été trouvées. Les éditoriaux, les lettres des revues, les rapports de cas ont été exclus. Deux
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articles originaux récents datant de 2020 ont été retenus (Silveira AB Clin Chem. 2020 ; Ladas |,
Clin Chem. 2020).

Une recherche complémentaire a été effectuée: (plasma) AND (microsatellite instability). 82
références ont été trouvées. Les éditoriaux, les lettres des revues, les rapports de cas, les tumeurs
solides n’entrant pas dans le cadre de l'instabilité microsatellitaire ont été exclus. Deux articles
originaux récents datant de 2019 ont été retenus (Willis J, Clin Cancer Res. 2019 ; Georgiadis A, Clin
Cancer Res. 2019).

C. QUESTION 2 : BIOPSIE OU PIECE OPERATOIRE

1. Choix du matériel : biopsie ou piéce opératoire

Le test immunohistochimique peut étre réalisé sur biopsies ou pieces opératoires. Ces dernieres
offrent I'opportunité de sélectionner le bloc le plus adéquat en termes de quantité de tumeur et de
témoins intrinséques (muqueuse normale, fibroblastes du stroma et cellules inflammatoires
notamment lymphocytaires). Elles diminuent également I’hétérogénéité de certains marqueurs qui
pourraient étre considérés comme faussement absents sur biopsie (par exemple faux négatif de
I'immunohistochimie MSHB6). Il est essentiel d’ouvrir les piéces opératoires pour optimiser la fixation
et éviter une sous-fixation particulierement délétere pour I'lHC des protéines MMR. Cela peut
conduire a des risques de faux diagnostics de perte d’expression (Sepulveda et al., 2017) (NP1) qui
sont développés dans le chapitre C « Immunohistochimie ».

Les biopsies comportent un matériel généralement moins abondant que celui présent sur piéce
opératoire. Elles offrent, cependant, I'avantage d’une fixation aisée et homogene. Généralement des
témoins intrinséques peuvent étre objectivés (muqueuse normale et/ou fibroblastes du stroma et/ou
cellules inflammatoires). L'ensemble de ces données souligne I'intérét de I'immunohistochimie pour
détecter une perte d’expression des protéines du systeme MMR sur des échantillons biopsiques de
petite taille ou du matériel de cytoponction méme si la technique peut s’avérer d’interprétation
difficile ou impossible. Par ailleurs, les biopsies constituent un matériel indispensable en situation
métastatique et en situation néoadjuvante, pour lesquelles les pieéces de résection ne sont pas
disponibles en raison d’une accessibilité du matériel ou du contexte clinique (patient non encore
opéré, patient métastatique non opérable). Ces deux situations ont d’ailleurs fait ou font I'objet
d’essais cliniques d’immunothérapie, notamment dans les cancers gastriques et colorectaux,
soulignant l'importance de la biopsie pré-thérapeutique et de sa bonne gestion pour Ia
détermination de biomarqueurs prédictifs (Luchini et al., 2019) (NP1). L'IHC réalisée pour analyser les
4 protéines du systéme MMR doit donc étre privilégiée en premiere intention sur les prélévements
avec peu de cellules tumorales (prélévements obtenus apres traitements néo-adjuvants, matériel de
cytoponction, biopsies de petite taille, sous-type histologique paucicellulaire de type
adénocarcinome mucineux).

Les techniques de biologie moléculaire peuvent étre réalisées sur du matériel de biopsie ou de
cytoponction mais nécessitent une quantité minimale de cellules tumorales et sont soumises au seuil
de sensibilité de chaque technique (partie développée dans le chapitre « biologie moléculaire »).

2. Etudes de concordance biopsie-piece opératoire
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Les études concernant le statut dMMR sur biopsie et piece chirurgicale appariées ont montré une
trés bonne concordance dans les cancers digestifs. Ces études ont reposé sur des techniques
immunohistochimiques ou de biologie moléculaire, mais trés rarement employées de facon

conjointe.

Sur une série de 30 cas de cancers colorectaux comportant biopsie et piéce de résection appariées,
Fadhil et al. ont constaté un statut moléculaire similaire entre les deux types d’échantillons (Fadhil et
al., 2012) (NP2). Shia et al. ont réalisé une étude similaire, mais sur une série plus conséquente de 70
cas comportant majoritairement des cancers coliques, plus rarement des adénocarcinomes de
I'intestin gréle et ano-rectaux, uniquement avec une technique d’‘immunohistochimie reposant sur le
statut des 4 protéines MMR. Malgré une faible discordance concernant MLH1 et MSH6, mais qui
n’affectait pas au total I'interprétation finale (en raison de I'étude conjointe du statut des protéines
MSH2 et PMS2), les auteurs concluent que biopsie et piece opératoire sont fiables autant 'une que
I’autre pour évaluer le statut MMR tumoral par immunohistochimie (Shia et al., 2011) (NP1).

Des études de concordance entre biopsie et piece de résection apres traitement néoadjuvant ont été
également menées (Bao et al., 2010; Ondrejka et al., 2011). Parmi les données disponibles, celles de
Bao et al. sont les plus informatives soulignant une diminution, voire une perte d’expression de
MSH6 en immunohistochimie, objectivée dans 20 % des piéces opératoires examinées, sans aucune
instabilité microsatellitaire associée, déterminée par biologie moléculaire (Bao et al., 2010) (NP1).
Ces disparités concernaient des cancers du rectum aprés radio-chimiothérapie néoadjuvante et se
caractérisaient par un maintien de I'expression de MSH6 sur le matériel pré-thérapeutique (Bao et
al., 2010). Elles ont été confirmées dans une étude récente (Goldstein et al., 2017) (NP1). L’'ensemble
de ces données rend donc préférable de réaliser avant tout traitement, I’évaluation du statut MMR
sur les biopsies endoscopiques plutdét que sur du matériel opératoire post-traitement. Les
modifications de I'expression de MSH6 ont été également rapportées dans les cancers du colon post-
chimiothérapie ou secondairement a des phénomeénes hypoxiques et/ou a une diminution de la
prolifération cellulaire (Kuan et al., 2017) (NP2) (cf. chapitre III.E sur I'immunohistochimie).

Recommandations

L’évaluation du statut MMR tumoral est réalisable sur biopsie ou piece opératoire.

Il est recommandé de choisir I’échantillon (biopsie ou piece opératoire) en fonction de la disponibilité

du matériel (grade A).

Lorsque plusieurs préléevements sont disponibles chez un méme patient, il est recommandé de
privilégier le prélevement le plus riche en cellules tumorales et le plus récent (accord d’experts).

Il est recommandé de privilégier I'immunohistochimie pour évaluer le statut MMR tumoral sur des
échantillons carcinomateux peu cellulaires, biopsiques de petite taille ou de cytoponction (grade A).

Remarque : les techniques de biologie cellulaire nécessitent une cellularité tumorale minimale.

Il est recommandé de privilégier le prélevement réalisé avant tout traitement néoadjuvant ou
d’induction (grade A).

Remarque : 'expression de la protéine MSH6 peut étre modifiée aprés traitement préopératoire par
radiothérapie et/ou chimiothérapie.
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D. QUESTION 3 : CAS PARTICULIER DES ADENOMES COLORECTAUX
SANS CANCER COLORECTAL (CCR)

Chez les patients pour lesquels un syndrome de Lynch est suspecté et en I'absence d’un CCR invasif,
I'évaluation du statut MMR d’adénomes colorectaux peut étre utile pour établir le diagnostic de
syndrome de Lynch (Walsh et al., 2012) (NP1). Dans une méta-analyse récente ayant porté sur 41
études, un statut dMMR était retrouvé dans 69,5 % des adénomes colorectaux de patients atteints
du syndrome de Lynch (Dabir et al., 2020). Un statut dMMR est plus fréquemment observé chez les
malades de plus de 60 ans (82 % versus 54 %), au niveau d’adénomes villeux (84 %), mesurant plus
de 1cm (81 %) et en dysplasie de haut grade (88 %) (Dabir et al., 2020) (NP1). Il est toutefois
important de noter que I'absence de perte d’expression des protéines MMR au niveau d’un adénome
colorectal n’exclut pas la possibilité d’'un SL. Contrairement a d’autres études (Pino et al., 2009), cette
méta-analyse n’a pas mis en évidence de différence significative de perte d’expression en fonction du
gene MMR muté, ni en fonction du siege des adénomes (NP1).

Velayos et al. et Kushnir et al. ne recommandent pas d’évaluer systématiquement le statut MMR
tumoral des adénomes colorectaux, méme chez les malades de moins de 40 ans (Velayos et al., 2005;
Kushnir et al., 2014) (NP1). Ce test ne doit étre réalisé que chez les patients avec une suspicion de SL
et dans le cadre d’une filiere oncogénétique.

Enfin, il ny a pas d’'intérét a tester les lésions colorectales festonnées de type lésions sessiles
festonnées (les ex « adénomes/polypes sessiles festonnés ») lorsque I'on suspecte un SL, ces lésions
étant souvent liées a une hyperméthylation du promoteur du gene MLH1 et donc d’origine
sporadique.

Recommandations

Pour les adénomes colorectaux, il n’est pas recommandé d’évaluer systématiquement le statut
MMR tumoral, méme chez les malades de moins de 40 ans. Ce test ne doit étre réalisé que chez les
patients avec une suspicion de syndrome de Lynch, dans le cadre d’une filiere oncogénétique (grade
B). Chez les patients pour lesquels on suspecte un syndrome de Lynch, I'évaluation du statut MMR
tumoral dans des adénomes colorectaux est possible mais avec une sensibilité plus faible que dans
les cancers invasifs. Il est recommandé de privilégier I'étude des adénomes les plus avancés
(adénomes villeux mesurant plus de 1 cm et en dysplasie de haut grade. 1). Il n’y a pas d’intérét a
tester les lésions colorectales festonnées de type lésions sessiles festonnées (grade A).

Attention : il est toutefois trés important de noter que I'absence de perte d’expression des protéines
MMR et un statut MSS dans un adénome colorectal n’excluent pas la possibilité d’un syndrome de
Lynch.
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E. QUESTION 4 : TUMEURS PRIMITIVES, METASTASES ET TUMEURS
MULTIPLES

1. Tumeur primitive versus métastase

Peu d’études sont disponibles concernant le statut MMR entre tumeur primitive et métastase
appariée étant donné le faible pourcentage de patients présentant une évolution métastatique avec
ce statut moléculaire.

Dans le cancer colorectal, une concordance est néanmoins soulignée dans le cadre d’une série
récente portant sur 369 patients avec cancer colorectal, s’appuyant sur des techniques
d’'immunohistochimie et de biologie moléculaire (He et al.,, 2019) (en annexe, Tableau 10). Des
discordances étaient notées dans 20 % des cas concernant les métastases péritonéales et ovariennes
(He et al., 2019) (NP2).

Les analyses poolées de différentes séries confirment ces données et certains auteurs ont soulevé
I’'hypotheése d’une disparité organe dépendante (Ishimaru et al., 1995; Melloni et al., 2006; Larsen et
al., 2009; Murata et al., 2013; Haraldsdottir et al., 2016; Fujiyoshi et al., 2017; Jung et al., 2017; He et
al., 2019) (NP2) (en annexe, Tableau 10).

D’autre part, la possibilité d’une hétérogénéité liée a la présence de sous-clones est également
débattue (Tachon et al., 2018) (NP2). Dans le cancer de I'endomeétre, les rares publications existantes
n‘ont pas montré de discordance entre tumeur primitive et métastases. Les rares cas (2 %)
initialement interprétés comme discordants dans ces séries comportaient en fait un sous-clone
dMMR dans la tumeur primitive a I'origine d’'une métastase dMMR (Ta et al., 2018; Aird et al., 2020)
(NP2).

Conclusions : L’ancienneté de certaines études, les méthodologies différentes utilisées, I’absence
de réalisation conjointe de techniques immunohistochimiques et de biologie moléculaire dans la
plupart des cas et le faible nombre de cas au sein des séries publiées ne permettent pas de dresser
de conclusion définitive sur de possibles disparités du statut MMR entre tumeur primitive et
métastase. Dans la majorité des cas le statut apparait concordant entre les différents sites. Il faut
également signaler que les publications disponibles concernent principalement le cancer
colorectal.

2. Cancers colorectaux synchrones avec ou sans métastase

Les CCR synchrones sont relativement rares (1 a 4 % des CCR réséqués). Néanmoins, les malades
atteints du syndrome de Lynch présentent une incidence élevée de CCR synchrones. Une perte
d’expression des protéines MMR est rapportée dans environ 35 % des cancers synchrones (Pai and
Pai, 2016) (NP2). De maniere intéressante, la plupart des études objectivent une trés bonne
concordance du statut MMR entre les tumeurs synchrones d’'un méme patient, atteignant 87 % a
98 % (Dykes et al., 2003; Hu et al., 2013) (NP2). Cependant une autre étude mentionne chez des
patients atteints de syndrome de Lynch et présentant des tumeurs synchrones ou métachrones, une
discordance du statut MMR dans 31 % des cas (Roth et al., 2016) (NP2). L’ensemble de ces données
incite donc a tester toutes les tumeurs pour les cas de tumeurs synchrones.

RECOMMANDATIONS PROFESSIONNELLES
Evaluation du statut MMR tumoral »> ARGUMENTAIRE

27



Chapitre 2 : Quel échantillon tumoral utiliser pour le test ?

RECOMMANDATIONS PROFESSIONNELLES
Evaluation du statut MMR tumoral »> ARGUMENTAIRE

28



Chapitre 2 : Quel échantillon tumoral utiliser pour le test ?

Recommandations

Il n’existe pas actuellement de données solides objectivant une disparité du statut MMR tumoral
entre tumeur primitive et métastases. |l est recommandé d’évaluer le statut MMR tumoral sur la
tumeur primitive ou la métastase, en fonction de la disponibilité et de la cellularité tumorale du
matériel. Par ailleurs, il est recommandé de privilégier le prélevement réalisé avant tout traitement

par radiothérapie et/ou chimiothérapie (grade B).

En cas de tumeurs synchrones multiples (par exemple, colorectales), il est recommandé d’évaluer le
statut MMR tumoral sur toutes les tumeurs, notamment afin de rechercher un syndrome de Lynch,
plus fréquent dans ce cas (accord d’experts).

Chez un patient métastatique avec plusieurs tumeurs primitives de statut MMR tumoral différent, il
est recommandé d’évaluer de nouveau le statut MMR tumoral (IHC et biologie moléculaire) sur la
métastase dans le cadre d’un possible traitement par immunothérapie (accord d’experts).

F. QUESTION 5 : BIOPSIES LIQUIDES

Les biopsies liquides sont définies par I'utilisation d’un prélévement sanguin pour analyser le plus
souvent de I’ADN tumoral circulant (ADNtc) ou des cellules tumorales circulantes, afin de caractériser
une maladie tumorale, dans un cadre diagnostique, pronostique ou prédictif. L’ADNtc dérivé de
cellules cancéreuses peut étre identifié chez plus de 90 % des patients atteints d’un cancer avancé,
ce qui représente une source potentielle non invasive d’ADN tumoral pour caractériser une tumeur
donnée (Siravegna et al., 2019) (NP1). Les études concernant la détermination du statut MSI par
biopsie liquide a partir d’ADNtc commencent a enrichir la littérature médicale. Elles offrent
I'avantage d’étre réalisables en cas de matériel tissulaire rare ou épuisé, d’étre répétables
séquentiellement pour monitorer une réponse ou une résistance a 'immunothérapie par inhibiteur
de check-points et de palier a I’'hétérogénéité tumorale.

Différentes techniques ont été proposées: 1) pour augmenter la sensibilité en cas de faible
fréquence allélique, aboutissant a une possible utilisation en clinique, par enrichissement du
plasma en ADNtc (Ladas et al., 2018) (NP2) 2) pour évaluer la performance de marqueurs
différents de ceux de la NCI-Pentaplex (PCR) (Hause et al., 2016; Silveira et al., 2020) (NP2). Elles
ont donné des résultats encourageants. Deux études sont venues récemment renforcer la
fiabilité et I'utilité de I’ADNtc pour déterminer le statut MSI. Georgiadis et al. ont utilisé une
technologie d’hybride capture avec un panel de génes pan-cancer incluant des régions
microsatellitaires aboutissant a une spécificité de 99 % et une sensibilité de 78 % (Georgiadis et
al., 2019) (NP2). De plus, la détermination du statut MSI sur ADNtc isolé avant traitement du
patient, permettait de prédire la survie sans progression. Par ailleurs, I'analyse séquentielle
d’échantillons plasmatiques a permis le suivi d’'une réponse durable chez des patients traités par
inhibiteur des check-points de I'immunité.

Willis et al. se sont appuyés sur une méthode de détection MSI pan-cancer en utilisant la technique
Guardant 360 préalablement validée a partir d’échantillons d’ADNtc pour lesquels le statut MSI était
déterminé sur technique moléculaire classique tissulaire (J. Willis et al. 2019). A partir d’échantillons
plasmatiques provenant de patients porteurs de tumeurs solides, cette technique a permis de
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détecter 87 % de statut MSI préalablement déterminé sur tissu et 99,5 % de statut MSS, aboutissant
a une exactitude de 98,4 % et une valeur prédictive positive de 95 %. La prévalence du statut MSI
selon les types tumoraux a partir d’ADNtc était identique a celle déterminée a partir de tissus. Chez
des patients atteints de cancer gastrique et traités par immunothérapie, le statut MSI déterminé par
cette technique, était associé a un bénéfice clinique, 63 % des malades ayant une réponse compléete
ou partielle (NP2).

Ainsi, la détection du statut MSI a partir de ’ADNtc semble faisable et pourrait aider a I'appréciation
de la réponse au traitement et de l'activité de la maladie. Ces premiers résultats, certes
encourageants, nécessitent toutefois d’étre validés dans des cohortes prospectives.

Recommandation

Il n’est pas recommandé, en I'état actuel des connaissances, d’évaluer le statut MSI a partir d’ADNtc
(en dehors d’essais cliniques) (accord d’experts).
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CHAPITRE 3 : L'immunohistochimie (IHC)
des protéines du systeme MMR

A. QUESTIONS TRAITEES DANS CE CHAPITRE

Question 6 : Comment réaliser les IHC et quels anticorps utiliser ?

Question 7 : Comment interpréter le marquage des protéines MMR par IHC ?
Question 8 : Comment rédiger des résultats d’analyse immunohistochimique ?

Question 9 : Quelles sont les sensibilités et spécificités de I'lHC pour détecter
un statut dMMR dans les différentes localisations tumorales ?

B. SELECTION BIBLIOGRAPHIQUE

1. Question 6

= reprise des recommandations nationales ou internationales des sociétés savantes et des
organismes de controle de qualité les plus récentes sur ce sujet (INCa 2010 « Bonnes pratiques
pour la recherche a visée théranostique de mutations somatiques dans les tumeurs solides. »,
Sepulveda et al., 2017 ; Luchini et al., 2019 ; nordiqc ; AFAQAP).

= utilisation des mots-clés suivants : MMR immunohistochemistry AND two-antibodies strategy OR
two-stains panel sur la période : 2009-2020.

Huit références ont été identifiées parmi lesquelles ont été retenues les références avec le plus de
cas étudiés, le type tumoral précisé et ceux avec comparaison des deux approches (4 vs 2 anticorps) :
4 articles retenus et un article princeps Shia et al., 2009.

2. Question 7

= reprise des articles princeps sur le sujet et sur les études d’agréments inter-observateurs (Shia,
2008 ; Klarskov et al., 2010 ; Overbeek et al., 2008 ; Sari et al., 2019 ; Pai and Pai, 2016).

= ytilisation des mots-clés suivants :

» (MMR immunohistochemistry OR Mismatch Repair deficiency) AND failure OR limits OR
indeterminate results OR pitfalls) ainsi que: (MMR immunohistochemistry) AND
heterogeneous OR equivocal OR doubtful OR indeterminate OR aberrant OR cytoplasmic OR
nucleolar staining) sur la période : 2005-2020.

227 références ont été identifiées. Les études en doubles, les études inappropriées, les
études in vitro ont été exclues. Les travaux sélectionnés présentent la meilleure description
morphologique du type de marquage pour chaque anticorps et/ou systeme de scoring
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quantitatif détaillé et/ou correlation avec biologie moléculaire et/ou mutation germinale : 6
articles retenus.

» (isolated loss of MSH6 OR MSH®6 staining OR MSH6 immunohistochemistry OR loss of MSH6)
AND/OR neoadjuvant OR pretherapeutic treatment sur la période: 2010-1019. Ont été
exclues les études en doubles, les études inappropriées, les études in vitro. Ont été retenus
les articles avec le plus de cas, et/ou les mieux documentés et/ou les plus récents : 4 articles
retenus.

paragraphe assurance qualité : reprise des recommandations nationales ou internationales des
sociétés savantes et des organismes de contrble de qualité les plus récentes sur ce sujet (2017-
2020) : Sepulveda et al., 2017 ; Sari et al., 2019 ; Yozu et al., 2019 ; AFAQAP et les articles
princeps : Overbeek et al., 2008.

3. Question 8

reprise des articles biologiques fondamentaux princeps : (Acharya et al., 1996; Kadyrov et al.,
2006; Mensenkamp et al., 2014).

reprises des recommandations frangaises et internationales et des articles princeps : (INCa, Tests
somatiques recherchant une déficience du systtme MMR au sein des tumeurs du spectre du
syndrome de Lynch, 2016); INCa 2010 « Bonnes pratiques pour la recherche a visée
théranostique de mutations somatiques dans les tumeurs solides. » ; Sepulveda et al., 2017 ;
Luchini et al., 2019, Shia, 2008.

sélection sur les mots-clés suivants : (isolated loss of PMS2 OR MSH6 OR clonal loss of MMR
protein OR heterogeneous loss of MMR protein OR additional loss of MSH6 OR secondary
mutation of MSH6) AND (Lynch syndrome OR sporadic cancer OR interpretation) AND (colorectal
OR endometrial cancer). Periode 2010-2020: 165 références. Ont été exclues les études en
doubles, les études in vitro, les études non appropriées, soit 111 références. Ont été retenues les
études les mieux documentées morphologiquement, celles dans lesquelles I'origine (sporadique
ou constitutionnelle) des tumeurs était la mieux documentée : 6 références sélectionnées.

4. Question 9

sélection des mots-clés suivants :

» Missense MMR mutation AND retained MMRprotein expression OR Lynch syndrome OR
microsatellite instabilty. Période: 2019-2020: Ont été retenus les articles les mieux
documentés : 2 articles retenus.

» MMR Immunohistochemistry AND (microsatellite instability OR molecular biology) AND
(correlation OR concordance OR comparison OR concordance) AND (colorectal OR
endometrial OR pancreatic cancer OR gastric adenocarcinoma or sebaceous tumor OR Upper
tract urothelial carcinoma OR glioblastoma OR astrocytoma OR glioma). Période : 2002-2020.
Ont été retenus les articles les mieux documentés, avec étude si possible des anticorps
dirigés contre les quatre protéines MMR et biologie moléculaire avec panel Bethesda
complet ou Pentaplex : 27 articles retenus.
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C. QUESTION 6 : TECHNIQUE IMMUNOHISTOCHIMIQUE ET CHOIX
DES ANTICORPS

1. Technique immunohistochimique

Il n"existe pas de test standardisé pour I'lHC des 4 protéines MMR. Les tests IHC des protéines MMR
sont des tests « maison » devant faire I'objet de contréles qualité internes et externes. Il existe
plusieurs anticorps (AC) commercialisés (liste en annexe, Tableau 12) et I'utilisation d’anticorps
prédilués doit étre préférée. La performance de ces différents anticorps est globalement bonne mais
variable et dépendante des conditions de conservation de I’échantillon tumoral et de I'automate
employé. Compte-tenu des contraintes d’accessibilité des automates d’IHC, aucun anticorps ne peut
étre recommandé et la meilleure combinaison anticorps/automate doit étre identifiée dans chaque
laboratoire. Plusieurs sites internet permettent d’orienter le choix des anticorps en fonction de
I’'automate utilisé dans son laboratoire (www.nordiqc.org). Il est recommandé que les laboratoires
d’anatomie pathologique utilisant ces anticorps participent régulierement a des tests d’assurance
qualité. L’AFAQAP propose un test pour chacun des 4 anticorps dirigé contre les protéines MMR (voir
en annexe, Tableau 11).

Les étapes pré-analytiques conditionnent la qualité de la technique et de l'interprétation de I'lHC des
protéines MMR (Sepulveda et al., 2017) (NP1) et doivent étre réalisées selon les régles de bonnes
pratiques concernant I'évaluation des biomarqueurs tumoraux (INCa, 2010) (NP1). L’échantillon
tumoral doit étre fixé en formol tamponné neutre a 10 % et inclus en paraffine (I'lHC des protéines
MMR ne marche pas sur les tissus congelés). Pour les biopsies, il est recommandé de placer le
prélevement dans le fixateur immédiatement (délai de quelques minutes). Pour les pieces
opératoires, le délai de fixation doit étre inférieur a 1 heure. Le volume de fixateur doit étre suffisant
(rapport de 1 a 10). Le temps de fixation doit étre d’au moins 6 a 8 heures pour les biopsies afin
d’éviter une sous-fixation et au maximum de 72 heures (24 a 48 heures) pour les piéces opératoires.
Il est important d’ouvrir les pieéces opératoires pour faciliter la fixation et éviter une sous-fixation des
zones centrales de la tumeur. En effet, la sous-fixation est particulierement délétere pour I'lHC des
protéines MMR avec des risques de faux diagnostics de perte d’expression (Sepulveda et al., 2017)
(NP1).

2. Combien et quels anticorps faut-il tester ?

La regle est de tester les anticorps dirigés contre les quatre protéines MLH1, PMS2, MSH2 et MSH6.
Cependant, dans les cancers colorectaux mais aussi dans d’autres types tumoraux, il a été montré
gu’un test avec 2 anticorps (contre les protéines PMS2 et MSH6) pouvait étre aussi efficace et moins
colteux qu’un test avec les 4 anticorps (Shia et al., 2009; Stelloo et al., 2017; Side-Pfenning and
Sabourin, 2018) (NP2). Ces protocoles préconisent une analyse en 1" intention avec les anticorps
dirigés contre PMS2 et MSH®, suivie de I'analyse des deux autres protéines MLH1 et MSH2 en cas de
perte d’expression d'une protéine lors de la premiere analyse. Cependant, l'interprétation des
immunomarquages peut étre parfois plus difficile avec I'utilisation de ces deux AC (en particulier
MSH6) et/ou en fonction du type tumoral (gliomes) ou du type de tissu (pieéce opératoire). Cette
méthode peut également engendrer un délai supplémentaire du rendu de résultat. Il a également
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été rapporté que ce type d’approche pouvait ne pas détecter plus de la moitié des pertes
d’expression de MSH2 et donc environ 50 % des syndromes de Lynch liés a MSH2 (Pearlman et al.,
2018) (NP1). Enfin les recommandations ESMO du test MMR en vue d'une immunothérapie
recommandent de tester les 4 AC (Luchini et al., 2019) (NP1). Il est donc recommandé de réaliser les
tests avec les anticorps dirigés contre les quatre protéines MMR.

La synthese de la bibliographie sur les anticorps a tester est en annexe, dans le Tableau 12.

Recommandations

Pour I'étape de préparation et de conservation de I'échantillon tumoral, il est recommandé
d’appliquer les régles de bonnes pratiques pour I'évaluation des biomarqueurs tumoraux’ (accord
d’experts validé comme indispensable).

Il est recommandé de réaliser I'immunohistochimie en utilisant les anticorps dirigés contre les 4
protéines MMR : MLH1, PMS2, MSH2, MSH6 (grade A).

Aucun anticorps ne peut étre recommandé en particulier et la meilleure combinaison
anticorps/automate doit étre trouvée dans chaque laboratoire (accord d’experts).

D. QUESTION 7 : INTERPRETATION DU MARQUAGE DES PROTEINES
MMR

Les protéines MMR sont des protéines ubiquitaires, exprimées dans la majorité des tissus et des
cellules de I'organisme avec une expression plus intense dans les cellules en cycle (fond des cryptes,
couche basale des épithéliums). Ces cellules normales (cellules du stroma, cellules inflammatoires,
cellules endothéliales, etc.) constituent de bons témoins internes de la technique IHC. L’expression
normale des protéines MMR est une expression intense et diffuse des 4 protéines MMR dans tous les
noyaux des cellules tumorales (statut normal ou pMMR en immunohistochimie), souvent plus
intense dans la tumeur que dans les cellules normales adjacentes. Un phénotype MMR déficient en
immunohistochimie (dMMR-IHC) se traduit par une perte d’expression compléte d’une ou
plusieurs protéines MMR dans la tumeur (avec un maintien d’expression dans les cellules
normales). Cette perte d’expression est généralement diffuse dans toute la tumeur. Pour chaque
protéine, le marquage peut étre maintenu (normal), perdu, équivoque ou non interprétable :

= marquage non interprétable : absence de marquage des cellules tumorales et des cellules du
stroma traduisant un défaut technique et qui ne doit pas étre interprété. La technique doit étre
répétée pour obtenir des témoins internes positifs, seuls gages d’'une bonne technique (Shia,
2008) (NP1). Il est toutefois important de noter que ce type de marquage n’est pas forcément lié
a un probleme technique, mais peut s’observer dans les cas exceptionnels de syndrome MMR
déficient constitutionnel (ou CMMRD pour Constitutional MisMatch Repair Deficiency), lié a une
mutation germinale biallélique d’un des genes du systeme MMR.

- INCa (2010). Bonnes pratiques pour la recherche a visée théranostique de mutations somatiques dans les tumeurs solides.
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=  marquage équivoque (ou indéterminé ou douteux): il peut s’agir d’'un marquage faible des
témoins internes qui doit conduire a une interprétation trés prudente : seul un marquage plus
intense que celui observé dans les cellules témoins pourra étre interprété comme un maintien
d’expression des protéines MMR, alors qu'une absence de marquage ou un trées faible marquage
(cellules normales et tumorales) ne devront pas étre interprétés. Ces faibles marquages résultent
le plus souvent d’une sous-fixation et sont plus fréquents dans les pieces opératoires (Klarskov et
al., 2010) (NP1). Un recours a une autre technique IHC (dans un centre expert) et une recherche
de MSI par biologie moléculaire sont alors nécessaires (Overbeek et al., 2008; Sari et al., 2019)
(NP1). Un marquage d’intensité variable au sein de la tumeur, classiquement avec une absence
de marquage au centre de la tumeur et des zones un peu marquées en périphérie, a la fois dans
les cellules tumorales et dans les témoins internes, et observé généralement avec les anticorps
dirigés contre les quatre protéines MMR, traduit également des variations de fixation ou des
phénoménes d’hypoxie et ne doit pas étre interprété comme une perte d’expression (Shia, 2008)
(NP1).

1. Limite de détection d’une perte d’expression

L'IHC est une technique utilisable méme avec un échantillon de tumeur de trés petite taille,
renfermant peu de cellules tumorales (par exemple : biopsies, matériel de cytoponction). Il n’existe
cependant pas de recommandation sur le seuil minimal de cellules tumorales nécessaire pour
qu’une analyse IHC soit valide. Bien que plusieurs travaux appliquent une regle de pourcentage de
cellules marquées, cela peut induire des faux-négatifs (marquage faussement interprété comme
maintien d’expression) (Pearlman et al., 2018) (NP1). D’autre part, il n’existe aucun consensus sur un
seuil de cellules marquées, trés variable en fonction des auteurs (5%, 10 %), et difficilement
applicable en pratique (Sarode and Robinson, 2019; Shia et al., 2009) (NP2). Pour toutes ces raisons,
il n’est pas recommandé d’appliquer un seuil de pourcentage de cellules marquées, mais vraiment
de considérer comme perdue une expression des protéines MMR absente dans toutes les cellules
tumorales, en présence d’'un témoin interne positif.

2. Pieges et artéfacts
Il existe des marquages particuliers qu’il faut connaitre :

i) Marquage nucléaire ponctuel (« tacheté » ou nucléolaire) observé en particulier avec la protéine
MLH1 et qui correspond généralement a une perte d’expression (Pai and Pai, 2016) (NP1). Ce type de
marquage est souvent associé a une perte d'expression de la protéine PMS2 et est souvent lié a une
méthylation du promoteur de MLH1 (Shia, 2008) (NP1), mais aussi a des SL avec mutation de MLH1
ou PMS2 (Sarode and Robinson, 2019) (NP1) (Figure 1).
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."
Figure 1 : Immunomarquage MLH1 dans un cancer du célon. Marquage punctiforme de certains
noyaux tumoraux (fleche)

ii) Faible marquage MLH1 avec perte d’expression PMS2 : dans les CCR et les cancers de 'endométre, ce
profil correspond souvent a une authentique inactivation de MLH1 (donc a une perte d’expression), soit
d’origine constitutionnelle mais le plus souvent sporadique par hyperméthylation du promoteur de MLH1
(Kato et al., 2016; Pai and Pai, 2016) (NP1). Il convient donc de conclure a une probable perte couplée de
MLH1 et PMS2 et non pas a une perte isolée de PMS2. Cette perte couplée conduira alors a une
recherche d’hyperméthylation de MLH1 (cf. chapitre IV-F-1 Méthylation du promoteur du géne MLH1).

iii) Marquage cytoplasmique sans marquage nucléaire, en particulier avec MSH2 : ce profil a été
décrit en cas de délétion constitutionnelle de la région distale du gene TACSTD1 (EPCAM) (Cini et al.,
2019) (NP1). Il doit étre interprété comme une perte d’expression de MSH2 (Figure 2).

Figure 2 : Adénocarcinome mucineux du célon chez une femme de 35 ans, avec un syndrome de
Lynch lié a une mutation germinale de TACSTD1 (EPCAM). A : marquage cytoplasmique sans
marquage nucléaire avec I'anti-MSH2. B : Perte d’expression de MSH6 (pas de marquage des
noyaux des cellules tumorales avec marquage intense des noyaux du stroma)

RECOMMANDATIONS PROFESSIONNELLES
Evaluation du statut MMR tumoral » ARGUMENTAIRE

36



Chapitre 3 : L'immunohistochimie (IHC)
des protéines du systeme MMR

iv) Marquage de MSH6 : diminution de l'intensité ou perte du marquage MSH6 post-traitement,
initialement décrit dans les cancers du rectum aprés radio-chimiothérapie néoadjuvante mais sans
instabilité microsatellitaire et avec maintien de I'expression de MSH6 sur le matériel pré-
thérapeutique (Figure 3). Il est donc préférable d’effectuer I'analyse sur les biopsies endoscopiques
réalisées avant tout traitement plutét que sur du matériel opératoire (Bao et al., 2010) (NP1). Ceci a
également été décrit dans les cancers du célon post-chimiothérapie et méme sans chimiothérapie,
secondairement a I'hypoxie et/ou a une diminution de la prolifération cellulaire (Kuan et al., 2017)
(NP1). Une expression nucléolaire et proéminente de MSH6 peut également étre observée et
correspond généralement a une authentique perte d’expression (Pai and Pai, 2016) (NP1). Dans les
cancers de I'endometre ou de l'ovaire (non séreux, non-mucineux) il peut exister des cellules
tumorales dispersées non marquées ou faiblement marquées adjacentes a des cellules tumorales
fortement marquées ne s’inscrivant pas dans le cadre d’une véritable perte d’expression (Sari et al.,
2019) (NP1).

v) Il a également été décrit, dans de rares cas de cancers colorectaux, un marquage distinct de la
membrane nucléaire des noyaux des cellules tumorales sans marquage nucléaire diffus. Ce type de
marquage résulte d’artefact technique mais correspond généralement a une authentique perte
d’expression (Pai and Pai, 2016) (NP1).

Un outil décisionnel a été proposé pour l'interprétation des immunomarquages MMR dans les
cancers de I'endomeétre et de I'ovaire (Sari et al., 2019) (NP1). Cet outil est parfaitement applicable
aux CCR et aux autres tumeurs (Figure 4).

Figure 3 : Adénocarcinome rectal post radio-chimiothérapie. Maintien d’expression MSH2. Forte
diminution d’expression hétérogéne de MSH6.
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Figure 4 : Outil décisionnel pour l'interprétation des immunomarquages des protéines MMR dans

Test MSI

les tumeurs, adapté d’apres (Sari et al., 2019).

3. Assurance qualité

Toutes les recommandations publiées au niveau international préconisent de mettre en place un
programme de contrdle de qualité des techniques d’analyse, en prénant en particulier I'utilisation de
témoins (amygdale par exemple) et la participation a des programmes de contréle de qualité externe
(Sepulveda et al., 2017; Yozu et al., 2019) (NP1). L'AFAQAP (Association francaise d'assurance qualité
en anatomie pathologique) propose des tests sur I'immunomarquage des protéines MMR (MLH1 et
MSH2 depuis 2009 et MSH6 et PMS2 depuis 2016).
I'immunohistochimie soit réalisée dans un cadre spécialisé, par des pathologistes expérimentés, et

Certains auteurs prénent que
que les résultats des immunomarquages soient évalués en tenant compte du statut moléculaire de la
tumeur (Overbeek et al., 2008) (NP1). En dehors des centres spécialisés, il est souhaitable que tous
les pathologistes suivent des formations dédiées a la réalisation de ce test et a son interprétation et
gu’ils travaillent en lien avec un laboratoire de biologie moléculaire, utile pour calibrer ces

immunomarquages (Overbeek et al., 2008; Sari et al., 2019) (NP1).

La synthése de la bibliographie sur I'interprétation des marquages et les limites de détection est en
annexe, dans le Tableau 13, celle sur les études d’agréments interobservateurs, dans le Tableau 14.
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Recommandations

Un phénotype dMMR en immunohistochimie se traduit par une perte d’expression compléte d’une
ou plusieurs protéines MMR dans la tumeur (avec un maintien d’expression dans les cellules
normales).

Il n’est pas recommandé d’appliquer un seuil de pourcentage de cellules tumorales marquées pour
déterminer une perte d’expression d’une protéine MMR (grade B).

Attention : Une forte diminution d'expression des protéines MMR dans les cellules tumorales par
rapport aux cellules normales est équivoque et ne permet pas de conclure avant la réalisation d'un
test de biologie moléculaire.

Une absence de marquage des cellules tumorales et des cellules du stroma traduit la plupart du
temps un défaut technique : un tel résultat ne doit pas étre interprété. Il est recommandé de répéter
la technique pour obtenir des témoins internes positifs (grade A).

Remarque : Il existe cependant de trés rares cas de perte d'expression totale d'une protéine MMR
dans la tumeur et le tissu sain dans le cadre du syndrome MMR déficient constitutionnel ou CMMRD.

Il est recommandé de décrire avec précision et d’interpréter avec prudence les marquages
complexes, équivoques et les marquages particuliers. Dans ces cas-la, et pour les cas non
interprétables, la technique d’immunohistochimie doit obligatoirement étre complétée par une
recherche d’instabilité microsatellitaire par biologie moléculaire (grade A).

Pour réaliser des tests d'immunohistochimie, il est recommandé d’étre formé a l'analyse et a
I'interprétation des résultats, de respecter les régles d’interprétation et de participer régulierement
aux évaluations externes de la qualité. L'immunohistochimie peut étre réalisée dans tous les
laboratoires d’anatomocytopathologie qui respectent ces recommandations. (accord d’experts validé
comme indispensable).

E. QUESTION 8 : REDACTION DES RESULTATS D’ANALYSE
IMMUNOHISTOCHIMIQUE

Les protéines MMR agissent en hétérodimeres fonctionnels, MSH6 avec MSH2 et PMS2 avec MLH1,
dans lesquels les partenaires obligatoires sont respectivement MSH2 et MLH1, les partenaires
secondaires respectivement MSH6 et PMS2, mais aussi avec des partenaires optionnels (MSH3 a la
place de MSH6 et MLH3 ou PMS1 a la place de PMS2). En conséquence, une mutation des genes
MLH1 ou MSH2 entraine une dégradation protéolytique de la protéine mutée mais également de son
partenaire secondaire, PMS2 ou MSH6 respectivement, et une perte d’expression concomitante des
deux protéines de I'hétérodimere (Acharya et al., 1996; Kadyrov et al., 2006) (NP1). Cette perte
d’expression « en couple » est le profil le plus fréquent des tumeurs dMMR. Chaque perte
d’expression d’'un hétérodimére correspond a un ou plusieurs mécanismes possibles d’inactivation
des protéines MMR : une perte d’expression de PMS2/MLH1 correspond soit a une inactivation
tumorale de MLH1 par hyperméthylation de son promoteur (le plus fréquent) soit a un syndrome de
Lynch, alors qu’une perte d’expression de MSH2/MSH6 correspond le plus souvent a un syndrome de
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Lynch (il existe cependant des cas d’inactivation purement tumorale de MSH2 ou MSH6, par double
mutation acquise d’un géne dans la tumeur) (Mensenkamp et al., 2014) (NP1).

En revanche, une mutation de PMS2 ou MSH6 n’entraine pas obligatoirement de dégradation de leur
partenaire primaire car ces protéines mutées peuvent étre substituées par un partenaire optionnel
(MSH3, PMS1 ou MLH3), assurant alors la stabilité de MLH1 ou MSH2. Il en résulte une perte isolée
d’'une seule protéine de I'hétérodimere: MSH6 ou PMS2. Ce profil d’expression s’observe dans
environ 8 a 9% des tumeurs dMMR (Jaffrelot et al., sous presse) (NP1). Il a particulierement été
rapporté dans les cancers de I'endometre et les CCR (Alpert et al., 2018) (NP1) et plus rarement dans
d’autres types tumoraux (Jaffrelot et al., sous presse) (NP1). Il résulte le plus souvent d’un SL (il existe
cependant des cas d’inactivation purement tumorale de MSHS6, plus rarement de PMS2).

Un profil de perte d’expression particulier a été décrit trés récemment : la perte d’expression clonale
des protéines MMR. |l se caractérise par une perte d’expression abrupte et nette des deux protéines
d’'un hétérodimere dans une zone tumorale ou plusieurs foyers tumoraux au sein d’'une méme
tumeur (Stelloo et al., 2017; Tachon et al., 2018) (NP1). Ces profils d’expression clonale traduisent
I'hétérogénéité tumorale et s’accompagnent d’une instabilité microsatellitaire. lls résultent de
mécanismes variés: hyperméthylation hétérogene du promoteur de MLH1 le plus souvent,
Syndrome de Lynch, etc. Ce profil d’expression est rare, décrit dans 3 a 5 % des cas, essentiellement
des cancers de I'endometre et du colon et avec une fréquence non connue pour les autres types
tumoraux.

Enfin, dans de trés rares cas, il existe une perte d’expression « complexe » d’une ou plusieurs
protéines MMR (ex : perte d’expression des 4 protéines MMR, perte d’expression de MLH1/PMS2 et
MSHS6, perte d’expression de deux protéines ne correspondant pas aux hétérodimeres), résultant de
mécanismes complexes d’inactivation des protéines MMR (Jaffrelot et al., sous presse) (NP1). Les
plus fréquents sont une perte d’expression de trois ou quatre protéines MMR secondaire a une
hyperméthylation du promoteur de MLH1 (responsable de la perte d’expression MLH1/PMS2) suivi
d’une double mutation tumorale de MSH6 (responsable de la perte d’expression MSH6 +/—-MSH2
(Shia et al., 2013; Westwood et al., 2019) (NP1).

Au total, il existe 4 profils d’expression possibles des protéines MMR, avec 6 combinaisons possibles de
perte d’expression de protéines MMR et donc de tumeur dMMR-IHC, illustrés dans les Figures 5a 8 :

= expression normale des 4 protéines (PMMR-IHC) ;

= expression anormale de protéines MMR : perte d’expression de protéines (dMMR-IHC) :
perte d’expression conjointe de MLH1 et de PMS2 ;

perte d’expression conjointe de MSH6 et de MSH2 ;

perte d’expression isolée de PMS2 ;

perte d’expression isolée de MSH6 ;

perte d’expression clonale de protéines MMR ;

VV V VY VY

perte d’expression complexe ;
=  expression équivoque (indéterminée ou douteuse) ;

= non interprétable.
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Ces profils ont été décrits dans les cancers de 'endometre et du célon (Stelloo et al., 2017; Jaffrelot
et al., sous presse) (NP1). Il existe peu d’études sur les profils d’expression dans les autres types
tumoraux, mais ils paraissent pouvoir également s’appliquer de maniere similaire a ceux décrits dans
les cancers colorectaux et de 'endomeétre.

A chaque profil d’expression correspond donc un ou plusieurs mécanismes particuliers d’inactivation
des protéines MMR qui peut orienter vers un cadre diagnostique sporadique ou familial et qui
détermine le besoin de réalisation d’analyses complémentaires tumorales ou constitutionnelles
(INCa, Tests somatiques recherchant une déficience du systeme MMR au sein des tumeurs du
spectre du syndrome de Lynch, 2016). Chaque type de résultat doit donc étre accompagné d’une
interprétation et d’une proposition sur la conduite a tenir (Tableau 3).
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Figure 5 : Adénocarcinome colique de phénotype dMMR : Perte d’expression conjointe de
I’hétérodimére fonctionnel MLH1/PMS2

Figure 6 : Carcinome de 'endomeétre peu différencié de phénotype dMMR : perte d’expression
isolée de MSH6 chez une patiente avec un syndrome de Lynch lié a MSH6.
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Figure 7 : Adénocarcinome colique bien différencié de phénotype dMMR : perte clonale de MSH6
et de MSH2 avec maintien d’expression de PMS2 et de MLH1 chez un patient avec un syndrome de
Lynch lié a MSHe6.
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Figure 8 : Exemples d'immunomarquages avec expression non interprétable ou équivoque :

A: Adénocarcinome mucineux colique, MLH1 : immunohistochimie non interprétable (aucun marquage dans cellules du
stroma ni dans cellules tumorales), B: Adénocarcinome colique bien différencié, MLH1: marquage équivoque car
marquage faible de MLH1, variable dans la tumeur mais un peu plus faible que dans les témoins internes. C et D:
Carcinome urothélial (TVES) avec maintien d’expression de MLH1 (C) mais expression équivoque de PMS2 (D).
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Tableau 3 : Exemple de conclusions et d’interprétations des résultats d'immunohistochimie,

applicable aux tumeurs du spectre du syndrome de Lynch (ce tableau ne s’applique qu’au résultat

d’analyse IHC seul. L’'interprétation globale du statut MMR tumoral incluant I’ensemble des

données immunohistochimiques, le statut microsatellitaire et les analyses moléculaires

supplémentaires doit étre faite en fonction du type tumoral, cf. chapitre V indications d’évaluation

du statut MMR tumoral)

Profil d’expression

Conclusion

Interprétation

Expression normale des 4
protéines

Phénotype pMMR en
immunohistochimie

Ce phénotype est en faveur d’'une tumeur non
liée au syndrome de Lynch (toutefois, le
résultat est a interpréter en fonction du
contexte personnel et familial).

Perte d’expression MLH1 et
PMS?2 (ou tres faible expression
MLH1 et perte PMS2)

ou

Perte d’expression clonale
MLH1 et PMS2

Phénotype dMMR en
immunohistochimie

Des analyses moléculaires supplémentaires
doivent étre réalisées dans cette tumeur pour
orienter le caractere sporadique ou
potentiellement constitutionnel de cette
tumeur.

Perte d’expression MSH6 et
MSH2

ou

Perte d’expression clonale
MSH6 et MSH2

Phénotype dMMR en
immunohistochimie

Ce phénotype est plus souvent associé a un
syndrome de Lynch qu’a une forme sporadique.
Une consultation génétique doit étre proposée
a ce (cette) patient(e).

Perte d’expression isolée PMS2

Phénotype dMMR en
immunohistochimie

Ce phénotype est plus souvent associé a un
syndrome de Lynch qu’a une forme sporadique.
Une consultation génétique doit étre proposée
a ce (cette) patient(e). *

Perte d’expression isolée MSH6

Phénotype dMMR en
immunohistochimie

Ce phénotype est plus souvent associé a un
syndrome de Lynch qu’a une forme sporadique.
Une consultation génétique doit étre proposée
a ce (cette) patient(e).

Perte d’expression complexe
des protéines MMR

Phénotype dMMR en
immunohistochimie

Ce phénotype est souvent associé a un
syndrome de Lynch. Une consultation
génétique doit étre proposée a ce (cette)
patient(e).

Expression équivoque
(indéterminée ou douteuse)

Phénotype MMR non
évaluable par
immunohistochimie

Une recherche d’instabilité microsatellitaire par
biologie moléculaire doit étre réalisée.

Non interprétable

Phénotype MMR non
évaluable dans ce
matériel.

Une analyse doit étre réalisée sur un autre
matériel tumoral si disponible.

* . dans les cas de marquage faible de MLH1, il est nécessaire de rechercher une hyperméthylation du promoteur de MLH1
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Recommandations

Il est recommandé de confirmer toutes les pertes d’expression de protéines MMR (dMMR-IHC),
quel que soit le profil d’expression, par la recherche d’une instabilité microsatellitaire en biologie
moléculaire, adaptée au type tumoral. Le compte-rendu du résultat d'immunohistochimie doit
clairement préciser que l'interprétation globale du statut MMR tumoral sera réalisée avec le résultat
de la biologie moléculaire (grade B).

Il est recommandé de compléter tout immunomarquage complexe, équivoque (ou « douteux ») des
protéines MMR par la recherche d’une instabilité microsatellitaire en biologie moléculaire. Une
interprétation globale du statut MMR tumoral devra étre réalisée avec le résultat de la biologie
moléculaire (grade A).

Il est recommandé que le laboratoire d’anatomocytopathologie qui a rendu un résultat MMR par
immunohistochimie réalise, ou fasse réaliser par un tiers, les tests moléculaires complémentaires
actuellement recommandés (méthylation du promoteur du géne MLHI1 et/ou mutation du géne
BRAF), des lors que nécessaires. Ces analyses doivent étre faites le plus rapidement possible selon les
recommandations pour la réalisation des tests moléculaires tumoraux (INCa, 2010) (accord d’expert
validé comme indispensable).

Il est recommandé d’appliquer une terminologie universelle pour rédiger le résultat d’une analyse
immunohistochimique et de I'accompagner d’une interprétation du résultat avec proposition sur
I’orientation vers une origine sporadique ou vers une probable origine constitutionnelle nécessitant
une consultation d’oncogénétique (cf. Tableau 3) (accord d’expert validé comme indispensable).

F. QUESTION 9 : SENSIBILITE/SPECIFICITE DE L’IHC POUR DETECTER
UN STATUT dMMR

La sensibilité et la spécificité de ce test sont difficiles a déterminer car il n’existe pas de gold
standard universel qui peut étre: l'identification d’'une déficience MMR (perte d’expression de
protéines MMR, MSI ou charge mutationnelle), I'identification d’'une mutation germinale (pour le
syndrome de Lynch), ou bien la prédiction de sensibilité a un traitement. Les données les plus
disponibles concernent la concordance entre I'IHC et le test MSI en biologie moléculaire
(cf. Tableau 15), mais basées sur des techniques tres différentes (MSI-PCR et plus récemment NGS
mais avec différents panels), rendant les comparaisons d’études difficiles. L'immunohistochimie est
fiable pour identifier les mutations qui entrainent une protéine tronquée ou une dégradation de la
protéine. Cependant, les faux négatifs restent possibles en cas de mutations faux sens qui entrainent
des protéines mutantes catalytiguement inactives, mais antigéniquement intactes. Dans une
publication récente, ce taux de faux négatifs dus a des mutations faux sens des génes MMR
représenterait jusqu’a 6 % des cas des cancers colorectaux (Hechtman et al.., 2020) (NP2). Une autre
étude confirme que ces mutations faux-sens (constitutionnelles ou tumorales) peuvent
s’accompagner d’'un maintien d’expression de la protéine mutée (Chen et al, 2020) (NP1).
Cependant, dans ces deux études, une analyse attentive montrait dans la majorité de ces cas une
diminution du marquage de la protéine mutée par rapport au tissu normal et une perte de marquage
de l'autre protéine partenaire de I’'hétérodimere, permettant généralement de conclure a un statut
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dMMR-IHC. Le cas échéant la recherche du statut MSI en biologie moléculaire permet de conclure
dans la majorité des cas.

Lorsque les quatre protéines MMR (MLH1, MSH2, MSH6 et PMS2) sont testées, la corrélation entre la
perte d'expression des protéines MMR et les tests MSI est trés bonne pour les cancers colorectaux.
Dans les trois séries principales, comprenant 1144, 1066 et 1119 patients atteints de CCR, la
sensibilité de la détection des tumeurs dMMR par immunohistochimie était respectivement de 92 %,
93 % et 94 % (Lindor et al., 2002; Engel et al., 2006; Hampel et al., 2006) (NP1). La valeur prédictive
d’un examen normal en immunohistochimie pour un profil MSS ou MSI-low est de 96,7 % et la valeur
prédictive d’un examen anormal est de 100 % pour un profil MSI-High (Lindor et al., 2002) (NP1). Ces
séries anciennes sont cependant basées sur des techniques parfois incomplétes. D’autres séries, plus
récentes comparant I'lHC avec les anticorps dirigés contre les autres protéines MMR et la biologie
moléculaire avec le panel consensuel NCI-Bethesda ou NCI-Pentaplex (cf. chapitre IV-A panels
consensuels NCI-Bethesda et NCI-Pentaplex) déterminent un taux de concordance entre les deux
techniques qui varie de 91 % a 99 % avec une sensibilité de I'lHC pour détecter un statut MSI-H de 98
a 100 % et une spécificité de 98,2 % (Hatch et al., 2005; Yuan et al., 2015; Jaffrelot et al., sous presse)
(NP1). La concordance entre I'IHC et la détection de MSI-High par NGS (MSIsensor) pour les SL est de
98,2 % (Latham et al., 2019) (NP1). Toutefois, dans cette derniére étude, la concordance entre ces
deux techniques était meilleure pour les cancers colorectaux et pour les cancers de I'endométre que
pour les autres localisations.

Dans les cancers de 'endomeétre, la concordance entre I'lHC et la biologie moléculaire est de 94 % et
la majorité des cas discordants correspond a une perte d’expression en immunohistochimie avec un
statut MSS/MSI-low (Stelloo et al., 2017) (NP1).

Pour les tumeurs sébacées, la concordance entre I'lHC et la biologie moléculaire a été tres peu
étudiée et varie de 82 % (Lamba et al., 2015) a 100 % (Entius et al., 2000; Ponti et al., 2005) (NP3).
Les discordances correspondent a des tumeurs MSI sans perte d’expression en immunohistochimie,
avec dans cette étude une absence d’analyse avec des anticorps dirigés contre les protéines MSH6 et
PMS2 (Lamba et al., 2015) (NP3).

Dans les cancers de la prostate, le test MSI par PCR (NCI-Pentaplex) est peu sensible (environ 60 %)
pour détecter une déficience MMR (basée sur des altérations tumorales des génes MMR, une charge
mutationnelle et un large panel microsatellites en NGS) alors que I'lHC détecte la quasi-totalité des
cas (Guedes et al., 2017; Abida et al., 2019; Fraune et al., 2020) (NP2).

Dans les tumeurs de voies excrétrices supérieures (TVES), la fréquence du statut dMMR-IHC seule
avec les 4 AC varie de 4,8 % a 13,6 % (5 études), avec une seule étude discordante a 18 %. Les études
de comparaison avec la recherche d’instabilité microsatellitaire sont difficiles car les panels utilisés
sont tres variables, ainsi que le nombre et le type d’AC testés (parfois seulement 2 ou 3 AC) et les
deux approches sont rarement faites simultanément mais le plus souvent de fagon successive. Si on
ne retient que les études récentes comparant les anticorps dirigés contre les quatre protéines MMR
avec le panel de NCI-Bethesda ou la NCI-Pentaplex, la concordance est de 46 % entre les deux
techniques (13 % dMMR-IHC et 6 % MSI) et 2/6 cas de SL ne sont identifiés que par I'lHC (Metcalfe et
al., 2018) (NP1). Une autre étude montre une concordance de 40 % (Ju et al., 2018) (NP1) et I'lHC
détecte généralement plus de cas dMMR que la biologie moléculaire. Il est également souligné
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I'importance de l'interprétation de I'lHC. En effet, une faible expression interprétée comme une
perte d’expression peut expliquer la discordance avec la biologie moléculaire (Ju et al., 2018) (NP1).
Quelles que soient les études, le profil d’expression le plus fréquent concerne la perte en couple
MSH2/MSHS6, la perte isolée MSH6 et plus rarement la perte en couple MLH1/PMS2. Il est souvent
rapporté une association avec des criteres morphologiques : faible grade tumoral, Iésion papillaire
inversée, augmentation des lymphocytes infiltrant la tumeur (TILS) et histoire familiale évocatrice
d’un SL.

Dans le cancer oeso-gastrique, les deux méthodes semblent étre équivalentes et
I'immunohistochimie semble prédire le statut dMMR avec une sensibilité et une spécificité élevée
(respectivement 91,1 % et 98,5 %) (Bae et al., 2015) (NP1). Cependant, peu d’études ont comparé les
performances de I'lHC et de la PCR.

Dans I'adénocarcinome canalaire du pancréas, I'IHC a I'aide des 4 anticorps dirigés contre les
protéines MMR semble plus sensible pour la détermination du statut MMR que les méthodes de PCR
(NCl-Pentaplex et/ou HT17) (Lupinacci et al., 2018) (NP1). Dans cette étude, qui a porté sur le plus
grand nombre de cas de cancer du pancréas, seuls 9 cas sur 513 ont été identifiés comme étant de
phénotype dMMR. Les 9 cas présentaient une perte d’expression en IHC, et seulement 5 d’entre eux
ont révélé un phénotype MSI par PCR. Néanmoins, I'abondance du stroma desmoplastique
fréquemment observé dans ce type de cancer serait potentiellement responsable d’une dilution de
I’ADN tumoral par I’ADN des éléments du stroma et expliquerait la faible concordance entre ces deux
techniques. Pour le screening du statut MMR de ce type tumoral, il est proposé, de débuter par I'lHC,
a I'aide des 4 anticorps, et de faire ensuite une analyse par une technique de PCR (NCI-Pentaplex).
Cette approche semble d’autant plus intéressante que ce cancer est tres souvent diagnostiqué sur
des prélevements avec peu de matériel disponible (produits de cytoponction pancréatique ou
biopsies de localisations secondaires). Ces données demandent toutefois a étre validées dans
d’autres études. L'utilisation de techniques de séquengage de nouvelle génération (NGS),
préconisées par certains groupes, notamment en cas de prélevements de petite taille (Luchini et al.,
2020) (NP2), demande a étre comparée aux deux techniques de référence (IHC et PCR) avant leur
généralisation.

Dans les tumeurs cérébrales, I'IHC des protéines MMR présente des difficultés particulieres liées a
I'intrication des cellules tumorales et des cellules normales du cerveau et a la faible expression des
protéines MMR dans les cellules normales du cerveau qui proliférent peu. Ainsi les cellules tumorales
peuvent exprimer les protéines MMR selon un gradient depuis une absence d’expression jusqu’a une
forte expression. L'interprétation des immunomarquages MMR est donc souvent difficile (risque de
faux négatif et de faux positif d’une déficience MMR). Cependant I'lHC a montré une bonne
sensibilité dans les tumeurs cérébrales dans le SL et le CMMRD (Lavoine et al., 2015; Therkildsen et
al., 2015) (NP1). En revanche, la sensibilité de la détection de l'instabilité microsatellitaire par
technique PCR dans les tumeurs cérébrales est faible (Lavoine et al., 2015) (NP1). Au total, I'étude
immunohistochimique doit donc étre particulierement fiable et robuste car elle apparait comme le
principal outil d’identification des tumeurs cérébrales dMMR. Pour toutes ces raisons, certains
auteurs préconisent que les tests MMR tumoraux soient réalisés dans des centres experts.

La synthése de la bibliographie des études de concordance IHC et biologie moléculaire est présente
en annexe, dans le Tableau 15.
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CHAPITRE 4 : Biologie moléculaire tumorale
de la déficience du systeme MMR

Une déficience du systéme MMR se traduit par une accumulation de mutations dans le génome et
en particulier dans les séquences répétées de type microsatellites (sieges privilégiés des
mésappariements lors du processus de réplication de I’ADN). L’analyse de ce type de séquences
constitue ainsi un moyen d’apprécier la fonctionnalité du systéme MMR, l'identification d’une
instabilité microsatellitaire (MSI) constituant un marqueur de déficience du systeme MMR.

A. QUESTIONS TRAITEES DANS CE CHAPITRE

Question 10 : Quelles techniques MSI-PCR doit-on utiliser pour la détection
d’une tumeur MSI ?

Question 11: Quels sont les apports de la technique de séquencage de
nouvelle génération (NGS) pour la détection d’une tumeur MSI ?

Question 12 : Quels tests complémentaires doit-on réaliser pour le diagnostic
différentiel du syndrome de Lynch (ou CMMRD) et d’une tumeur sporadique ?

B. SELECTION BIBLIOGRAPHIQUE

1. Question 10

= reprise des références princeps (Boland et al. 1998 ; Perucho, 1999 ; Suraweera et al. 2002 ;

Duval & Hamelin 2002) et utilisation des combinaisons de mots-clés suivants :

» microsatellite instability AND (sensitivity OR (idylla OR Bacher) OR (endometrium OR ovary
OR urothelial OR urothelium OR urinary tract OR stomach OR pancreas OR biliary OR
sebaceous OR Muir-Torre OR brain OR prostate OR sarcoma)) AND ("1998/01/01"[PDAT] :
"2020/01/01"[PDAT]) AND ("english"[Language] OR"french"[Language]) AND
"humans"[MeSH Terms]. Période: 1998-2020: 2 205 références ont été trouvées. Les
articles portant sur des études réalisées in vitro, les études d’expérimentation animale, les
éditoriaux, les lettres des revues, les rapports de cas ont été exclus. Lorsque de multiples
références sur la méme thématique et rapportant des résultats similaires et/ou redondants
ont été obtenues, seules les études avec le plus haut niveau de preuve ont été retenues.
Ainsi 49 références ont été retenues.

2. Question 11

La recherche a été effectuée avec les mots-clés suivants: microsatellite instability AND NGS.
Période : 2014-2020: 152 résultats : 12 références ont été retenues. Les articles retenus sont ceux
détaillant la méthodologie bioinformatique appliquée, les cibles (exome ou panel), le nombre et le
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type de microsatellites, le type tumoral et le nombre de tumeurs analysées, la référence appliquée
(MSi-PCR, IHC, base de données). Ont été exclus les éditoriaux et les lettres de revue.

3. Question 12

= Jarecherche a été effectuée en utilisant les combinaisons de mots-clés suivants :

» Lynch AND sporadic cancer; Lynch AND differential diagnosis; Lynch AND (methylation
MLH1 OR BRAF ; microsatellite instability AND methylation ; methylation MLH1 AND (colon
OR colorectal OR endometrium OR ovary OR urothelial OR urothelium OR urinary tract OR
stomach OR pancreas OR biliary OR sebaceous OR Muir-Torre OR brain) ; BRAF AND (colon
OR colorectal OR endometrium OR ovary OR urothelial OR urothelium OR urinary tract OR
stomach OR pancreas OR biliary OR sebaceous OR Muir-Torre OR brain); cBioPortal for
Cancer Genomics (https://www.cbioportal.org/) géne BRAF. Periode : 1999-2020 ;

Les articles portant sur des études réalisées in vitro, les études d’expérimentation animale, les
éditoriaux, les lettres aux revues, les rapports de cas ont été exclus. Lorsque de multiples références
sur la méme thématique et rapportant des résultats similaires et/ou redondants ont été obtenues,
seules les études avec le plus haut niveau de preuve ont été retenues. 58 références ont été
sélectionnées.

C. QUESTION 10 : QUELLES TECHNIQUES MSI-PCR DOIT-ON UTILISER
POUR LA DETECTION D’UNE TUMEUR MSI ?

1. Panels consensuels NCI-Bethesda et NCI-Pentaplex

Les microsatellites sont des séquences répétées d’ADN constituées de répétitions en tandem de
motifs de 1 a 5 pb. Ils sont répartis dans I'ensemble du génome, dans les régions non codantes et
codantes.

Divers marqueurs ont été proposés pour déterminer le statut MSI. En 1997, un congrés international
au National Cancer Institute sur les tumeurs MSI a conduit, dans un souci d’harmonisation, a
recommander ['utilisation d’un panel de cing marqueurs, composé de trois marqueurs
dinucléotidiques (D25123, D55346 et D175250) et de deux marqueurs mononucléotidiques (BAT25 et
BAT26), connu sous le nom de panel NCI-Bethesda ou NCI (Boland et al., 1998) (NP1). Dans ce
contexte, une tumeur a été définie comme MSI-High (MSI-H) lorsqu’elle présentait au moins 2
marqueurs instables comparativement a ’ADN normal correspondant et MSI-Low (MSI-L) ou MSS
lorsqu’elle montrait une instabilité a un seul ou aucun des 5 marqueurs respectivement (Boland et
al.,, 1998) (NP1). Néanmoins, les tumeurs colorectales MSI-L n’ayant pas révélé de différence
significative sur le plan clinique avec les tumeurs MSS, seules les tumeurs MSI-H ont par la suite été
considérées comme MSI (Boland et al., 1998) (NP1). Bien que ce panel reste trés utilisé au niveau
international, celui-ci a révélé certaines limites, liées principalement a l'utilisation de marqueurs
dinucléotidiques qui ont montré une sensibilité et une spécificité moindres comparativement aux
marqueurs mononucléotidiques (Boland et al., 1998; Suraweera et al., 2002) (NP1).

En 2002, a ainsi été proposé un nouveau panel composé de cing marqueurs mononucléotidiques
guasi-monomorphiques (BAT25, BAT26, NR21, NR22, NR24), identifié sous le nom de NCI-Pentaplex,
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capable d’identifier les tumeurs MSI sans nécessité de recourir a ’ADN normal correspondant pour
une analyse comparative (Suraweera et al., 2002; Buhard et al., 2006) (NP1). Le panel originel,
comme son évolution (remplacement du marqueur NR22 par NR27/Mono-27), ont révélé de
meilleures performances en termes de sensibilité et spécificité comparativement au panel de NCI-
Bethesda, conduisant a privilégier et recommander le NCI-Pentaplex pour déterminer le statut MSI
(Buhard et al., 2004; Umar et al., 2004; Wong et al., 2006; Xicola et al., 2007; You et al., 2010; Goel et
al.,, 2010) (NP1). Si initialement, il avait été établi qu’au moins 3 marqueurs instables étaient
nécessaires pour définir une tumeur comme MSI (ce seuil garantissant une spécificité optimale sans
analyse de I’ADN normal correspondant) (Buhard et al., 2004) (NP1), il est vite apparu que ce seuil
minimal ne pouvait identifier certaines tumeurs dMMR, en particulier des tumeurs de I'endométre
ou liées a des mutations du géne MSH6 (cf. paragraphe suivant), conduisant a ramener le seuil a 2/5
marqueurs instables pour définir une tumeur comme MSI (Wong et al., 2006; You et al., 2010; Goel
et al., 2010) (NP1). Néanmoins, la présence de polymorphismes, bien que rare (Buhard et al., 2006)
(NP1), peut conduire a une interprétation erronée en I'absence de tissu sain pour une analyse
comparative (Cohen et al., 2018) (NP1).

En conclusion, le seuil de 2 2/5 marqueurs instables permet d’obtenir avec le NCI-Pentaplex une
sensibilité optimale. Néanmoins, en cas de 2/5 marqueurs instables, une analyse comparative avec
de I’ADN de tissu sain est nécessaire a l'interprétation, ceci afin de s’affranchir d’éventuels
polymorphismes et garantir ainsi la spécificité. En I’absence de tissu sain pour analyse
comparative, il est recommandé d’appliquer le seuil de = 3/5 marqueurs instables pour définir une
tumeur comme MSI.

Par ailleurs, I’étude réalisée par You et al. (2010) (NP2) a démontré I'intérét d’utiliser des méthodes
basées sur I'amplification de fragments de petite taille, ceci afin de faciliter I'amplification des
différents marqueurs a partir d’ADN de qualité moindre et limiter ainsi le nombre de résultats non
contributifs. Ainsi, le NCI-Pentaplex originel, pour lequel la taille des fragments amplifiés normaux
varie entre 103 et 142 pb, pourrait étre plus efficace que son évolution commercialisée (MSI Analysis
System v1.2 Promega) pour laquelle la taille des fragments amplifiés normaux varie entre 87 et 179
pb (90 % de cas avec 5/5 marqueurs exploitables vs 51 %) (You et al., 2010).

Il existe peu d’études ayant évalué la limite de détection des méthodes, celle-ci étant étroitement
liége, indépendamment du tissu testé et du géne en cause (cf. paragraphes suivants), a la proportion
de cellules tumorales présentes dans I'échantillon a analyser. Les quelques données disponibles
suggerent une limite de détection entre 6,25 % et 20 % de cellules tumorales, voire 30 % pour les
cancers de I'endometre qui se caractérisent par un niveau d’instabilité moindre (Danjoux et al., 2006;
Wang et al., 2017; Susanti et al., 2018; Lee et al., 2019) (NP2). De plus, dans de rares cas, une
hétérogénéité intra-tumorale de I'instabilité microsatellitaire peut exister, pouvant conduire a un
défaut de détection malgré une proportion élevée de cellules tumorales (Tachon et al., 2018) (NP2).

En conclusion, la détection d’une instabilité microsatellitaire étant fortement liée a la proportion
de cellules tumorales dans I’échantillon, il est recommandé de ne réaliser le test MSI-PCR ou, si
réalisé, de ne considérer un résultat négatif comme interprétable, que dans les échantillons avec
un pourcentage de cellules tumorales supérieur a 20 % (30 % pour les cancers de I'’endométre).
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a) Quelles spécificités pour les tumeurs non colorectales ?

Des profils d’instabilité différents peuvent étre observés en fonction du type de tumeur et du géne
MMR altéré. Ceci concerne aussi bien les cibles de I'instabilité (identité et types de marqueurs
microsatellites (mono-, di-, voire tétra-nucléotidiques), motifs répétés au sein de séquences
codantes) que le niveau d’instabilité (taille des délétions /insertions) plus ou moins importante), ceci
ayant des conséquences sur la sensibilité des tests utilisés.

% Estomac

Les études portant sur les cancers gastriques ne rapportent pas de difficulté pour détecter
I'instabilité microsatellitaire, ce qui suggere que les cancers gastriques ne présentent pas de profil
particulier comparativement aux cancers colorectaux (Bae et al., 2015) (NP1).

< Endomeétre

Les cancers (adénocarcinomes) de I'endométre se caractérisent par un niveau d’instabilité moindre
en comparaison des cancers (adénocarcinomes) colorectaux (Kuismanen et al., 2002; Wong et al.,
2006; You et al., 2010; Pagin et al., 2013; Wang et al., 2017; Libera et al., 2017) (NP1). Ceci concerne
le nombre de marqueurs instables, ainsi que le niveau d’instabilité pour un marqueur donné (évalués
respectivement en moyenne a 0,27 marqueur pour I'endomeétre vs 0,45 pour le CCR et a 5,1 pb au
total pour I'endomeétre vs 9,3 pb pour le CCR (Kuismanen et al., 2002); 3 pb en moyenne pour
I’'endometre vs 6 pb pour CCR (Wang et al., 2017), avec pour conséquence une sensibilité moindre
des panels utilisés.

Dans ce contexte, I'utilisation des marqueurs mononucléotidiques s’est révélée plus performante
par rapport a celle des marqueurs dinucléotidiques (Wong et al., 2006).

S’il apparait que le recours a I’ADN de tissu sain n’est pas utile a I'interprétation dans la majorité des
cas (You et al.,, 2010) (NP2), une analyse comparative avec '’ADN normal a néanmoins été
recommandée (Wong et al., 2006) (NP1), permettant de prendre en considération des dérapages
moindres (1-2 pb) tout en s’affranchissant des éventuels polymorphismes interindividuels et
d’augmenter ainsi la sensibilité du test (Libera et al., 2017) (NP1).

Certaines études ont montré un intérét potentiel a utiliser des marqueurs mononucléotidiques
contenant un nombre plus élevé de répétitions, tels BAT40, BAT52, BAT57, BAT59, BAT60, pour
augmenter la sensibilité du test (Hendriks et al., 2004; Pagin et al., 2013; Bacher, 2018) (NP1).

Il a été montré que les génes cibles de I'instabilité (les génes contenant des séquences répétées dans
leur séquence codante) dans les cancers de I'endométre different de ceux des CCR ou gastriques,
avec notamment seulement 12-18 % de mutation du géne TGFBR2 dans les cancers de 'endomeétre
vs 73-81 % dans les CCR et 69 % dans les cancers gastriques (Duval and Hamelin, 2002; Kuismanen et
al., 2002) (NP1), 0 % de mutation du gene TCF.4 dans les cancers de 'endométre vs 39 % dans les
CCR (Duval and Hamelin, 2002) (NP1). Ceci est a prendre en considération lorsque le statut MSI est
déterminé par la méthode NGS a partir d’'un panel ciblé de génes, le choix des genes étudiés pouvant
donner des résultats variés en termes de sensibilité (Kim and Park, 2014).
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R/

% Voies excrétrices supérieures

Les tumeurs des voies excrétrices supérieures se caractérisent également par un niveau d’instabilité
moindre comparativement aux CCR (Mongiat-Artus et al., 2006; Gylling et al., 2008; Pagin et al.,
2013) (NP1). Ceci concerne le nombre de marqueurs instables et le niveau d’instabilité pour un
marqueur donné (2-8 pb, (Mongiat-Artus et al., 2006) (NP1)), avec pour conséquence attendue une
sensibilité moindre des panels utilisés.

Dans ce contexte, l'utilisation des marqueurs mononucléotidiques a révélé sa supériorité par
rapport a celle des marqueurs dinucléotidiques (Gylling et al., 2008) (NP2).

En raison du niveau d’instabilité moindre, il a été recommandé, comme pour les cancers de
I'endometre, de tester I’ADN normal en paralléle (Mongiat-Artus et al., 2006) (NP1).

Plusieurs études évoquent un intérét a utiliser, en complément des marqueurs usuels, le marqueur
BAT40, un polyT localisé dans un intron du gene de la 3-B-hydroxystéroid déshydrogénase (Dietmaier et
al., 1997; Hartmann et al., 2002; Mongiat-Artus et al., 2006; Pagin et al., 2013) (NP1). Celui-ci serait plus
sensible que les autres marqueurs (BAT40 93 % vs BAT25 53 % et BAT26 40 %, (Hartmann et al., 2002)
(NPA1)), ceci pouvant s’expliquer par son nombre de répétitions particulierement élevé, le rendant
particulierement instable ((Dietmaier et al., 1997; Pagin et al., 2013) (NP1): BAT40 8,4 pb (SD 3,5) vs
BAT26 7,3 pb (SD 3,7) ou NR27 7,3 pb (SD 3,5) ou BAT25 5,6 pb (SD 2,5) or NR21 5,1 pb (SD 2,1)).

Il a été montré que les genes cibles de I'instabilité dans les cancers des voies urinaires excrétrices
different de ceux des CCR, avec seulement 23 % de mutations du gene TGFBR2 et 23 % de mutations
du géne BAX dans les cancers des voies urinaires vs 73-81 % de mutations du géne TGFBR2 et 45 %
de mutations du gene BAX dans les CCR (Kuismanen et al., 2002; Duval and Hamelin, 2002; Gylling et
al., 2008) (NP1). Ceci est a prendre en considération pour la détermination du statut MSI par la
méthode NGS a partir d’'un panel ciblé de génes.

«» Tumeurs cutanées : adénomes, sébacéomes et carcinomes sébacés

Concernant les tumeurs cutanées, tres peu d’études se sont intéressées a linstabilité
microsatellitaire, la plupart utilisant I'IlHC pour évaluer le statut MMR tumoral. Quelques études
(relativement anciennes) s’intéressant au syndrome de Muir-Torre ont déterminé de facon conjointe
le statut MSI (a I'aide du panel NCI-Bethesda) et le statut MMR-IHC dans les tumeurs cutanées et les
tumeurs viscérales associées. Celles-ci montrent une concordance parfaite entre les deux méthodes
(Entius et al., 2000; Machin et al., 2002; Ponti et al., 2005) (NP1). Par ailleurs, le profil d’instabilité
observé dans les tumeurs cutanées semble similaire a celui obtenu dans les tumeurs colorectales
(instabilité franche) suggérant qu’il n’y a pas de difficulté pour la détecter (Entius et al., 2000) (NP2).
Néanmoins, d’autres études plus récentes suggérent certaines difficultés pour détecter I'instabilité
(Everett et al., 2014) (NP2).

¢ Tumeurs du SNC

Concernant les tumeurs cérébrales, trés peu d'études ont évalué les performances des tests
moléculaires avec un gold standard et les effectifs sont tres limités. Néanmoins, il apparait qu’en
termes de sensibilité, les performances des tests moléculaires sont moins bonnes que I'lHC des
protéines MMR. Si les performances sont meilleures pour les panels utilisant des marqueurs
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mononucléotidiques, elles restent néanmoins limitées : 0 MSI/7 dMMR-IHC testés avec le panel NCI-
Bethesda (Gylling et al., 2008) (NP1); 3 MSI/4 dMMR-IHC testés avec le NCI-Pentaplex (hexaplex
(NCI-Pentaplex + BAT40)) (Leenen et al., 2011; Pagin et al., 2013; Heath et al., 2013) (NP1).

R/

“* Pancréas

Les données concernant les cancers du pancréas sont extrémement limitées. Néanmoins, il semble
que les performances des tests moléculaires soient moins bonnes que I'lHC des protéines MMR,
I'une des explications étant la présence de I'abondant stroma desmoplastique fréquemment observé
dans ce type de cancer, potentiellement responsable d’une dilution de I’ADN tumoral par ’ADN des
éléments du stroma (Lupinacci et al., 2018) (NP2).

Les données avec l'utilisation d’un gold standard sur les autres types tumoraux (gréle, voies biliaires,
prostate...) sont trés limitées, voire absentes.

b) Spécificité liée au gene

0

% Tumeurs liées a une mutation du géne MSH6

Les tumeurs liées a des mutations du gene MSH6 se caractérisent par un niveau d’instabilité
moindre (Goel et al., 2010; Pagin et al., 2013; You et al., 2010) (NP1). Ceci concerne le nombre de
marqueurs instables et le niveau d’instabilité pour un marqueur donné (évalués respectivement a
3,9/6 marqueurs testés (NCI-Pentaplex + BAT40) pour les tumeurs liées a MSH6 vs 5,3/6 pour les
tumeurs non liées a MSH®6, et 19,3 pb au total pour les tumeurs MSH6 vs 26,3 pb au total pour les
tumeurs non MSH6) (Pagin et al., 2013), avec pour conséquence une sensibilité moindre des panels
utilisés. Ce phénomene serait lié a la fonction biologique méme de la protéine MSH6 dans le systeme
MMR et a la compensation partielle de sa fonction par la protéine MSH3 (Acharya et al., 1996;
Drummond et al., 1995; Palombo et al., 1995).

%+ Tumeurs liées a une mutation du géne PMS2

Il existe tres peu de données exploitables concernant le profil d’instabilité microsatellitaire pour les
tumeurs liées a un syndrome de Lynch avec mutation du géne PMS2. Néanmoins, dans une étude
récente portant sur des patients porteurs d’un variant pathogéne ou probablement pathogéne du
géne PMS2, il était rapporté une bonne sensibilité du test MSI, seulement 2,9 % des tumeurs
montrant un statut stable (4/136, 3 CCR et 1 endomeétre) (Wang et al., 2020) (NP1).

En conclusions :

Les tumeurs autres que les tumeurs colorectales et de I'estomac, en particulier les tumeurs de
I'endometre, les tumeurs urothéliales, et les tumeurs cérébrales, mais probablement aussi les
tumeurs sébacées, les tumeurs des cancers de la prostate ou du pancréas, ainsi que les tumeurs liées
a des mutations du gene MSH6, se caractérisent par un niveau d’instabilité moindre. Ceci concerne
le nombre de marqueurs instables et le niveau d’instabilité pour un marqueur donné (Hendriks et al.,
2004; Kuismanen et al., 2002; Pagin et al., 2013), avec un risque non négligeable de faux négatif. A
noter que les performances des tests moléculaires sont particulierement mauvaises pour les tumeurs
cérébrales.
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De fait, une analyse comparative avec I’ADN normal est hautement recommandée pour 'analyse
des tumeurs autres que les tumeurs colorectales et de I’estomac, ceci permettant de prendre en
considération des dérapages moindres et d’augmenter ainsi la sensibilité des tests sans en diminuer
la spécificité.

Il semble qu’il y ait un intérét a utiliser des marqueurs contenant un nombre plus élevé de
répétitions (« Long mono-nt repeats » (LMRs)). Ceci a été démontré pour BAT40 en comparaison aux
marqueurs usuels dans les tumeurs non colorectales et pour BAT52, BAT55, BAT56, BAT57, BAT59
(Pan-cancer MSI system Promega) dans les polypes colorectaux. A noter que comme ces LMRs sont
relativement polymorphiques, une analyse sur I’ADN de tissu sain est nécessaire pour comparaison.
Ceci n’aurait cependant pas d’'impact sur les modalités pratiques si leur usage est limité a I’étude des
tumeurs non colorectales pour lesquelles il est recommandé de tester 'ADN de tissu sain en
parallele.

Enfin, les tumeurs non colorectales se caractérisent également par des génes cibles de I'instabilité
microsatellitaire différents, ce qui est a prendre en considération des lors que la recherche
d’instabilité est réalisée par NGS a partir d’'un panel ciblé de génes, les performances du test étant
de fait étroitement liées au choix des genes analysés.

4. Autres panels / marqueurs

= Idylla MSI Assay (Biocartis) (marqueurs ACVR2A, BTBD7, DIDO1, MRE11, RYR3, SEC31A, SULF2):
simple et rapide ; bonnes performances sur les CCR, (Lee et al., 2019; Li et al., 2019; Zwaenepoel,
2020) (NP1), mais relativement peu de données a I’heure actuelle concernant les autres cancers
que les CCR (Samaison et al., 2019; Pécriaux et al., 2020) (NP1). Une étude récente réalisée sur
115 tumeurs dont 62 hors CCR suggére néanmoins de bonnes performances du test (Pécriaux et
al., 2020) (NP2).

= Pan-cancer MSI system (Promega) (marqueurs LMRs : BAT52, BAT55, BAT56, BAT57, BAT59) : cf.
paragraphe précédent.

=  TrueMark MSI Assay (ThermoFisher) (13 marqueurs : BAT25, BAT26, NR21, NR22, NR24, NR27,
BAT40, CAT25, ABI-16, ABI-17, ABI-19, ABI-20A, ABI-20B (ABI = marqueurs « propriétaires »)) :
pas de publication et manque de recul, mais probablement au moins aussi performant, voire plus
performant que NCI-Pentaplex au vu des marqueurs utilisés (NCI-Pentaplex étendu).

= HSP110 HT17 : un seul marqueur avec de trés bonnes performances dans les CCR, supérieures au
NCl-Pentaplex (Buhard et al., 2016; Berardinelli et al., 2018) (NP1), mais pas de données
disponibles concernant les performances dans les cancers non colorectaux.

= EWSR1: un seul marqueur, avec de bonnes performances dans les CCR et les cancers de
I'estomac (Kishore et al.,, 2014; Kondelin et al., 2015) (NP1), mais les données sont peu
nombreuses pour les cancers de I'endometre et il n’y en a aucune dans les autres cancers. Ce
marqueur est aussi utilisé en association a d’autres marqueurs dans le Panel N_LyST (Susanti et
al., 2018) (NP2) (cf. ci-dessous).

=  BAT40 : marqueur type LMR toujours utilisé en complément d’autres marqueurs (cf. paragraphe
précédent).

RECOMMANDATIONS PROFESSIONNELLES
Evaluation du statut MMR tumoral »> ARGUMENTAIRE

54



Chapitre 4 : Biologie moléculaire tumorale
de la déficience du systéme MMR

= CAT25: marqueur qui serait moins polymorphique que BAT25, BAT26 ; performances similaires a
BAT25, BAT26 ; bonnes performances dans les CCR (Findeisen et al., 2005; Bianchi et al., 2009) (NP1).

= Panel N_LyST (Nottingham Lynch Syndrome Test) (marqueurs BAT25, BAT26, BCAT25, MYB,
EWSR1 (+ BRAF V600 + Méthylation MLH1)) : test ayant la particularité d’utiliser I'analyse HRM.
Bonnes performances sur les CCR avec une limite de détection déterminée a ~ 6,25 % de cellules
tumorales et présenterait I'avantage de discriminer les CCR Lynch des CCR sporadiques en 1 seul
test (Susanti et al., 2018) (NP2). Il n’existe pas de données sur les cancers non colorectaux.

En conclusion, il existe plusieurs panels commerciaux utilisant des marqueurs microsatellites
différents. Il existe aussi plusieurs autres marqueurs microsatellites d’intérét potentiel. Cependant,
a I’heure actuelle, en I'absence de plus larges études comparatives, aucune recommandation ne
peut étre proposée.

5. Controle qualité

L’Evaluation externe de la qualité (EEQ) Gen&Tiss existe depuis 2012 pour évaluer les performances
en génétique somatique des tumeurs solides. Ce contréle est réalisé conjointement avec
I’Association frangaise d’assurance qualité en anatomie et cytologie pathologique (AFAQAP) et le
Groupe francophone de cytogénomique oncologique (GFCO). Il évalue depuis 2013 le marqueur
d’instabilité des microsatellites de 5 échantillons de tumeurs du cancer du célon et 1 échantillon
éducatif. Quelques cas de mauvaise interprétation liée au statut MSI-L ont été initialement relevés,
ainsi qu’un nombre non négligeable de cas non contributifs. Jusqu’en 2018, 100 % des techniques
utilisées étaient basées sur I'analyse de fragments. En 2019, il y avait 21 participants pour le test MSI
avec 100 % de succes et 17 participants pour le test de méthylation avec 94 % de succeés.

L’analyse de la bibliographie de ces paragraphes est en annexe 1 du chapitre IV.

Recommandations

Choix des panels utilisés :

Il est recommandé d’utiliser le panel NCI-Pentaplex (BAT25, BAT26, NR21, NR22 ou NR27/Mono-27,
NR24) comme technique de référence pour déterminer le statut MSI (grade A).

Remarque : le panel NCI-Pentaplex a fait preuve d’excellentes performances (en particulier meilleures
que celles du panel NCI-Bethesda).

Avec le NCI-Pentaplex, en cas de 2 marqueurs instables sur 5, il est recommandé de réaliser une
analyse comparative avec de I’ADN de tissu sain pour déterminer s’il s’agit d’un profil d’instabilité
microsatellitaire ou d’un profil lié a un polymorphisme.

En I'absence de tissu sain pour analyse comparative, un résultat avec seulement 2 marqueurs
instables n’est pas interprétable et nécessite une confrontation aux résultats d'immunohistochimie.
Il est alors recommandé d’appliquer le seuil de 2 3 marqueurs instables sur 5 pour définir une
tumeur comme MSI (accord d’experts).

Il est recommandé d’utiliser des méthodes basées sur I'amplification de fragments d’ADN de petite
taille (grade A).

Remarque : cela facilite I'amplification des différents marqueurs a partir d’ADN de qualité moindre et
limite, ainsi, le nombre de résultats non contributifs.
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Il semble qu’il y ait un intérét a utiliser des marqueurs contenant un nombre plus élevé de répétitions
(long mono-nt repeats). D’autres marqueurs ou panels ont également été décrits comme pouvant
aussi présenter un intérét particulier. Cependant, en I'absence de plus larges études comparatives,
aucune recommandation ne peut étre proposée (accord d’experts).

Pureté de I’échantillon en cellules tumorales :

La détection d’une instabilité microsatellitaire est fortement liée a la proportion de cellules
tumorales dans I’échantillon.

Il est recommandé de réaliser le test MSI-PCR sur des échantillons avec un pourcentage de cellules
tumorales supérieur a 20 % et 30 % pour les cancers de I'endomeétre. Si le test est réalisé sur des
échantillons de cellularité tumorale plus faible, seuls les résultats avec instabilité microsatellitaire
pourront étre interprétés (grade B).

Les tumeurs autres que les tumeurs colorectales et de I'estomac, en particulier les tumeurs de
I'endometre, les tumeurs urothéliales, et les tumeurs cérébrales, mais probablement aussi les
tumeurs sébacées, les tumeurs de la prostate ou du pancréas, ainsi que les tumeurs liées a des
mutations du gene MSH6, se caractérisent par un niveau d’instabilité moindre et des genes cibles de
I'instabilité microsatellitaire différents. Cela engendre un risque non négligeable de faux négatifs.

Comparaison avec du tissu sain :

Une analyse comparative avec I’ADN de tissu sain est recommandée pour les tumeurs autres que les
tumeurs colorectales et de I'estomac (grade A pour I'endometre, les tumeurs urothéliales et les
tumeurs cérébrales, mais accord d'experts pour les autres types tumoraux).

Absence d’instabilité microsatellitaire et syndrome de Lynch :

En cas de contexte clinique évocateur d’'un syndrome de Lynch, une absence d’instabilité
microsatellitaire n’élimine pas complétement la possibilité d’'un syndrome de Lynch, méme aprés
comparaison avec un tissu sain.

Pour cette indication, il est donc recommandé de confronter les résultats de biologie moléculaire a
ceux de I'lHC et une interprétation globale du statut MMR tumoral devra étre réalisée avec les
résultats de biologie moléculaire et de I'lHC (accord d’experts).

Evaluation externe de la qualité :

Il est hautement recommandé de participer régulierement aux tests d’évaluation externe de la
qualité (accord d’experts validé comme indispensable).

Remarque : Une participation a une évaluation externe de la qualité est indispensable pour que
I’'examen soit accrédité (Norme NF EN ISO 15189).
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D. QUESTION 11 : APPORT DE LA TECHNIQUE DE SEQUENCAGE
DE NOUVELLE GENERATION (NGS) POUR LA DETECTION
D’UNE TUMEUR MSI

Les données génomiques, issues de I'étude de plus de 200,000 loci dans plusieurs cancers, ont
permis d’accroitre le nombre de cibles potentielles d’instabilité (Hause et al., 2016) (NP1) dans le
contexte d’analyses réalisables a I'’échelle de I'exome. Ces derniéres années, plusieurs équipes ont
étudié I'apport de la technique NGS pour la détection d’'une MSI. Cette technique permet I'analyse
de nombreux homopolymeres non ciblés (exome) ou ciblés (panels) issus de données génomiques ou
transcriptomiques, différents des séquences microsatellitaires consensus testées par MSI-PCR. Elle
nécessite cependant des méthodes d’analyse bio-informatique dédiées (Bass et al., 2014; Salipante
et al., 2014; Foltz et al., 2017; Middha et al., 2017; Kautto et al., 2017; Vanderwalde et al., 2018;
Johansen et al., 2019; Escudié et al., 2019). (NP2, NP1, NP2, NP1, NP1, NP2, NP1, NP1).

Globalement les performances de ces techniques MSI-NGS n’ont pas encore été correctement
évaluées par rapport aux techniques traditionnelles de référence (MSI-PCR et IHC). En outre, ces
techniques ont surtout été testées dans les CCR, beaucoup moins dans les tumeurs d’autres cancers
(cf. tableaux, Annexe 2 du chapitre 1V). Il faut également souligner que la plupart de ces méthodes,
sauf trois (MIAmS, mSINGS et la derniére version de MSISensor), nécessitent la comparaison avec de
I’ADN de tissu sain du patient, ce qui freine I'utilisation en routine, surtout s’il est envisagé d’étudier
conjointement l'instabilité microsatellitaire et d’autres biomarqueurs (ex RAS et BRAF pour les CCR,
POLE pour les cancers de 'endometre).

Il existe encore des limites a l'utilisation du MSI-NGS en routine: i) il n’existe pas de réelle
comparaison des performances des différents homopolymeres testés (répétitions mono, di ou tétra
nucléotidique) ni de leur nombre nécessaire, pour un méme type tumoral et entre différents types
tumorauy, ii) les génes cibles de I'instabilité microsatellitaire sont différents en fonction des types
tumoraux, ce qui est a prendre en considération dés lors que la recherche d’instabilité est réalisée
par NGS a partir d’'un panel ciblé de geénes, iii) la majorité des pipelines d’analyses classent les
tumeurs en trois groupes : MSI-H, MSS et une troisieme catégorie MSI-I (MSI intermédiaire) qui peut
représenter jusqu’a 4,6 % des tumeurs (Latham et al., 2019) (NP1), iv) la majorité de ces techniques
sont basées sur une approche de capture, plus rarement d’amplicons, ce qui les rend encore difficile
d’acces avec un co(t élevé, et cette technique n’est probablement pas utilisable sur certains
séquenceurs (lon Proton / S5 / S5XL Thermo Fisher), avec lesquels il existe un taux d’erreur élevé sur
les homopolymeéres mais qui équipent de nombreuses plateformes de génétique moléculaire en
France. vi) la limite de détection pour le MSI n’est pas encore clairement déterminée (comparable
(16 %) ou tres abaissée (0,1 %) selon les études) (Middha et al., 2017; Willis et al., 2019) (NP1).

Parmi ces méthodes, il convient de préciser que la méthode MSISensor fait aujourd’hui déja autorité
outre-Atlantique puisqu’elle a été agréée par la FDA comme méthode de référence pour identifier le
statut MSI d’une tumeur en pan-cancer en vue de la prescription d’une immunothérapie, sans
nécessité de référence a la MSI-PCR ou a I'lHC en parallele. Cette méthode a notamment été
approuvée pour une application a I'échelle de I'exome tumoral ou sur de la capture ciblée et est
utilisée dans certains panels commerciaux. Un travail récent (Ratovomanana et al., Gastroenterology,

RECOMMANDATIONS PROFESSIONNELLES
Evaluation du statut MMR tumoral »> ARGUMENTAIRE

57



Chapitre 4 : Biologie moléculaire tumorale
de la déficience du systéme MMR

in press), a évalué la performance du test FDA-approved MSISensor dans une grande série de
patients porteurs d’un CCR (métastatique ou non, incluant des patients traités par immunothérapie
et inclus dans des essais cliniques), en comparant avec les performances de I'lHC couplée a la MSI-
PCR. Ce travail montre un manque de sensibilité de ce test par rapport aux techniques de référence
(= 10 % de Faux Négatifs par rapport a la MSI-PCR et/ou IHC), tant chez les patients métastatiques
gue non métastatiques, avec un manque de détection du MSI pour plusieurs patients métastatiques
ayant répondus a lI'immunothérapie (Ratovomanana et al., 2021). Dans ce méme travail, la
réalisation d’un test optimisé MSI-NGS est proposée et montre des performances au moins égales,
en termes de sensibilité et de spécificité, a la NCI-Pentaplex dans les CCR. La validation des
performances de ce test est en cours en pan-cancer.

Recommandations

A ce jour, il n’est pas recommandé d’utiliser les techniques NGS seules pour identifier une instabilité
microsatellitaire (accord d’experts).

Remarque 1 : les méthodes proposées nécessitent encore d’étre validées de maniere robuste.
Remarque 2: les tumeurs non colorectales se caractérisent par des génes cibles de l'instabilité
microsatellitaire différents. Les performances d’un test a partir d’un panel ciblé de génes seront donc
étroitement liées au choix des génes analysés.

Il est recommandé de confirmer une instabilité microsatellitaire détectée dans le cadre d’un
screening moléculaire large utilisant des techniques NGS par, au moins, immunohistochimie (accord
d’experts).

E. TESTS MSI SUR ADN TUMORAL CIRCULANT (cf. CHAPITRE 2.D.)

L'extension des analyses a I’ADNtc, principalement plasmatique, pose aussi la question de la
détection de l'instabilité des microsatellites. Les principales difficultés sont la limite de détection des
techniques basées sur I'analyse de fragment et la forte contamination avec de 'ADN constitutionnel.
Plusieurs approches sont proposées pour enrichir en fragments d’ADN instables (COLD PCR,
nuclease-assisted minor-allele enrichment with probe-overlap, NaME-PrO...) (Ladas et al., 2018).
L'approche NGS est aussi mise en avant avec des performances trés attractives (Georgiadis et al.,
2019; Razavi et al., 2019; Willis et al., 2019; Cai et al., 2020) (cf. chapitre IID : Biopsies liquides et
Annexe 3).

F. QUESTION 12 : TESTS COMPLEMENTAIRES POUR LE DIAGNOSTIC
DIFFERENTIEL SYNDROME DE LYNCH (OU CMMRD) / TUMEUR
SPORADIQUE

Si la sensibilité des statuts dMMR pour prédire le diagnostic de syndrome de Lynch (SL) est élevée,
leur spécificité est faible. En effet, la quasi-totalité des cancers colorectaux (CCR) et la plupart des
tumeurs extra-coliques de patients atteints de SL sont dMMR, mais seulement 22 % des CCR dMMR
(Hampel et al., 2006; Hampel et al., 2008) et 8-14 % des cancers de I'endomeétre (CE) dMMR
(Buchanan et al., 2014; Goodfellow et al., 2015; Hampel et al., 2006) sont dus a une mutation
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germinale d’un gene MMR, la majorité étant donc d’origine sporadique, via des mécanismes
différents d’inactivation purement tumorale des génes MMR.

Les tumeurs associées au SL (ou au CMMRD) et les tumeurs dMMR sporadiques présentent des
caractéristiques moléculaires qui sont couramment utilisées pour les distinguer.

La plupart des tumeurs dMMR sporadiques sont dues a l'inactivation du gene MLH1 par méthylation
de son promoteur. L'analyse immunohistochimique des protéines MMR est donc la premiére étape
dans la distinction des tumeurs SL des tumeurs dMMR sporadiques, puisque la perte d’expression
de MSH2 et MSH6 combinées ou la perte isolée de MSH6 ou de PMS2 plaidera en faveur d'une
tumeur liée au SL. En revanche, la détection de la perte d’expression de MLH1 n'est pas spécifique
et nécessite une analyse complémentaire pour distinguer une tumeur SL causée par une altération
constitutionnelle de MLH1 d'une tumeur sporadique causée par I'hyperméthylation tumorale acquise
du promoteur de MLH1. Il convient de noter qu’une hétérogénéité du marquage IHC, avec des zones
franches de la tumeur montrant une perte brutale de I'expression des protéines MLH1 et PMS2,
pourrait étre un indicateur d'altérations inactivatrices acquises de MLH1 (principalement
I'hyperméthylation du promoteur de MLH1), plaidant en faveur d'un cancer sporadique plutot que
d'un cancer lié au SL dans le CCR et le cancer de I'endometre, respectivement (Joost et al., 2014; Pai
et al., 2015) (NP2). La perte isolée de PMS2 peut également étre due a l'inactivation du gene MLH1
par hyperméthylation de son promoteur (Kato et al., 2016) (NP2).

Bien que ce raisonnement soit applicable a la majorité des tumeurs, une exception notable concerne
les tumeurs sébacées. En effet, la plupart des tumeurs sébacées dMMR présentent une perte
d’expression des protéines MSH2 et MSH®6, ce qui est considéré comme hautement prédictif d'un SL
pour les autres tumeurs ; mais une mutation germinale du géne MSH2 n'est détectée que dans 1/3
des cas pour les tumeurs sébacées (Roberts et al., 2013; Everett et al., 2014; Roberts et al., 2014)
(NP1). Ceci suggére qu'une proportion significative des tumeurs sébacées dMMR est sporadique et
se développe du fait d’événements mutationnels tumoraux de MSH2 et/ou MSH6 plutdt que suite
a I’hyperméthylation du promoteur du géne MLH1.

1. Méthylation du promoteur du géne MLH1

Comme mentionné précédemment, les tumeurs sporadiques dMMR sont généralement associées a
une hyperméthylation du promoteur du gene MLH1, ceci coincidant avec le statut CIMP (CpG island
methylator phenotype) (Toyota et al., 1999; Weisenberger et al., 2006) (NP1). La méthylation des
flots CpG est un processus physiologique lié au vieillissement, qui concerne un certain nombre de
genes spécifiques du cancer, dont MLH1, entrainant leur inactivation (Toyota et al., 1999). En
revanche, la méthylation du géne MLHI est rare chez les patients atteints de SL. L'analyse du
promoteur du géne MLH1 dans les tumeurs avec perte d’expression de la protéine MLH1 est donc
trés utile pour distinguer les tumeurs liées au SL et les tumeurs sporadiques. Il est important de
noter que seul le statut de méthylation de la région proximale du promoteur a un intérét. En effet,
seule I'hnyperméthylation de la région proximale (connue dans la littérature sous les termes de
régions C et D) est corrélée a une absence d'expression de la protéine MLH1, la région C étant la plus
spécifique (Deng et al., 1999; Capel et al., 2007) (NP1).
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Environ 75 % des CCR dMMR avec perte d’expression de la protéine MLH1 non sélectionnés (en
fonction de l'age au diagnostic ou des antécédents familiaux de cancer) présentent une
hyperméthylation du promoteur de MLHI (Hampel et al., 2005; Hampel et al., 2008) (NP1). A
I'inverse, I'hyperméthylation du promoteur de MLH1 est rare dans le SL, estimée a moins de 6 % des
tumeurs de patients porteurs d’un variant pathogene du gene MLH1 (Parsons et al., 2012) (NP1). Une
étude chez des patients présentant un CCR dMMR avec perte de MLH1 a montré que I'absence de
méthylation du gene MLH1 avait une sensibilité de 94 % et une spécificité de 88 % pour
I'identification des patients porteurs d’un variant germinal du gene MLH1 (Newton et al., 2014)
(NP1).

Soixante-quinze a 95 % des cancers de I'endometre dMMR avec perte d’expression de la protéine
MLH1 présentent une hyperméthylation du promoteur du gene MLH1 (Hampel et al., 2006; Leenen
et al., 2012; Buchanan et al., 2014; Bruegl et al., 2014) (NP1). Cependant, comme dans le cas des
CCR, I'nyperméthylation du promoteur de MLH1 est rare dans le SL (Buchanan et al., 2014) (NP2).

De méme, la plupart des cancers gastriques dMMR, des cancers de l|'ovaire, des carcinomes
ampullaires avec perte d'expression de MLH1 sont associés a une hyperméthylation du promoteur de
MLH1 (Ruemmele et al., 2009; Kim et al., 2013; Bennett et al., 2019; Leskela et al., 2020) (NP1),
évoquant des cancers sporadiques. Néanmoins, les données actuellement disponibles pour ces
tumeurs, comme pour les autres types tumoraux, sont insuffisantes et ne permettent pas de valider
la détection d’'une hyperméthylation du geéne MLH1 pour exclure le diagnostic de SL (cf. tableau en
Annexe 4).

2. Mutations BRAF

Huit 3 10% de l'ensemble des CCR présentent une mutation tumorale dans le gene BRAF
(MIM*164757). La plupart des mutations BRAF correspondent a la mutation V600E (NM_004333.4 :
¢.1799T>A, p.Val600Glu) (78 %) qui active la voie MAPK (Jones et al., 2017). Dans le CCR, cette
mutation est étroitement associée au statut MSI et a I'hyperméthylation du promoteur de MLH1
(Weisenberger et al., 2006) (NP1). La mutation BRAF V600E pourrait jouer un role dans l'initiation et
la promotion de la tumorigenese colorectale via la voie des tumeurs festonnées et le statut CIMP
(Rad et al., 2013; Sakamoto et al., 2017; Bond et al., 2018). Environ 50-60 % des CCR sporadiques
dMMR présentent la mutation BRAF V600E ([40-73 %] ; (Domingo et al., 2004; Loughrey et al., 2007)
(NP1). En revanche, la mutation BRAF V600E n'est presque jamais détectée dans le CCR lié au SL
(1,4 %) (Domingo et al., 2004; Loughrey et al., 2007; Bessa et al., 2008; Bouzourene et al., 2010; Rad
et al., 2013; Newton et al., 2014; Moreira et al., 2015) (NP1). Par conséquent, pour les tumeurs avec
perte d’expression de la protéine MLH1, la détection d'une mutation BRAF V600E est un bon
prédicteur négatif du SL. L'absence de mutation BRAF V600E a une sensibilité de 98,6 %, mais une
spécificité de 66 % pour l'identification des porteurs de la mutation MLH1 dans les cas de CCR dMMR
avec perte de MLH1 (Newton et al., 2014) (NP1). Il convient de noter qu'aucune information n'est
disponible sur les mutations non V600E, qui représentent environ 20 % de I’'ensemble des mutations
BRAF identifiées dans les CCR ; mais ces mutations sont peu fréquentes dans les CCR MSI (6 %) et
semblent représenter une catégorie distincte de tumeurs, tant sur le plan biologique que clinique
(Jones et al., 2017; Dankner et al., 2018) (NP1).
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Les mutations BRAF sont trés rares dans les cancers de I'endometre (< 1 %) (Mutch et al., 2004,
Salvesen et al., 2005; Kawaguchi et al., 2009; Peterson et al., 2012; Leenen et al., 2012) (NP1) et non
associées a la méthylation du promoteur du géne MLHI, ni au statut dMMR (Mutch et al., 2004;
Salvesen et al., 2005) (NP1). Une seule étude a identifié une fréquence relativement élevée de
mutations BRAF dans les cancers de I'endomeétre (21 %), avec une surreprésentation apparente dans
les tumeurs MLH1 déficientes (41 % contre 11 % dans les tumeurs pMMR) (Feng et al., 2005) (NP2).
Cependant, les résultats de cette étude sont difficiles a interpréter car la plupart des mutations
étaient non-V600E. En tout état de cause, l'intérét clinique de I'analyse des mutations BRAF dans les
cancers de I'endomeétre est peu probable.

Les mutations BRAF sont peu fréquentes dans les adénocarcinomes de l'intestin gréle (7,6 %), seuls
10 % correspondant a V60OE et une majorité semblant étre inactivatrices (Schrock et al., 2017) (NP2).
Aucune information n'est disponible concernant I'association entre mutations BRAF et statut MSI
dans ces cancers. Les mutations BRAF oncogéniques sont trés rares dans les cancers de |'ovaire
(<1%), les cancers gastriques (1 %), les cholangiocarcinomes (3 %), les cancers du pancréas (2 %), les
carcinomes urothéliaux (4 %), les glioblastomes (2 %), la plupart de ces mutations étant non-V600E,
excepté dans les glioblastomes (Cbioportal, www.cbioportal.org; Niskakoski et al., 2013). Par
conséquent, l'analyse des mutations BRAF dans les tumeurs non-CCR n'a aucune utilité pour
distinguer les tumeurs sporadiques des tumeurs liées au SL.

L'IHC BRAF V600E a été proposée comme alternative a I'analyse des mutations BRAF par méthodes
moléculaires, avec des résultats trés variables. Plusieurs études ont suggéré une trés grande
sensibilité et une haute spécificité de I'lHC spécifique BRAF V600E pour la détection des CCR BRAF
mutés [(Capper et al., 2013) (se 100 %, sp 98,8 %) ; (Thiel et al., 2013)(se 100 %, sp 100 %) ; (Toon et
al., 2013) 200/201 (concordance de 99,5 %)], tandis que d'autres ont souligné une sensibilité, une
spécificité et une robustesse insuffisantes pour une utilisation en pratique clinique [(Lasota et al.,
2014) (se 51-85 %, sp 68 %) ; (Adackapara et al., 2013) (35-71%, sp 74 %)]. Une revue récente de 25
publications (4 041 patients) rapporte une sensibilité de I'lHC anti-V600E de 93 % et une spécificité
de 96 % par rapport aux techniques moléculaires, les auteurs soulignant cependant la difficulté
d’interprétation du marquage dans certains cas (Dvorak et al., 2019) (NP1).

3. Analyse de mutation BRAF vs. analyse de méthylation MLH1

Le test permettant l'identification des mutations du géne BRAF est plus répandu dans les
laboratoires que le test d’identification d’une hyperméthylation du gene MLHI1, le premier étant
couramment utilisé a des fins thérapeutiques. Il est aussi techniquement plus simple et plus robuste
que l'analyse de la méthylation. Cependant, I'utilité clinique de la mutation BRAF V600E pour
I'identification des patients potentiellement atteints du SL est limitée car elle est restreinte au CCR.
De plus, la mutation BRAF V600E concerne moins de 60 % des CCR dMMR sporadiques, ce qui
implique que plus de 40 % nécessiteront une analyse complémentaire de méthylation du promoteur
du géne MLH1.

L'analyse de la méthylation du géne MLH1 est techniquement plus difficile que I'analyse des
mutations BRAF. Mais la valeur clinique de cette analyse est beaucoup plus élevée pour
I'identification des patients avec SL atteints de CCR (Parsons et al., 2012; Newton et al., 2014) (NP1),
et s'applique a tous les types de tumeurs.
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Plusieurs stratégies rentables, en matiéere de colit, ont été proposées pour optimiser l'identification
du SL chez les patients atteints de CCR dMMR avec perte de MLH1 : (1) analyse de la mutation BRAF
seule, (2) analyse de la méthylation du promoteur du géne MLH1 seule, et (3) analyse de la mutation
BRAF suivie d'une analyse de la méthylation du gene MLH1 dans les cas sans mutation BRAF.
L'analyse d'hyperméthylation du promoteur du géne MLH1 est non seulement plus performante que
I'analyse de mutation BRAF, mais elle est également plus rentable. L'utilisation de I'analyse de la
mutation BRAF comme seul test augmenterait de deux a trois fois le taux d’orientation vers une
consultation d’oncogénétique pour la réalisation de tests génétiques par rapport a l'analyse de
méthylation MLH1 seule (Adar et al., 2017). Toutefois, I'approche hybride peut faciliter la mise en
ceuvre de l'identification des patients potentiellement atteints du SL sans en augmenter le colt de
maniere significative (Pérez-Carbonell et al., 2010; Gausachs et al., 2012; Adar et al., 2017) (NP1).

Les pieges : bien que I'hyperméthylation du promoteur du géne MLH1 et la mutation BRAF V600E
soient de bons prédicteurs négatifs du SL, les données doivent étre interprétées avec prudence en
fonction du contexte clinique (antécédents personnels et familiaux de cancer du patient).

En ce qui concerne I'hyperméthylation du promoteur du gene MLH1, bien que sa valeur prédictive
négative pour le SL soit élevée, la détection d’une hyperméthylation n'exclut pas totalement un
diagnostic de SL. En effet, I'nyperméthylation du promoteur de MLH1 peut parfois étre la cause de
'inactivation du second alléle au niveau tumoral (2™ hit) chez les patients présentant une mutation
germinale de MLH1 (Bouzourene et al., 2010; Rahner et al., 2008; Yokoyama et al., 2018) (NP1).
L'analyse quantitative de la méthylation du promoteur du gene MLH1 a été proposée comme moyen
de distinguer la méthylation bi-allélique et mono-allélique (Bettstetter et al., 2007) (NP1), mais cela
implique une évaluation stricte de la proportion de cellules tumorales et la conclusion reste souvent
difficile. De plus, des épimutations constitutionnelles du gene MLH1 peuvent étre la cause de SL
(Hitchins, 2016) (NP1). De méme, des mutations BRAF V600E ont été occasionnellement détectées
dans des CCR de patients porteurs d’un variant pathogéne d’un géne MMR (Hitchins, 2016; Newton
et al., 2014; Wang et al., 2003) (NP1). Il est a noter que ces mutations BRAF pourraient étre plus
fréquentes dans les tumeurs de patients présentant une épimutation constitutionnelle du gene
MLH1 (3/30 cas identifiés avec une épimutation MLH1, Hitchins et al., 2016) (NP2). Ainsi, bien que la
situation soit rare, il faut garder a I'esprit que la prise en compte de la mutation BRAF et de la
méthylation du promoteur du géne MLH1 pour écarter le diagnostic de SL ignorera certaines
personnes atteintes de SL. Ces éléments doivent impérativement étre pris en compte dans
I'interprétation des résultats de biologie moléculaire.

A l'inverse, I'absence d'hyperméthylation du promoteur de MLHI ne permet pas de poser le
diagnostic de SL, un certain nombre de tumeurs sporadiques étant dMMR par acquisition de deux
mutations tumorales, et certaines tumeurs héréditaires dMMR étant dues a d'autres genes que les
genes MMR (POLE, MUTYH). De tels écueils soulignent l'importance d'interpréter les données
moléculaires avec prudence et d’orienter les patients vers une consultation d’oncogénétique en cas
de contexte évocateur de SL, méme en présence de mutation BRAF et/ou d'hyperméthylation du
promoteur du gene MLH1.

4. Autres marqueurs potentiels
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Récemment, des signatures mutationnelles tumorales ont été identifiées a partir d’analyses WGS
(whole genome sequencing) et WES (whole exome sequencing), permettant de mieux comprendre
I'étiologie des processus de tumorigenése (Alexandrov et al., 2013). La signature 6 est fortement
associée au statut dMMR dans le CCR, mais plusieurs autres signatures ont été associées a une
déficience MMR dans divers cancers (Alexandrov et al., 2013; Alexandrov et al., 2016). Il a été
démontré que les signatures 6 et 15 sont plus fréquentes dans les tumeurs sébacées dMMR chez les
patients atteints de SL par rapport aux tumeurs pMMR (Georgeson et al., 2019) (NP3). Cependant, on
ne sait pas encore si certaines de ces signatures mutationnelles sont capables de distinguer les
tumeurs liées au SL des tumeurs sporadiques dMMR.

Dans une étude récente, chez une série de patients atteints de CCR, le séquengage tumoral des
genes MMR en plus de I'évaluation des statuts BRAF et MSI parmi d'autres genes, a montré une
meilleure sensibilité que I'analyse du statut MSI ou I'IHC suivis d'une analyse de mutation BRAF
(100 % vs. 89,7 %), avec une spécificité égale (95,3 vs. 94,6 %) pour suspecter un SL (Hampel et al.,
2018) (NP2). Ce résultat nécessite cependant d’étre confirmé car le séquencage des tumeurs reste
relativement difficile techniqguement et peut passer a c6té de certaines altérations difficilement ou
non détectables par NGS, et le rapport colt-efficacité doit étre déterminé. Cela souléve la question
de l'introduction du séquencage des tumeurs en premiére intention, avec ou sans analyse de
méthylation du promoteur du géne MLH1 en complément, en remplacement des tests actuels pour
identifier les patients potentiellement atteints du SL. Il apparait cependant que le séquencage
tumoral des genes MMR présente principalement un intérét pour écarter le diagnostic de SL dans le
cas ol I'analyse constitutionnelle s’avére négative.

Stratégie optimale pour la discrimination des tumeurs dMMR liées au SL et sporadiques :

Une stratégie permettant de distinguer les cancers liés au SL et les cancers sporadiques est proposée
pour chaque localisation dans chacun des logigrammes (cf. chapitre V. Indication d’évaluation du
statut MMR tumoral). Cependant, il est important de considérer qu'il n'existe pas de marqueur
somatique permettant une parfaite discrimination des cancers liés au SL et des cancers
sporadiques. Comme indiqué ci-dessus, méme la détection d'une hyperméthylation du promoteur
du gene MLH1 ou d'une mutation BRAF (dans le CCR) n'exclut pas définitivement la possibilité de SL ;
il est donc indispensable d'examiner les résultats a la lumiére des données cliniques, c'est-a-dire
des antécédents personnels et familiaux de cancer du patient. De plus, bien que ces marqueurs
soient utilisés pour dépister le SL, ils ne doivent pas étre considérés comme des marqueurs
diagnostiques du SL. Seule l'identification d'un variant germinal pathogéne dans 'un des quatre
genes du systeme MMR (ou EPCAM) confirmera le diagnostic de SL, ce qui conduira a une prise en
charge adaptée du patient et de ses apparentés.

Recommandations

Immunohistochimie des protéines MMR :
L'analyse immunohistochimique des protéines MMR est la premiere étape dans la distinction entre
les tumeurs dues a un syndrome de Lynch et les tumeurs dMMR sporadiques :
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= en cas de perte d’expression combinée de MSH2 et MSH6 ou de perte d’expression isolée de
MSH6 ou de PMS2, il est recommandé d’orienter le patient vers une consultation
d’oncogénétique ;

= en revanche, la détection de la perte d’expression de MLH1 n'étant pas spécifique, il est
recommandé de réaliser une analyse complémentaire avant d’orienter le patient vers une
consultation d’oncogénétique (grade A).

Hyperméthylation du promoteur de MLH1 et mutation V600E de BRAF :

L'analyse du promoteur du gene MLH1 (région proximale uniquement) dans les cancers colorectaux
et cancers de I'endomeétre avec perte d’expression de la protéine MLH1 est recommandée. (grade A).
Remarque : cette analyse permet de distinguer les tumeurs liées au syndrome de Lynch des tumeurs
sporadiques avec une tres bonne sensibilité et spécificité.

Pour les autres types tumoraux (dont les cancers gastriques, ampullaires, de I'ovaire), si la présence
d’'une hyperméthylation du gene MLH1 est évocatrice d’'une tumeur sporadique, les données
actuellement disponibles sont insuffisantes pour envisager son utilisation pour exclure le diagnostic
de syndrome de Lynch (accord d’experts).

Dans les cancers colorectaux avec perte d’expression de la protéine MLH1, et uniquement pour ces
cancers, la présence de la mutation BRAF V600E est un bon prédicteur négatif de syndrome de
Lynch. En revanche, I'absence de la mutation BRAF V600E est beaucoup moins spécifique que
I’'absence d’hyperméthylation du promoteur du gene MLH1.

Dans les cancers colorectaux, il est recommandé d’utiliser la biologie moléculaire pour rechercher la
mutation BRAF V600E (grade A).

Remarque : les données de la littérature concernant les performances de I'immunohistochimie (avec
un anticorps anti-BRAF V600E) sont contradictoires.

Dans les cancers non-colorectaux, il n’est pas recommandé d’effectuer la recherche de mutations du
gene BRAF pour distinguer les tumeurs sporadiques des tumeurs liées au syndrome de Lynch, celle-ci
n’étant d’aucune utilité (grade A).

Pour les cancers colorectaux, la stratégie d'analyse seule de I'hyperméthylation du promoteur de
MLH1 est recommandée. Elle est plus performante et rentable que I'analyse seule de mutation BRAF.
Toutefois, une stratégie hybride (analyse de la mutation BRAF en premiére intention et analyse de
méthylation du promoteur MLH1 pour les cas sans mutation) est possible pour faciliter
I'identification des patients potentiellement atteints du syndrome de Lynch sans en augmenter le
colt de maniere significative (grade A).

L’analyse d’hyperméthylation du promoteur de MLH1 et de mutation BRAF n’ayant pas de spécificité
absolue pour exclure la possibilité d’'un syndrome de Lynch, il est recommandé de toujours
interpréter les résultats en fonction du contexte clinique (grade A).

Séquencage de nouvelle génération des genes MMR :

Le séquencage par NGS des génes MMR en premiére intention sur la tumeur pour I'identification du
syndrome de Lynch n’est pas recommandé en |'état actuel des connaissances (grade C).
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Remarque : A 'heure actuelle, le séquencage tumoral des génes MMR par NGS a principalement un
intérét pour écarter le diagnostic de syndrome de Lynch dans le cas ou I'analyse constitutionnelle

s’avére négative.
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CHAPITRE 5 : Indications d’évaluation
du statut MMR tumoral

A. QUESTIONS TRAITEES DANS CE CHAPITRE
Question 13 : Tests tumoraux et syndrome de Lynch.

Question 14 : Quelles sont les indications d’évaluation du statut MMR en
oncologie digestive ?

Question 15 : Quelles sont les indications d’évaluation du statut MMR dans les
cancers gynécologiques ?

Question 16 : Quelles sont les indications d’évaluation du statut MMR dans les
tumeurs sébacées et autres tumeurs cutanées ?

Question 17 : Quelles sont les indications d’évaluation du statut MMR tumoral
dans les tumeurs urologiques ?

Question 18 : Quelles sont les indications d’évaluation du statut MMR dans les
tumeurs cérébrales primitives ?

B. SELECTION BIBLIOGRAPHIQUE

1. Question 13

= reprise des articles princeps sur le sujet (Lynch et al., 2015, Hamilton et al., 1995, Giardello et al.,

2014, Jarvinen et al., 2000, Schmeler et al. 2006) et des recommandations nationales (INCa,

2016).

Utilisation des mots-clés suivants :

» ("2010/01/01"[PDAT]: "2021"[PDAT]) AND ("english"[Language] OR "french"[Language])
AND "humans"[MeSH Terms] AND Lynch syndrome AND screening AND microsatellite
instability : 490 références ont été trouvées ;

Ont été exclues les études en double et les études inappropriées. Ont été retenus les articles
avec le plus de cas, et/ou les mieux documentés et/ou les plus récents : 5 articles retenus ;

» (CMMRD OR constitutional mismatch repair deficiency) avec le filtre type article : review
(période 1999-2021) : 37 références ont été trouvées ;

Ont été retenus les articles les mieux documentés et/ou les plus récents : 3 articles retenus.
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2. Question 14

Les articles portant sur des études réalisées in vitro, les études d’expérimentation animale, les

éditoriaux, les lettres des revues, les rapports de cas ont été exclus. Lorsqu’il y avait de multiples

références sur la méme thématique et rapportant des résultats similaires et/ou redondants, seules

les études avec le plus haut niveau de preuve ont été retenues.

Pour les cancers colorectaux la recherche suivante a été effectuée :

mismatch repair deficiency OR microsatellite instability AND colorectal cancer
("2010/01/01"[PDAT] : "2021"[PDAT]) AND ("english"[Language] OR "french"[Language]) AND
"humans"[MeSH Terms] ;

2 820 références ont été trouvées. Seules 24 ont été retenues considérant les critéres précisés ci-
dessus.

Pour les cancers ceso-gastriques la recherche suivante a été effectuée :

mismatch repair deficiency OR microsatellite instability AND (oesophageal OR gastric OR gastro-
oesophageal) ("2010/01/01"[PDAT]: "2021"[PDAT]) AND ("english"[Language] OR
"french"[Language]) AND "humans"[MeSH Terms] ;

533 références ont été trouvées ; 13 références ont été retenues considérant les critéres précisés
ci-dessus.

Pour les cancers du gréle la recherche suivante a été effectuée :

mismatch repair deficiency OR microsatellite instability AND (small bowel adenocarcinoma)
("2010/01/01"[PDAT] : "2021"[PDAT]) AND ("english"[Language] OR "french"[Language]) AND
"humans"[MeSH Terms]

43 références ont été trouvées, une référence retenue considérant les critéres précisés ci-dessus.

3. Question 15

Pour le cancer de I'endometre, les mots-clés utilisés pour la recherche bibliographique ont été les

suivants :

mismatch repair deficiency OR microsatellite instability AND endometrial cancer
("2010/01/01"[PDAT] : "2021"[PDAT]) AND ("english"[Language] OR "french"[Language]) AND
"humans"[MeSH Terms].

464 références ont été trouvées. Les articles exclus sont ceux portant sur des études réalisées in
vitro, les études d’expérimentation animale, les éditoriaux, les lettres des revues, les rapports de
cas, certaines études portant uniquement sur des aspects thérapeutiques et les études
apparaissant dans les deux sélections. 42 références ont été retenues.

Pour le cancer de l'ovaire, les mots-clés utilisés pour la recherche bibliographique ont été les

suivants :

mismatch  repair deficiency OR microsatellite instability AND ovarian cancer
("2010/01/01"[PDAT] : "2021"[PDAT]) AND ("english"[Language] OR "french"[Language]) AND
"humans"[MeSH Terms].
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222 références ont été trouvées. Les articles exclus sont ceux portant sur des études réalisées in
vitro, les études d’expérimentation animale, les éditoriaux, les lettres des revues, les rapports de
cas, certaines études portant uniquement sur des aspects thérapeutiques et les études
apparaissant dans les deux sélections. 7 références ont été retenues.

4. Question 16

Les mots-clés utilisés pour la recherche bibliographique ont été les suivants :

= mismatch repair OR microsatellites instability AND sebaceous. Période de 1992 au 31 ao(t 2020.
206 références ont été trouvées. Ont été exclus les cas rapportés, les revues de la littérature ou
les études tres incompletes. 40 articles ont été sélectionnés.

5. Question 17

Pour les TVES, les mots-clés utilisés pour la recherche bibliographique ont été les suivants :

= Lynch syndrome ; urothélial cancer ; upper urinary tract ; DNA mismatch repair genes ; MMR ;
microsatellite instability ; immunotherapy ; checkpoint inhibitor. Période 1998-2020.
167 références ont été trouvées. Parmi celles-ci, ont été exclues les revues générales non
étayées par une méta analyse ou une revue ad hoc de la littérature, les études ne correspondant
pas au type histologique ou a I'organe étudié. 19 articles ont été sélectionnés.

Pour les cancers de la prostate, les mots-clés utilisés pour la recherche bibliographique ont été les

suivants :

= Lynch syndrome; prostate cancer; DNA mismatch repair genes; MMR; microsatellite
instability ; immunotherapy ; checkpoint inhibitor. Période 2007-2020.
104 références ont été trouvées. Parmi celles-ci, ont été exclues les revues générales non
étayées par une méta analyse ou une revue ad hoc de la littérature, les études ne correspondant
pas au type histologique étudié. 9 articles ont été sélectionnés.

6. Question 18

Pour les gliomes, les mots-clés utilisés pour la recherche bibliographique ont été les suivants :

= mismatch repair deficiency OR microsatellite instability AND glioma ("2005/01/01"[PDAT] :
"2020"[PDAT]) AND ("english"[Language] OR "french"[Language]) AND "humans"[MeSH Terms].
105 références ont été trouvées. Les articles exclus sont ceux portant sur des études réalisées in
vitro, les études d’expérimentation animale, les éditoriaux, les lettres des revues, les rapports de
cas et certaines études portant uniquement sur des aspects thérapeutiques. 16 références ont
été sélectionnées.

C. INTRODUCTION

L’évaluation du statut MMR a un intérét dans différentes situations :
= jdentification des patients potentiellement atteints du syndrome de Lynch ;

= impact pronostique pouvant modifier la prise en charge ;
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= impact thérapeutique ;

= inclusion dans un essai thérapeutique spécifique aux tumeurs dMMR, notamment pour les
traitements d’'immunothérapie.

Ce chapitre regroupe les recommandations d’indications de I’évaluation du statut MMR tumoral,
destinées a identifier quel patient tester et a quelle(s) étape(s) de son parcours. Les localisations
concernées par |'évaluation du statut MMR tumoral sont :

= les tumeurs digestives ;

= |es tumeurs gynécologiques ;
= les tumeurs cutanées ;

= |es tumeurs urologiques et ;
= |es tumeurs cérébrales.

Pour les autres types tumoraux, faute de données suffisantes, il n’est pas possible de proposer des
recommandations.

D. QUESTION 13 : TESTS MMR TUMORAUX ET SYNDROME
DE LYNCH

1. Caractéristiques épidémiologiques, génétiques et tumorales du syndrome de
Lynch et du syndrome CMMRD

Le syndrome de Lynch (SL) ou HNPCC (Hereditary nonpolyposis colorectal cancer) est une
prédisposition génétique au cancer de transmission autosomique dominante a pénétrance
incomplete. Il est di a une mutation monoallélique constitutionnelle d'un des genes du systeme de
réparation des erreurs d’appariement de I'ADN : les génes MMR (MisMatch repair : MLH1, MSH2,
MSH6 ou PMS2) ou du géne EPCAM (situé en amont du promoteur du géne MSH2 et conduisant a
I'inactivation épigénétique du gene MSH2).

Une inactivation tumorale de I'autre copie du gene (par mutation, perte d'hétérozygotie, altération
épigénétique...) aboutit a l'inactivation du gene MMR et a la perte de fonction de la protéine
correspondante et constitue le mécanisme de carcinogenése du SL.

Cette perte de fonction tumorale se traduit par une instabilité microsatellitaire (MSI) analysable en
biologie moléculaire et un défaut d’expression d’une / des protéine(s) du systeme MMR,
identifiable en immunohistochimie, conférant un statut dMMR a toute tumeur développée dans le
cadre d’un SL.

Le SL induit un risque nettement plus élevé, dés un age jeune et tout au long de la vie,
principalement de cancer colorectal (CCR) et de cancer de I'endomeétre (CE), mais aussi de cancers du
tractus urothélial (notamment des voies excrétrices urinaires supérieures ou TVES) et de l'intestin
gréle et, a moindre degré, de cancers de l'ovaire, de l'estomac, des voies biliaires, de tumeurs
sébacées cutanées et de cancers du pancréas (Lynch et al., 2015b) (NP1).
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Ainsi les cancers dits du « spectre étroit du SL » sont le CCR, le cancer de I'endometre, les cancers
urothéliaux (notamment des TVES) et les cancers de l'intestin gréle et ceux du « spectre élargi » sont
le cancer gastrique, le cholangiocarcinome, le cancer de l'ovaire, les tumeurs sébacées cutanées et le

cancer du pancréas.

De plus dans la forme phénotypique appelée « syndrome de Muir Torre » (ou SMT-SL pour Syndrome
de Muir Torre - syndrome de Lynch) s’y associent des néoplasmes sébacés et kératoacanthomes
multiples et dans la forme phénotypique appelée « syndrome de Turcot » s’y associent des tumeurs
cérébrales de type glioblastome (Hamilton et al., 1995; Ponti et al., 2016a) (NP1). A noter que la
terminologie syndrome de Turcot s’applique aux syndromes de prédisposition aux CCR associés a des
tumeurs cérébrales et s’emploie donc également dans certaines formes de polyposes
adénomateuses familiales avec tumeurs cérébrales (le plus souvent des médulloblastomes).

Des études récentes tendent a montrer que de nombreux autres types de tumeurs peuvent
également étre retrouvés associés au SL, mais avec une fréquence nettement moindre (Latham et al.,
2019) (NP1).

Les estimations de la fréquence du SL dans la population générale se limitaient auparavant a
I'analyse des patients ayant des critéres d’age et d’antécédents personnels et familiaux de cancer
évocateurs correspondants aux criteres dits d’Amsterdam I, d’Amsterdam élargis, ou de NCI-
Bethesda (Lynch et al., 2015b). En utilisant les données familiales basées sur la population du registre
des familles du cancer du célon, Win et al. ont récemment estimé que la prévalence du SL dans la
population générale atteignait 0,35 % ce qui en fait un syndrome de prédisposition au cancer
fréquent (Win et al., 2017) (NP2).

Il est maintenant bien établi qu’une proportion importante de cas, environ 30 % (jusqu’a 40 % des
cas pour le CE), n’est pas détectée si seuls les criteres cliniques et familiaux (d’Amsterdam et de NCI-
Bethesda) sont retenus (Kahn et al., 2019) (NP1). Or I'identification des patients potentiellement
atteints du SL doit étre favorisée compte tenu de sa fréquence et du bénéfice d’une prise en charge
spécifique individuelle et familiale (Burn et al., 2011; Giardiello et al., 2014; Jarvinen et al., 2000;
Schmeler et al., 2006) (NP1).

Le syndrome CMMRD (constitutional mismatch repair deficiency) est un syndrome de prédisposition
aux cancers de l'enfant, de I'adolescent et du jeune adulte, di a une mutation biallélique
homozygote ou hétérozygote composite des genes MMR (principalement PMS2 ou MSH6, plus
rarement MLH1 ou MSH2). Ces patients développent principalement des cancers coliques et des
adénomes multiples précoces du tube digestif, des hémopathies et des tumeurs cérébrales. Il s’y
associe des manifestations observées dans la neurofibromatose de type 1 (taches café au lait, taches
de rousseur, neurofibromes) (Buecher et al., 2019) (NP1). Le consortium européen "Care for
CMMRD" a proposé des criteres cliniques devant faire évoquer ce syndrome (Bakry et al., 2014;
Wimmer et al., 2014; Buecher et al., 2019) (NP1).

2. Evaluation de statut MIMIR tumoral a visée oncogénétique

La principale stratégie de diagnostic du SL repose sur I'analyse germinale des génes MMR au
décours d’une consultation d’oncogénétique chez les personnes atteintes de tumeurs du spectre
HNPCC présentant un statut tumoral dMMR.
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Néanmoins, en "absence de statut dMMR mais dans un contexte clinique et/ou familial évocateur
d’'une prédisposition génétique tumorale (de type SL ou autre que le SL), une consultation
d’oncogénétique doit également étre proposée.

Si un statut dMMR est une condition majeure pour suspecter un SL, I'étape préalable concernant les
indications d’évaluation du statut MMR tumoral est essentielle dans la stratégie d’identification
des SL.

En France jusqu’a présent, au-dela des contextes personnels et familiaux trés évocateurs d’un SL
(critéres d’Amsterdam ou de NCI-Bethesda), I’évaluation du statut MMR tumoral (IHC/MSI) était
préconisée chez les patients de moins de 60 ans atteints d’un CCR, chez les patientes présentant
un cancer de I'endometre diagnostiqué avant 60 ans (I’examen pouvant se discuter entre 50 et
60 ans) et, au-dela de ces ages, chez les patients avec antécédents personnels ou familiaux (au
premier degré) de CCR ou de cancer(s) du spectre du SL (INCa, Tests somatiques recherchant une
déficience du systeme MMR au sein des tumeurs du spectre du syndrome de Lynch, 2016). Ces
tests somatiques peuvent, en outre, étre prescrits a des personnes avec un cancer du spectre du
syndrome de Lynch, autre gqu’un CCR ou qu’un cancer de I'endometre, sur justification d’un
contexte personnel et/ou familial évocateur d’un syndrome de Lynch. Une alternative a cette
stratégie est I’évaluation systématique du statut MMR tumoral, aussi appelée dépistage
universel ou « universal screening » du SL dans la pratique courante et la littérature anglo-
saxonne. Cette évaluation systématique, notamment pour les cancers les plus fréquents du SL,
correspond a |’évaluation du statut MMR tumoral chez tous les patients atteints de ces tumeurs,
indépendamment de I’'age et du contexte familial et personnel de cancer.

Les indications de recherche de SL seront détaillées pour chaque localisation tumorale (cancers
digestifs, gynécologiques, tumeurs cutanées, cancers urologiques et tumeurs cérébrales) dans les
chapitres suivants.

E. QUESTION 14 : INDICATIONS D’EVALUATION DU STATUT MMR
TUMORAL EN ONCOLOGIE DIGESTIVE

1. Epidémiologie du statut dMMR dans les tumeurs digestives

Toutes les tumeurs digestives peuvent avoir un statut dMMR mais il est essentiellement retrouvé
dans les adénocarcinomes, et principalement ceux du célon et de I’estomac mais pas exclusivement.
En fonction du type de tumeurs, le statut dMMR peut étre plutét d’origine sporadique (par
hyperméthylation du promoteur de MLH1) ou constitutionnel (syndrome de Lynch) (Tableau 4).
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Tableau 4 : Fréquence du statut dMMR dans les différentes tumeurs digestives

Syndrome
Type de Lynch (pourcentage
Site tumoral . U . % dMMR g (p X 3 Références
histologique parmi
les tumeurs dMMR)
.. . L. (Bouchez et al,
(Esophage Epidermoide <1% Non décrit
2019) (NP2)
, . R (Bouchez et al.,
Adénocarcinome | 2a7% Rare
2019) (NP1)
, . . R (An et al., 2012; Ratti
Estomac Adénocarcinome | 7a22% 2a10%
et al., 2018) (NP1)
. s , . . 3 (Roa et al., 2005)
Voies biliaires Adénocarcinome | 1a5% Fréquent (NP2)
Carcinome . .
i . Carcinome <1% Non décrit (accord d’experts)
hépatocellulaire
i . . . (Lupinacci et al,
Pancréas Adénocarcinome | 0,5a2% Rare
2018) (NP2)
Tumeurs Carcinome . L. (Sahnane et al,
. . 5315% Non décrit
neuroendocrines neuroendocrine 2015) (NP2)
. . i . . . (Aparicio et al,
Intestin gréle Adénocarcinome | 5a35% 5320%
2013a) (NP2)
i . . . (Boland and Goel,
Colorectal Adénocarcinome | 10a15% 10a20%
2010) (NP1)
.. . L. (Bouchez et al,
Anus Epidermoide <1% Non décrit
2019) (NP2)

Les adénocarcinomes de I'cesophage dMMR représentent 2 a 7% des adénocarcinomes de |'cesophage
(Bouchez et al., 2019) (NP1). lls sont en général diagnostiqués a des stades précoces et principalement sur
endobrachycesophage.

Dans les adénocarcinomes oeso-gastriques, environ 7 a 22 % sont dMMR, dont 80-90 % sont d’origine
sporadique, le plus souvent par hyperméthylation du promoteur de MLH1. Ll'incidence est variable selon les
régions. Ainsi, 7 a 10 % des adénocarcinomes gastriques sont dMMR dans la population occidentale (Ratti et
al., 2018) mais jusqu’a 22 % dans la population mondiale (Bass et al., 2014) (NP1). lls sont associés a un age
moyen au diagnostic d’environ 65 ans, ils sont généralement moyennement différenciés et localisés dans la
partie distale de I'estomac, et sont principalement de type intestinal selon la classification de Lauren (An et al.,
2012) (NP1). lls sont également de meilleur pronostic que les tumeurs pMMR avec un envahissement
ganglionnaire moins fréquent et un diagnostic généralement a un stade précoce (Ratti et al., 2018) (NP1). La
mutation BRAF n’a été décrite qu’exceptionnellement dans les tumeurs de I'estomac et ne permet pas
d’orienter vers une tumeur sporadique ou liée a un SL (contrairement au CCR).

Entre 5 et 35 % des adénocarcinomes du gréle sont dMMR selon les séries. Ils semblent diagnostiqués a un
stade précoce et de meilleur pronostic que les tumeurs pMMR (Aparicio et al., 2013a) (NP2). Les tumeurs
dMMR d’origine sporadique, avec hyperméthylation du promoteur du géne MLH1, semblent bien plus rares
que dans le CCR (environ 5 %) et donc les adénocarcinomes du gréle dMMR sont fréquemment associés a un
SL.

Les adénocarcinomes du pancréas dMMR ne concernent que 0,5 a 2 % des tumeurs du pancréas. La
valeur pronostique du statut dMMR dans le cancer du pancréas n’a pas été clairement démontrée,
cependant il y aurait une tendance a un meilleur pronostic des tumeurs dMMR et elles sont plus
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souvent associées a des tumeurs développées sur tumeur intracanalaire papillaire et mucineuse du
pancréas (TIPMP) et peuvent étre associées au SL (Lupinacci et al., 2018) (NP2).

Les tumeurs dMMR représentent 2 a 5% des cholangiocarcinomes. Des mutations du systeme MMR ont été
mises en évidence au niveau de lésions dysplasiques et de cholécystite chronique, suggérant que l'instabilité
microsatellitaire pourrait intervenir trés tét dans la carcinogéneése des cholangiocarcinomes (Roa et al., 2005;
Juetal., 2019) (NP2). Les cholangiocarcinomes dMMR sont fréquemment associés a un SL.

Les adénocarcinomes colorectaux dMMR représentent environ 10 a 15% des CCR. lls sont
principalement localisés dans le colon droit, peu différenciés avec un contingent mucineux
important, un infiltrat lymphocytaire important et un envahissement pariétal important
(fréquemment T4) (Kim et al., 1994; Tougeron et al., 2009) (NP1). De plus, la fréquence du statut
dMMR diminue avec le stade, de 20 % dans les stades I-Il a 5 % dans les stades IV. Les CCR dMMR
d’origine sporadique par hyperméthylation du promoteur de MLH1 sont plus fréquents chez les
sujets agés et chez les femmes. Les formes sporadiques représentent prés de 80 % des CCR dMMR,
les autres sont associés a un SL.

Dans les tumeurs neuroendocrines, un statut dMMR est observé dans 5 a 15 % des cas, quasi
exclusivement dans les carcinomes neuroendocrines, le plus souvent dans les tumeurs intestinales et
par hyperméthylation du promoteur de MLH1, donc sporadique (Sahnane et al., 2015) (NP2).

Dans les autres tumeurs digestives, I'instabilité microsatellitaire est soit trés rare soit n’a jamais été
décrite.

En conclusion les points importants sont :

= un statut dMMR est fréquent dans les adénocarcinomes de I'’estomac, de l'intestin gréle et
colorectaux ;

= |es tumeurs digestives dMMR sont souvent diagnostiquées a un stade précoce, de bon
pronostic et présentent certaines particularités clinico-pathologiques.

2. Impact pronostique et/ou thérapeutique du statut dMMR dans les tumeurs

digestives

L'instabilité microsatellitaire est une forme particuliere d'instabilité génétique touchant des génes cibles de
I'instabilité microsatellitaire participant a l'initiation et a la progression tumorale. Un décalage du cadre de
lecture peut étre aussi a l'origine de I'apparition de néo-antigenes potentiellement immunogenes,
responsables de l'activation de lymphocytes T spécifiques de ces épitopes, qui jouent un réle primordial dans
I'élimination des cellules tumorales. L'instabilité microsatellitaire est associée a une infiltration immunitaire
importante notamment en lymphocytes T CD8”, du fait de la formation de néo-peptides immunogénes générés
par la mutation des genes cibles de linstabilité microsatellitaire (Phillips et al., 2004) (NP1). Cette
caractéristique des tumeurs dMMR explique probablement une meilleure efficacité du systéme immunitaire
pour limiter la progression tumorale, et donc le meilleur pronostic et la sensibilité importante a
I'immunothérapie (inhibiteurs des points de contréle immunitaire ou immune checkpoint inhibitors) (Le et al.,
2017) (NP1).
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Tableau 5 : Impact pronostique et thérapeutique du statut dMMR dans les différentes tumeurs

digestives (* Toutes les tumeurs dMMR sont trés sensibles aux inhibiteurs des immunes

checkpoints)

Site tumoral

Impact pronostique
du statut dMMR

Impact thérapeutique
du statut dMMR*

Références

(Esophage

(Bouchez et al., 2019)
(NP2)

Estomac

Bon dans les stades |, |1, Il

Mauvais dans les stades IV

Gain en survie incertain
de la chimiothérapie
adjuvante dans les
stades non
métastatiques

(Beghelli et al., 2006; An
etal., 2012; Kim et al.,
2015; Smyth et al., 2017;
Choi et al., 2017; Ratti et
al., 2018) (NP1)

Intestin gréle

Voies biliaires ? ? Accord d’expert
Pancréas Bon ? Accord d’expert
Tumeurs Bon ? Accord d’expert
neuroendocrines

Bon dans les stades |, |1, IlI ? (Aparicio et al., 2013a)

(NP2)

Colorectal

Bon dans les stades |, |1, Il

Mauvais dans les stades IV

Résistance a la
chimiothérapie
adjuvante par 5FU dans
les CCR stades Il

(Gryfe et al., 2000;
Sargent et al., 2010;
Popat et al., 2005;
Aparicio et al., 2013b;
Venderbosch et al.,
2014; Le et al., 2015;
Tougeron et al., 2016;
Tougeron et al., 2017;
Overman et al., 2017;
Zaanan et al., 2018;
Tougeron et al., 2020)
(NP1)

a) Adénocarcinomes colorectaux

Les adénocarcinomes colorectaux dMMR sont plus fréquemment de stade précoce et de meilleur

pronostic dans les formes non métastatiques que les tumeurs pMMR, y compris a un age avancé
(Sargent et al., 2010; Aparicio et al., 2013b) (NP1). Ainsi, le statut dMMR confére un meilleur
pronostic dans les CCR de stade |, Il et lll avec une survie globale meilleure que les CCR pMMR (Gryfe
et al., 2000; Popat et al., 2005) (NP1). Les patients atteints de CCR dMMR de stade Il, qui sont a faible
risque de récidive (inférieur a 10% a 5 ans), n‘ont pas de gain en survie d’'une chimiothérapie
adjuvante a base de 5-fluorouracile (5FU) seul (Sargent et al.,, 2010; Bass et al., 2014) (NP1)
(Tableau 5). Les patients atteints de CCR dMMR de stade lll, qui sont a plus haut risque de récidive

(environ 30 % a 5 ans), mais avec un meilleur pronostic que les patients atteints de CCR pMMR de

stade lll, ont un gain en survie apres une chimiothérapie adjuvante a base de fluoropyrimides (5-FU

ou capécitabine) plus oxaliplatine (Tougeron et al., 2014; Zaanan et al., 2018) (NP1).
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Par ailleurs, d’autres études et une méta-analyse démontrent que les patients atteints de CCR
métastatiques (CCRm) dMMR, qui représentent environ 5 % des CCRm, ont une survie globale et une
survie sans progression plus courte que ceux atteints de CCRm pMMR (Venderbosch et al., 2014;
Tougeron et al., 2017) (NP1). Au stade métastatique ces tumeurs semblent plus sensibles aux anti-
angiogéniques (Tougeron et al., 2020) (NP2). Elles sont surtout trés sensibles aux inhibiteurs des
immunes checkpoints (ICl) (Le et al., 2015; Overman et al., 2017; André et al., 2020) (NP1).

b) Adénocarcinomes oceso-gastriques

Comme dans le CCR, I'adénocarcinome oeso-gastriqgue dMMR non métastatique est de bon
pronostic mais on n’observe pas de gain en survie chez les patients aprés une chimiothérapie
adjuvante (Beghelli et al., 2006; Kim et al., 2015; Choi et al., 2017; Smyth et al., 2017; Pietrantonio et
al., 2019) (NP1). Dans une étude post-hoc de I'essai MAGIC (Medical Research Council Adjuvant
Gastric Infusional Chemotherapy), les patients avec un adénocarcinome oeso-gastrique MSI opérés
avaient un meilleur pronostic que les patients avec une tumeur MSS. Les patients avec un
adénocarcinome ceso-gastrique MSI n’avaient pas de gain en survie aprés une chimiothérapie péri-
opératoire par ECF. (EPIRUBICINE, CISPLATINE et 5FU) (Smyth et al., 2017) (NP1). Ces résultats ont
été retrouvés également dans les analyses du sous-groupe des tumeurs dMMR de I'essai CLASSIC
(« Capecitabine and Oxaliplatin adjuvant study in stomach cancer ») (Choi et al., 2017) (NP1). Dans
une méta-analyse récente I'absence de gain en survie aprées une chimiothérapie adjuvante a été
confirmée (Pietrantonio et al., 2019) (NP1).

c) Adénocarcinomes de l'intestin gréle

Dans les adénocarcinomes de l'intestin gréle le statut dMMR est également associé a un meilleur
pronostic avec une survie sans récidive plus longue que dans les tumeurs pMMR (Aparicio et al.,
2013a) (NP2).

d) Adénocarcinomes de |'cesophage

Les adénocarcinomes de I'cesophage dMMR semblent également diagnostiqués a des stades
précoces mais sans différence significative en termes de survie globale par rapport aux tumeurs
pPMMR (Bouchez et al., 2019) (NP2).

e) Autres tumeurs digestives

Dans les autres tumeurs digestives il n’y a aucune étude avec un effectif suffisant permettant des
conclusions fiables sur I'impact pronostique ou thérapeutique du statut dMMR.

En conclusion les points importants sont :

= |e statut dMMR est associé a un bon pronostic dans les tumeurs digestives non métastatiques
notamment les adénocarcinomes de I’estomac, du gréle et colorectaux.

= |e statut dMMR est associé a une chimiorésistance, notamment au 5FU dans les cancers
colorectaux de stade Il et un gain en survie non démontré aprés une chimiothérapie adjuvante
dans les adénocarcinomes de I’estomac.

RECOMMANDATIONS PROFESSIONNELLES
Evaluation du statut MMR tumoral »> ARGUMENTAIRE

75



Chapitre 5 : Indications d’évaluation
du statut MMR tumoral

= au stade métastatique, les tumeurs digestives dMMR semblent résistantes a la chimiothérapie
mais sont trés sensibles aux inhibiteurs des immunes checkpoints.

3. Tests MMR tumoraux a visée oncogénétique

a) Cancers colorectaux

On estime qu’environ 3% a 5% de tous les CCR sont liés au SL et que restreindre I'acces au
diagnostic de SL aux patients avec CCR présentant des critéres d’age ou d’antécédents personnels
et/ou familiaux empéche le diagnostic de 30 % a 40 % des SL. Ainsi, au cours de ces derniéres années,
I'intérét d’une stratégie d’évaluation systématique du statut MMR tumoral (avec indication de
consultation d’oncogénétique en cas de statut dMMR) pour tous les individus diagnostiqués avec un
CCR a pu étre démontré et a permis de valider cette évaluation systématique du statut MMR
tumoral, également connue sous le nom de dépistage universel (ou « universal screening »).

L’évaluation systématique du statut MMR tumoral pour les patients atteints de CCR a été depuis
inscrite dans la plupart des recommandations, notamment francaises (Balmafia et al., 2013; Vasen et
al., 2013; Giardiello et al., 2014; Stoffel et al., 2015; Syngal et al., 2015; Vangala et al., 2018) (NP2).

Ainsi, avec la diffusion de la réalisation des tests MMR tumoraux sur le territoire frangais et compte
tenu de la meilleure couverture d’identification du SL qu’il apporte, une évaluation systématique du
statut MMR tumoral doit étre proposée pour tout CCR, quel que soit le stade.

b) Adénocarcinomes du gréle (duodénum, jéjunum, iléon) :

Compte tenu de la faible incidence de ces tumeurs, de la fréquence élevée de profil tumoral dMMR
(5-35 %) et de la probabilité importante de SL (5-20 %) (Aparicio et al., 2013a; Jun et al., 2017; Xia et
al., 2017) (NP2), une évaluation systématique du statut MMR tumoral doit étre proposée dans tous
les adénocarcinomes du gréle.

c) Adénocarcinomes ceso-gastriques :

Compte tenu de la fréquence élevée de tumeurs dMMR (7 a 22 %) dont environ 80 a 90 % sont
d’origine sporadique, une évaluation systématique du statut MMR tumoral a visée oncogénétique
n’est pas validée. Cependant, la recherche dMMR tumorale doit étre faite en cas d’age précoce de
survenu et/ou d’antécédent personnel ou familial évocateur(s) de SL. Néanmoins, au vu des impacts
thérapeutiques potentiels liés a I'immunothérapie, une évaluation systématique du statut MMR
tumoral peut étre recommandée en pratique.

d) Autres tumeurs digestives

Compte tenu de la moindre fréquence des autres tumeurs digestives (cholangiocarcinomes par
exemple) associées au SL et de la trés faible fréquence du statut dMMR/MSI dans ces tumeurs une
évaluation systématique du statut MMR tumoral n’est pas recommandée a visée oncogénétique
mais |’évaluation du statut MMR tumoral a visée oncogénétique doit étre demandée sur justification
d’un contexte personnel et/ou familial évocateur d’un SL.
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Recommandations a visée oncogénétique

Recommandations pour les cancers colorectaux :

Une évaluation systématique du statut MMR tumoral est recommandée pour tout cancer
colorectal, compte tenu de son intérét dans I'identification des patients potentiellement atteints du
syndrome de Lynch, (grade A).

Recommandations pour les adénocarcinomes ceso-gastriques :

Une évaluation du statut MMR tumoral est recommandée en cas d'age précoce de survenue d’un
adénocarcinome oceso-gastrique et/ou d’antécédent personnel et/ou familial évocateur(s) d’'un syndrome de
Lynch (grade A). Néanmoins, compte tenu des impacts thérapeutiques potentiels liés a 'immunothérapie,
une évaluation systématique du statut MMR tumoral peut étre recommandée en pratique (grade C).

Recommandations pour les adénocarcinomes de I'intestin gréle (duodénum, jéjunum, iléon) :

Pour tous les adénocarcinomes de l'intestin gréle (duodénum, jéjunum, iléon), une évaluation
systématique du statut MMR tumoral est recommandée, quels que soient le stade, I'adge et le
contexte familial et personnel du patient (grade C).

Recommandations pour les autres tumeurs digestives :

Pour les autres cancers digestifs, une évaluation systématique du statut MMR tumoral a visée
oncogénétique n’est pas recommandée, mais I'évaluation du statut MMR tumoral a visée
oncogénétique est recommandée, sur justification d’un contexte personnel et/ou familial évocateur
d’un syndrome de Lynch (grade B).

4. Indications de détermination a visée pronostique et/ou prédictive du statut
dMMR dans les tumeurs digestives

a) Cancers colorectaux

Dans les cancers colorectaux, le statut dMMR a un impact pronostique et thérapeutique en situation
adjuvante, notamment dans les stades Il a haut risque de récidive, concernant l'indication de la
chimiothérapie (pas de chimiothérapie adjuvante pour les CCR stade Il de statut dMMR sauf s’il
existe des facteur(s) de mauvais pronostic comme les tumeurs T4) et ses modalités (une
chimiothérapie par fluoropyrimidine seule n’apporte pas de gain en survie dans le CCR stade Il de
statut dMMR et une combinaison fluoropyrimidine plus oxaliplatine doit étre utilisée) (Lecomte et
al., 2019) (NP1). La détermination du statut dMMR tumoral est indispensable dans les stades IV (CCR
métastatiques) pour proposer linclusion d’un patient dans un essai thérapeutique
d’immunothérapie en attendant les autorisations de mise sur le marché (AMM) (Tableau 6).

b) Adénocarcinomes ceso-gastriques

Comme dans le CCR, le statut dMMR a un impact pronostique et thérapeutique en situation
adjuvante dans I'adénocarcinome ceso-gastrique, compte tenu du bon pronostic et de I'absence
possible de gain en survie d’une chimiothérapie adjuvante. Les données ne sont cependant pas assez
solides pour recommander une évaluation systématique du statut MMR tumoral dans
I’'adénocarcinome ceso-gastrique non métastatique en dehors d’essai thérapeutique. L’évaluation du
statut MMR tumoral est indispensable dans les stades IV pour proposer une inclusion des patients
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dans un essai thérapeutique d'immunothérapie en attendant les autorisations de mise sur le marché

(AMM).

c) Autres tumeurs digestives

Dans les autres tumeurs digestives, il n’y a aucune étude avec un effectif suffisant permettant des
conclusions fiables sur I'impact pronostique ou thérapeutique du statut dMMR. Par conséquent,
I’évaluation du statut MMR est a discuter au cas par cas dans les stades IV dans I'objectif de proposer

un essai thérapeutique d’'immunothérapie.

Tableau 6 : Indications d’évaluation du statut MMR tumoral dans les différentes tumeurs

digestives a visée thérapeutique

Indications
Site tumoral formelles d’évaluation
du statut MMR tumoral

Indications d’évaluation
du statut MMR tumoral a discuter

Dans les stades IV chimiorésistants pour

(Esophage - L ) P
proposer un essai clinique d'immunothérapie
Dans les stades non métastatiques pour
déterminer la réalisation ou non et les

Estomac - modalités de la chimiothérapie adjuvante

Dans les stades IV chimiorésistants pour
proposer un essai clinique d'immunothérapie

Voies biliaires -

Dans les stades IV chimiorésistants pour
proposer un essai clinique d’immunothérapie

Pancréas -

Tumeurs
neuroendocrines

Dans les carcinomes neuroendocrines stades IV
chimiorésistants pour proposer un essai
cliniqgue d’'immunothérapie

Intestin gréle -

Dans les stades IV chimiorésistants pour
proposer un essai clinique d'immunothérapie

Dans les stades Il pour déterminer la
réalisation ou non et les modalités
Colorectal de la chimiothérapie adjuvante
Dans les stades IV pour proposer

une immunothérapie

Tous les stades pour proposer un essai clinique
d’'immunothérapie

En conclusion, les points importants sont :

= |e statut MMR tumoral doit étre évalué systématiquement dans les CCR stade Il et IV compte
tenu de son impact pronostique et thérapeutique (réalisation ou non d’'une chimiothérapie
adjuvante et ses modalités dans les stades Il, traitement par immunothérapie dans les stades
IV). Cependant compte tenu des connaissances actuelles et de l'intérét d'identifier une
instabilité microsatellitaire dans le cadre du syndrome de Lynch, il est recommandé d’évaluer

systématiquement le statut MMR pour tous les cancers colorectaux quel que soit le stade.
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= Jévaluation du statut MMR tumoral est a discuter dans les adénocarcinomes de I'estomac non
métastatique compte tenu de son impact pronostique et thérapeutique (réalisation ou non d’'une
chimiothérapie adjuvante) et au cas par cas pour proposer un essai thérapeutique d'immunothérapie.

= dans les autres tumeurs digestives I’évaluation du statut MMR tumoral est a discuter au cas
par cas pour proposer un essai thérapeutique d’immunothérapie.

5. Indications pour de 'immunothérapie dans les cancers digestifs

a) Résultats des inhibiteurs des points de contréle de la réponse immunitaire (ICl) en
oncologie digestive

«+» Cancers colorectaux métastatiques

En cancérologie digestive les ICl ont montré une efficacité majeure dans les CCR dMMR métastatiques
chimiorésistants, en monothérapie et en combinant anti-PD-1/anti-PD-L1 et anti-CTLA-4 avec des taux de
controle de la maladie de 95 % et de survie globale (SG) a 12 mois de 85 % chez des patients avec un CCR
dMMR métastatique chimio-résistant (Le et al., 2015; Overman et al., 2018) (NP1). Cela s’explique par le fait
gue les tumeurs dMMR sont génétiquement tres instables avec de multiples mutations qui générent des
néo-antigenes immunogenes. Des essais thérapeutiques (terminés ou en cours) comparent
immunothérapie versus chimiothérapie en 1 ligne (essai de phase Ill KEYNOTE-177) ou 2° ligne (essai de
phase Il PRODIGE 54 — SAMCO) dans les CCR dMMR métastatiques. L'essai KEYNOTE-177 a montré la
supériorité de 'immunothérapie (Pembrolizumab) en premiere ligne par rapport a la chimiothérapie dans
les CCRm dMMR (André et al., 2020) (NP1). Le pembrolizumab a obtenu une AMM en janvier 2021 : il est
autorisé en monothérapie pour un traitement de premiéere ligne de cancers colorectaux métastatiques MSI
ou dMMR-IHC chez I'adulte.

0

% Adénocarcinomes ceso-gastriques métastatiques

D’autres études ont ensuite montré que les ICl étaient tres efficaces dans toutes les tumeurs dMMR
métastatiques chimio-résistantes quel que soit le primitif et donc dans les adénocarcinomes ceso-
gastriques métastatiques dMMR. Dans I'étude de Le DT et al., publiée en 2017, 86 patients ayant des
tumeurs MSI métastatiques avaient recu du Pembrolizumab (anti-PD-1); les médianes de survie sans
progression (SSP) et de SG n’étaient pas atteintes, toutes tumeurs confondues (Le et al., 2017) (NP1). Les
analyses de sous-groupes ne montraient pas de différence significative entre les CCR métastatiques MSI et
les tumeurs non colorectales métastatiques MSI. Plusieurs études ont confirmé que les adénocarcinomes
aeso-gastriques dMMR métastatiques chimiorésistants étaient tres sensibles a 'immunothérapie (Fuchs et
al., 2018; Kim et al., 2018) (NP1). L'étude de phase Il KEYNOTE-059 a évalué I'effet du Pembrolizumab chez
259 patients ayant un cancer gastrique ou de la jonction ceso-gastrique prétraités par au moins 2 lignes de
chimiothérapie (Fuchs et al., 2018) (NP1). Les taux de réponse étaient de 57,1 % dans les tumeurs MSI
versus 9,0 % dans les tumeurs MSS.

R/

** En situation néoadjuvante

En situation préopératoire, dans I'essai NICHE, 20 patients atteints d’'un CCR dMMR a un stade précoce
ont recu un traitement préopératoire par Nivolumab (anti-PD-1) et Ipilimumab (anti-CTLA-4) avec des
résultats impressionnants puisqu’il y avait 12 réponses histologiques completes et 7 réponses
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histologiques majeures (avec 1 a 2% de cellules tumorales viables résiduelles) (Chalabi et al., 2020a;
Chalabi et al., 2020b) (NP2). Des essais en situation néoadjuvante sont en cours pour le traitement des
adénocarcinomes ceso-gastriques dMMR non métastatiques, dont I'étude NEONIPIGA qui évalue le taux
de réponse pathologique compléete chez les patients atteints d'adénocarcinome ceso-gastrique dMMR
non métastatique traités en néoadjuvant par Nivolumab et Ipilimumab. En situation post-opératoire, un
essai en cours, ATOMIC, compare Folfox versus Folfox plus Atézolizumab (anti-PD-L1) dans les CCR dMMR
de stade Ill.

b) Indications de détermination du statut dMMR dans les tumeurs digestives pour de
I'immunothérapie

= |e statut dMMR doit étre recherché systématiquement dans les CCR et adénocarcinomes ceso-
gastriques de stade IV compte tenu de la fréquence de l'instabilité microsatellitaire et des
possibilités de traitement par immunothérapie dans le cadre d’AMM ou d’essais cliniques.

= |a recherche d’un statut dMMR est a discuter dans les autres adénocarcinomes digestifs
métastatiques chimiorésistants compte tenu de I'efficacité de 'immunothérapie.

= larecherche d’un statut dMMR est a discuter dans les CCR et adénocarcinomes ceso-gastriques
non métastatiques ¢s’ils sont potentiellement éligibles a un essai thérapeutique
d’immunothérapie en néoadjuvant ou adjuvant.

6. Recommandations d’évaluation du statut MMR tumoral a visée
thérapeutique dans les tumeurs digestives

Recommandations a visées thérapeutiques

Recommandations pour les cancers colorectaux :

Il est recommandé d’évaluer systématiquement le statut MMR tumoral dans les cancers colorectaux de
stade Il et IV compte tenu de son impact pronostique et thérapeutique (réalisation ou non d’une
chimiothérapie adjuvante avec adaptation de ses modalités dans les stades Il, immunothérapie dans les
stades IV) (grade A).

Recommandations pour les adénocarcinomes ceso-gastriques :

Pour les adénocarcinomes ceso-gastriques non métastatiques, il est recommandé d’évaluer le statut
MMR tumoral, compte tenu de son impact pronostique et thérapeutique (réalisation ou non d’'une
chimiothérapie adjuvante ou inclusion dans des essais d'immunothérapie) (grade B).

Remarque : Afin que ce résultat soit disponible rapidement pour le choix thérapeutique, il est
possible d’évaluer systématiquement le statut MMR tumoral sur la biopsie diagnostique ou la piece
opératoire en I'absence de traitement néoadjuvant.

Dans les adénocarcinomes oeso-gastriques de stade IV, il est recommandé d’évaluer
systématiquement le statut MMR tumoral, compte tenu de la fréquence de [Iinstabilité
microsatellitaire et des possibilités d'inclusion dans des essais d'immunothérapie (grade A).

Recommandations pour les adénocarcinomes de I'intestin gréle (duodénum, jéjunum, iléon) :
Il est recommandé de considérer I'évaluation du statut MMR dans les adénocarcinomes de I'intestin
gréle métastatiques chimiorésistants dans le cadre d’essais d'immunothérapie (grade A).
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Recommandations pour les autres tumeurs digestives :
Il est recommandé de considérer I’évaluation du statut MMR dans les autres adénocarcinomes
digestifs métastatiques chimiorésistants dans le cadre d’essais d'immunothérapie (grade A).

7. Techniques a réaliser pour I’évaluation du statut MMR tumoral des tumeurs
digestives

Pour les cancers colorectaux, compte tenu de la trés bonne sensibilité et spécificité des deux
techniques (MMR-IHC avec les anticorps dirigés contre les quatre protéines MMR et MSI en PCR) (cf.
chapitre 3. 'immunohistochimie des protéines MMR et IV. la biologie moléculaire du systeme MMR),
la technique a réaliser en premiére intention est laissée au choix des praticiens, des pratiques de
chaque laboratoire et en fonction des autres analyses tumorales nécessaires en IHC et/ou biologie
moléculaire.

Pour les cancers gastriques, les deux méthodes (MMR-IHC avec les anticorps dirigés contre les quatre
protéines MMR et MSI en PCR) semblent étre équivalentes avec une sensibilité et une spécificité
élevée. Comme I'IHC permet une analyse rapide, sur du matériel biopsique de petite taille, et peut
étre combinée avec I'analyse systématique du statut HER2 en IHC, il est recommandé d’utiliser I'lHC
en premiere intention.

Recommandations techniques pour I’évaluation du statut MMR tumoral dans
les tumeurs cesogastriques

Pour les adénocarcinomes ceso-gastriques, les deux méthodes (MMR-IHC avec les anticorps dirigés
contre les quatre protéines MMR et MSI en PCR) semblent étre équivalentes. Toutefois, I'lHC permet
une analyse rapide, sur du matériel biopsique de petite taille et peut étre combinée avec I'analyse
systématique d’autres statuts en IHC (HER2...).

Il est recommandé d’utiliser I'lHC en premiere intention pour évaluer le statut MMR tumoral dans les
adénocarcinomes ceso-gastriques (accord d’experts).
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8. Algorithmes définissant la cascade de réalisation des tests somatiques et
I'orientation vers une consultation d’oncogénétique

a) Cancers colorectaux

Figure 9 : Algorithme définissant la cascade de réalisation des tests somatiques et I’orientation vers
une consultation d’oncogénétique pour les cancers colorectaux

Tous les cancers colorectaux

ou!

mmunohistochimie sur
es 4 protéines MMR

Test moléculaire MSI
sur tumeur

@ d'instabilité
microsatellitaire

Perte d’expression d’une

ou deux protéine{s) MMR d'expression
ou

Interprétation difficile

Instabilité microsatellitaire

Interprétation difficile

IHC surles 4 protéines Test moléculaire MSI

! v !

Tumeur AVEC instabilité microsatellitaire Tumeur AVEC instabilité microsatellitaire Discordance entre le test moléculaire MSI ET
P i I'immunohistochimie MMR
Perte d’expression des protéines MSH2 et MSH6 Perte d'expression des protéines MLH1 et PMS2
ou

Perte d'expression isolée de la protéine MSH6 |
ou ou

Perte d'expression isolée de la protéine PMS2
ou

Relecture des tests et
si nécessaire nouveaux
tests sur une nouvelle
zone tumorale®

Perte complexe des protéines MMR

Mutation BRAF

(—l & de mutation BRAF | Mutation BRAF |

Y

2

Hyperméthylation du
promoteur MLH1

@ d’hyperméthylation Hyperméthylation
de MLH1 de MLH1
4 l 7¢2
C CONSULTATION D'ONCOGENETIQUE )

' En cas de forte suspicion de syndrome de Lynch ou pour les patients métastatiques potentiellement éligibles & un essai d’immunothérapie, les 2 tests
moléculaire et immunohistochimique doivent étre réalisés d’emblée. Une stratégie d’analyse combinée des deux techniques d’emblée est également
possible.

? Un résultat qui n’est pas en faveur du diagnotic de syndrome de Lynch doit néanmoins étre interprété en fonction des données cliniques du patient et de ses
antécédents familiaux, particulierement lorsqu’une prédisposition génétique a une pathologie digestive autre que le syndrome de Lynch est suspectée ou
envisagée.

? Siune discordance persiste le cas doit &tre discuté en centre expert entre cliniciens, anatomopathologistes, biologistes moléculaires et/ou oncogénéticiens.
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b) Adénocarcinomes ceso-gastriques

Figure 10 : Algorithme définissant la cascade de réalisation des tests somatiques et I’orientation
vers une consultation d’oncogénétique pour les adénocarcinomes ceso-gastriques
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En cas de forte suspicion de syndrome de Lynch ou pour les patients métastatiques potentiellement éligibles a un essai d'immunothérapie, les 2 tests

moléculaire et immunohistochimique doivent étre réalisés d’emblée. Une stratégie d’analyse combinée des deux techniques d’emblée est également

possible. L'IHC est privilégiée en premiére intention compte tenu du matériel biopsique de petite taille et de la nécessité de réaliser d’autres potentiels

marqueurs |HC.

Un résultat qui n’est pas en faveur du diagnostic de syndrome de Lynch doit néanmoins étre interprété en fonction des données cliniques du patient et de

ses antécédents familiaux, particulierement lorsqu’une prédisposition génétique a une pathologie digestive autre que le syndrome de Lynch est suspectée ou

envisagée.

’ Le résultat de la recherche d’hyperméthylation du promoteur du test MLH1 sera pris en compte par I'oncogénéticien pour la décision de la suite de la prise
en charge.

“ Si une discordance persiste le cas doit &tre discuté en centre expert entre cliniciens, anatomopathologistes, biologistes moléculaires et/ou oncogénéticiens.

~

5 .,
Avis d’expert.
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F. QUESTION 15 : INDICATIONS D’EVALUATION DU STATUT MMR

TUMORAL DANS LES CANCERS GYNECOLOGIQUES

Les cancers gynécologiques incluent les cancers du sein et les cancers pelviens : endometre, ovaire et

col. Le statut dMMR se rencontrant surtout dans les carcinomes de I'endometre (CE), c’est cette

localisation qui fera I'objet de I’essentiel de ce chapitre.

1. Epidémiologie des tumeurs dMMR dans les cancers gynécologiques

La fréquence du statut dMMR dans le CE localisé a été estimée entre 20 et 30 % dans toutes les
grandes études (Kandoth et al., 2013; Stelloo et al., 2017) (NP1).

Une analyse de I'exome complet a partir des données du TCGA a permis d’évaluer la fréquence du

statut dMMR dans les cancers gynécologiques les plus fréquents (Bonneville et al., 2017) (NP1)

(Tableau 7).
Tableau 7 : pourcentage de tumeurs dMMR dans les différents types tumoraux gynécologiques
Type tumoral % des tumeurs dMMR
NGS (Bonneville | PCR (Stelloo et IHC
etal., 2017) al., 2017)
Carcinomes de 'endomeétre :
Carcinomes de I'endomeétre 32 % (n=542) 24 % (n = 696) 28 % (n = 696)
(Stelloo et al., 2017)
Carcinome endométrioide 25% (n=679)
Carcinome séreux 0(n=53) 6% (n=17)
(Kandoth et al.,
2013)
Carcinosarcome 3.5% (n=57) 18 % (n = 22) (Jones et al., 2014)
7% (n = 231) (Travaglino et al.,
2020b)
Carcinome a cellules claires 19 % (n = 32) (Delair et al., 2017)
carcinomes indifférenciés et 44 % (n = 73) (Travaglino et al.,
dédifférenciés 2020a)
Carcinome du col utérin | 2.6 % (n = 305)
(épidermoide et adénocarcinome)
Adénocarcinome du sein 1.5% (n=1044)
Type tumoral % des tumeurs dMMR

Carcinomes ovariens :

Carcinome séreux

1.4 % (n = 437)

0.3 % (n =358) (Fraune et al., 2020)

Carcinome endométrioide

23 % (n = 35) (Fraune et al., 2020)

Carcinome mucineux

0 (n =34) (Fraune et al., 2020)

Carcinome a cellules claires

0 (n =23) (Fraune et al., 2020)
13% (n = 23) (Willis et al., 2017)
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2. Le cancer de 'endometre

a) Anomalies moléculaires causales du statut dMMR

Environ 75 % des cancers de 'endomeétre (CE) dMMR présentent une perte de I'expression de MLH1
en rapport avec une hyperméthylation de son promoteur (Goodfellow et al., 2015; Stelloo et al.,
2017) (NP1). Parmi les 25 % avec une perte d’une autre protéine (MSH2, MSH6, PMS2) ou de MLH1
sans hyperméthylation, une mutation constitutionnelle (syndrome de Lynch) est mise en évidence
dans environ 20 % des cas, soit 5 % de I'ensemble des CE dMMR (Goodfellow et al., 2015; Latham et
al., 2019) (NP1). Les mutations constitutionnelles de MSH2 seraient les plus fréquemment retrouvées
chez les patientes présentant un CE dans le cadre d’un SL (40 % des cas), suivies de celles de MLH1 et
MSH6 (environ 30 %) (Rossi et al., 2017) (NP2). Les mutations de PMS2 seraient beaucoup plus rares.
Les mutations de MSH6 ont été associées a un risque globalement plus faible de cancers du célon et
de I'endometre que celles de MLH1 et MSH2 (Bonadona et al., 2011) (NP1).

b) Caractéristiques clinico-pathologiques des tumeurs dMMR
Age des patientes et antécédents personnels

Les CE liés a un SL surviennent chez des patientes plus jeunes que chez celles sans mutation
constitutionnelle (dge médian: 54,3 ans versus 62,3 ans) (Goodfellow et al., 2015) (NP1). La
prévalence du SL est de 9 % pour les cas survenant avant 50 ans (Kwon et al., 2011) (NP2). Mais dans
25 % des SL le CE survient aprés 60 ans (Goodfellow et al., 2015) (NP1).

Les tumeurs avec méthylation de MLH1 surviennent chez des femmes plus agées (4ge médian au
diagnostic : 65 ans) que les tumeurs dMMR avec mutation constitutionnelle (3ge médian : 59 ans)
mais également que les tumeurs pMMR (dge médian 60 ans) (Goodfellow et al., 2015; McMeekin et
al., 2016) (NP1).

Dans la majorité des cas associés au SL, le CE serait le premier cancer du spectre (entre 51 et 80 %
des cas) (Lu et al., 2005; Rossi et al., 2017) (NP2). Dans 20 % des cas, il existe un cancer de I'ovaire
synchrone (Rossi et al., 2017) (NP2).

Antécédents familiaux

Un antécédent de cancer du spectre du SL chez un parent au premier degré est associé au risque de
SL. Cependant, dans plus d’un tiers des cas de CE lié au SL, aucun antécédent familial n’est retrouvé,
notamment en cas de transmission par la branche paternelle (Goodfellow et al., 2015) (NP1).

Ces observations ont conduit a proposer une évaluation systématique du statut MMR tumoral du SL
par IHC MMR dans le CE de type endométrioide quel que soit I’dge (Rabban et al., 2014) (NP2). En cas
de perte de MLH1, une recherche d’hyperméthylation de son promoteur doit étre réalisée avant
d’envisager une consultation d’oncogénétique.

Indice de masse corporelle

La prévalence de I'obésité a été retrouvée plus faible chez les patientes présentant une mutation
constitutionnelle dans le systtme MMR comparativement a celles présentant une inactivation
épigénétique de MLH1 ou un statut pMMR (50 % versus 67 % et 70 %, respectivement) (McMeekin et
al., 2016) (NP1).
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Caractéristiques tumorales

Le type histologique des carcinomes de I'endométre dMMR est le plus souvent endométrioide (plus
de 90 % des cas) (Kommoss et al., 2018) (NP1). Si 30 % des carcinomes endométrioides sont dAMMR,
la proportion serait de 19 % pour les carcinomes a cellules claires (Delair et al., 2017) (NP2), 3,5 a
18 % pour les carcinosarcomes (Travaglino et al., 2020b) (NP2) et 44 % pour les carcinomes
indifférenciés et dédifférenciés (Travaglino et al., 2020a) (NP2). Dans les données du TCGA, aucun
carcinome séreux (n = 53) ne présentait de statut dMMR (Kandoth et al., 2013) (NP2).

Les CE associés au SL siégeraient de facon préférentielle au niveau du segment inférieur de I'utérus
mais cela ne semble pas étre le cas des tumeurs avec méthylation de MLH1 (Rossi et al., 2017,
Westin et al., 2008) (NP2).

Les tumeurs dMMR présentent des caractéristiques histologiques spécifiques : important infiltrat
lymphocytaire intra-tumoral, présence d’un contingent tumoral indifférencié coexistant avec un
contingent de grade 1 ou 2 (Garg and Soslow, 2009) (NP2), grade plus élevé (47 % de G3, (Kommoss
et al., 2018; Raffone et al., 2020) (NP1)) et fréquence accrue d’emboles tumoraux vasculaires.

La méthylation de MLH1, mais pas les mutations constitutionnelles, a été associée a un stade FIGO
plus élevé que les tumeurs pMMR (McMeekin et al., 2016) (NP2). Dans une méta-analyse, les
tumeurs dMMR présentent plus souvent un envahissement ganglionnaire (stade IlIC) que les
tumeurs endométrioides TP53 non mutées et pMMR (« low-copy number ») (Raffone et al., 2020)
(NP2).

Au total, les tumeurs dMMR sont associées a des facteurs de mauvais pronostic (grade, emboles
tumoraux vasculaires, stade FIGO) et sont plus souvent classées a haut risque de rechute selon la
classification cliniqgue de FESMO (Colombo et al., 2016) comparativement aux tumeurs
endométrioides TP53 non mutées et pMMR (34 versus 14 %) (Kommoss et al., 2018) (NP1).

c) Valeur pronostique indépendante du statut dMMR dans les cancers de I'endométre
localisés (stade FIGO | a lll)

Les données du TCGA ont permis de définir 4 groupes moléculaires de cancer de I'endometre (CE) :
ultra-muté associé a une mutation inactivatrice du domaine exonucléase de POLE (5 %), hypermuté
dMMR (30 %), « serous-like » (20 %) caractérisé par une mutation de TP53 et un nombre élevé
d’altérations du nombre de copies de genes (« copy number high ») et enfin un groupe avec peu de
mutations et un faible nombre d’altérations du nombre de copie (« copy number low), pMMR et sans
mutation de TP53 ni POLE (45 %) (Kandoth et al., 2013) (NP1). Cette classification a un intérét
pronostique : Les tumeurs de meilleur pronostic sont celles mutées POLE alors que le plus mauvais
pronostic est associé aux tumeurs « serous-like ». Les tumeurs dMMR et « copy number low » ont un
pronostic intermédiaire. Ces données du TCGA sont a la base de la classification Promise permettant
de distinguer les 4 groupes moléculaires par le séquencage du domaine exonucléase de POLE et
I’analyse par IHC de I'expression des protéines du systeme MMR et TP53 (Kommoss et al., 2018)
(NP1). Dans la méta-analyse des études évaluant la classification Promise, les tumeurs dMMR étaient
associées en analyse univariée a un mauvais pronostic comparativement aux tumeurs « copy number
low » (PMMR TP53 et POLE non mutés). Cependant, cette différence disparaissait en analyse
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multivariée prenant en compte les autres facteurs pronostiques (grade, stade, présence d’emboles,
degré d’envahissement du myometre, age) (Raffone et al., 2019) (NP1).

En conclusion : Si on tient compte de facteurs pronostiques cliniques, les tumeurs dMMR sont de
pronostic équivalent aux tumeurs « copy number low » (pMMR, TP53 et POLE sauvage) et de
meilleur pronostic que les tumeurs « serous-like » (TP53 muté).

d) Efficacité des traitements adjuvants et statut MMR
Radiothérapie pelvienne dans les tumeurs de risque intermédiaire haut

L’étude Portec 2 a comparé la radiothérapie pelvienne post-opératoire a une curiethérapie du fond
vaginal dans les tumeurs de pronostic intermédiaire haut selon la classification de 'ESMO (stade 1B
G1-2 avec emboles ou IA G3). Globalement, les 2 bras étaient équivalents sur le taux de récidive
vaginale mais le taux de récidive pelvienne était significativement plus important dans le bras
« curiethérapie ». Au cours d’une analyse post-hoc, le surcroit de récidive pelvienne dans ce bras
s’est révélé limité aux tumeurs « serous-like » ou avec de nombreux emboles tumoraux vasculaires
ou surexprimant LLCAM (Wortman et al., 2018) (NP2).

Ainsi, ces données suggerent que lindication de radiothérapie pelvienne dans les tumeurs de
pronostic intermédiaire haut pourrait étre limitée aux tumeurs « serous-like » ou avec de nombreux
emboles tumoraux vasculaires ou surexprimant LICAM. Dans les tumeurs dMMR sans embole, la

curiethérapie serait suffisante.
Chimiothérapie adjuvante dans les tumeurs a haut risque

L'étude Portec 3 a évalué I'apport de la chimiothérapie adjuvante dans les tumeurs a haut risque
(selon la classification de I'ESMO) en plus de la radiothérapie pelvienne (tumeurs IB grade 3 ou avec
emboles, stades IlI-lll, histologie non endométrioide). Les résultats ont montré qu’il existait un
bénéfice modeste mais statistiquement significatif de la chimiothérapie adjuvante en termes de
survie sans récidive et de survie globale (de Boer et al., 2019) (NP1).

Une analyse post-hoc a été réalisée pour évaluer ces résultats en fonction de la classification
moléculaire. Il a ainsi pu étre démontré que les patients atteints de tumeurs « serous-like » (profil
TP53 muté en IHC, pMMR, POLE non muté) tiraient un bénéfice absolu de la chimiothérapie
adjuvante de 25 % en termes de survie sans récidive alors que celui-ci était nul pour les patients
atteints de tumeurs dMMR (Ledn-Castillo et al., 2020) (NP2).

e) Place de I'évaluation du statut MMR dans la recherche du syndrome de Lynch

On estime qu’environ 2 % de tous les CE sont liés au SL et que restreindre I’accés au diagnostic de SL
aux patients avec CE présentant des critéres d’age ou d’antécédents personnels et/ou familiaux
empéche le diagnostic de 30 % et 40 % des SL (Goodfellow et al., 2015) (NP1). Ainsi, au cours de ces
derniéres années, l'intérét d’une stratégie d’évaluation du statut MMR tumoral (avec indication de
consultation d’oncogénétique en cas de statut dMMR) pour toutes les femmes diagnostiquées avec
un CE a pu étre démontré et a permis de valider cette évaluation systématique du statut MMR
tumoral, également connue sous le nom de dépistage universel (ou « universal screening »).
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L’évaluation systématique du statut MMR tumoral a été depuis recommandée dans le CE par
plusieurs sociétés (Dillon et al., 2017; Adar et al., 2018; Kahn et al., 2019) (NP1).

Ainsi, avec la diffusion de la réalisation des tests MMR tumoraux sur le territoire frangais et compte
tenu de la meilleure couverture d’identification du SL qu’il apporte, une évaluation systématique du
statut MMR tumoral doit étre proposée pour tout CE.

Recommandation a visée oncogénétique

Une évaluation systématique du statut MMR tumoral est recommandée dés le diagnostic pour tout
cancer de 'endométre, quels que soient le stade, I'age et le contexte personnel et familial du patient
(grade A).

f) Place de I’évaluation du statut MMR dans la décision thérapeutique en adjuvant

Selon les recommandations de I'ESMO publiées en 2016, les indications de traitement adjuvant
(radiothérapie externe, curiethérapie, chimiothérapie) reposaient sur des facteurs pronostiques
cliniques (Colombo et al., 2016) (NP1). Ces facteurs étaient: le stade FIGO, le type histologique
(endométrioide versus non endométrioide), le grade et la présence ou non d’emboles tumoraux
vasculaires ou lymphatiques. Ces recommandations ne tenaient pas compte de la classification
moléculaire.

Les tumeurs dites a haut risque, pour lesquelles il existait une indication de radiothérapie pelvienne
et chimiothérapie, étaient en particulier définies par un « haut grade » qui recouvre les carcinomes
endométrioides de grade 3 (G3), les carcinomes séreux, a cellules claires et indifférenciées ainsi que
les carcinosarcomes.

Plusieurs études ont cependant rapporté une reproductibilité inter-observateur suboptimale, méme
parmi des pathologistes experts, pour l'identification de ces tumeurs, aussi bien concernant la
définition du grade 3 versus 2 que pour la distinction endométrioide / séreux (Murali et al., 2019)
(NP2).

Indépendamment des difficultés de classification morphologique, les carcinomes endométrioides de
G3 sont hétérogenes sur le plan moléculaire. Dans une étude, 36.2 % ont été classés dMMR, 12.9 %
POLE muté, 20.7 % « serous-like », et 30.2 % « low copy number ». En analyse multivariée incluant le
stade FIGO et I'age, les statuts POLE muté et dMMR étaient des facteurs pronostiques indépendants
associés a une meilleure survie sans rechute des tumeurs de G3; alors que la présence d’une
mutation de TP53 était associée a un mauvais pronostic (Bosse et al., 2018) (NP2). Plus rarement, des
carcinomes endométrioides de grade 1-2 pourraient également étre classés « serous-like », mais leur
pronostic n’est pas clairement défini (Beinse et al., 2020) (NP2).

L'identification des tumeurs « serous-like » ne peut pas reposer uniquement sur I'lHC TP53. En effet,
certaines tumeurs mutées POLE ou dMMR peuvent présenter une mutation de TP53 qui n’a pas alors
de valeur pronostique péjorative (Soslow et al., 2019) (NP1). Il est donc nécessaire d’associer
systématiquement a I'lHC TP53, une évaluation du statut MMR par IHC et idéalement un séquencage
de POLE.
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Pour ces raisons, la Société Internationale de Gynéco-Pathologie recommande I'utilisation en routine
de la classification Promise (séquencage domaine exonucléase de POLE, IHC TP53, MSH6 et PMS2)
pour les carcinomes endométrioides de G3 afin de mieux identifier les tumeurs serous-like de plus
mauvais pronostic et qui requiérent un traitement adjuvant (Soslow et al., 2019) (NP1).

En janvier 2021, la société européenne d’oncologie gynécologique (ESGO), la société européenne de
radiothérapie et d’oncologie (ESTRO) et la société européenne de pathologie (ESP) ont
conjointement recommandé I'utilisation de la classification moléculaire Promise pour I’'ensemble des
carcinomes de I'endometre (Concin et al., 2021) (NP1).

Selon ces recommandations, les carcinomes endométrioides de stade 1 ou 2 du groupe TP53 muté
justifieraient d’une chimiothérapie adjuvante systématique alors qu’elle ne serait pas indiquée pour
les tumeurs des autres groupes moléculaires.

La chimiothérapie adjuvante reste indiquée dans les tumeurs dMMR de stade llI-IVA ou d’histologie
non endométrioide (a cellules claires, indifférenciées, carcinosarcome, séreux) en raison d’un plus
mauvais pronostic (Travaglino et al., 2020a) (NP2).

Recommandation a visée thérapeutique

L’évaluation combinée du statut MMR tumoral avec les autres critéres de la classification Promise
(immunohistochimie TP53, mutation POLE) est recommandée dans tous les cancers de 'endometre,
spécialement les tumeurs endométrioides de haut grade pour faciliter I'identification des tumeurs
« serous-like » (de pronostic sombre) et discuter un traitement adjuvant (grade B).

g) Evaluation du statut MMR & visée théranostique dans les cancers métastatiques :
indication de I'immunothérapie

Dans les cancers de I’endomeétre métastatiques, la fréquence du statut dMMR a été estimée entre
15 et 20% (Soumerai et al., 2018) (NP1). Aucune étude n’a rapporté le pronostic des cancers
métastatiques en fonction du statut MMR.

L'immunothérapie avec un anti-PD1 a été évaluée spécifiquement dans le CE dMMR. Plusieurs essais
de phase Il réalisés chez des patientes prétraitées par chimiothérapie ont retrouvé des taux de
réponse de 27 a 57 % alors qu’ils sont inférieurs a 10 % pour les tumeurs pMMR (Le et al., 2015;
Marabelle et al., 2020; Oaknin et al., 2020; Ott et al., 2017) (NP1).

Dans I'essai de phase Il le plus large, évaluant le pembrolizumab chez 49 patientes, le taux de
réponse était de 57 % et la PFS de 25 mois. La médiane de durée de réponse n’était pas atteinte
(Marabelle et al., 2020). Pour comparaison, dans une étude de phase lll en 2° ligne, la chimiothérapie
par doxorubicine ou taxol hebdomadaire était associée a un taux de réponse de 11 % et une PFS de
4,0 mois (McMeekin et al., 2015)(NP1).

Aucun ICl ne dispose actuellement d’AMM dans cette indication en Europe. Cependant, plusieurs
essais sont en cours. Une ATU de cohorte pour le dostarlimab a été initiée en novembre 2020 dans le
CE métastatique dMMR en échec apres une ligne de chimiothérapie a base de platine
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(https://www.ansm.sante.fr/afssaps/Activites/Autorisations-temporaires-d-utilisation-ATU/ATU-de-
cohorte-en-cours/Liste-des-ATU-de-cohorte-en-cours/DOSTARLIMAB-50-mg-ml-solution-pour-
perfusion).
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Recommandation a visée thérapeutique

Si le statut n'a pas été recherché précédemment, I'évaluation du statut MMR tumoral est
recommandée dans le cancer de I'endomeétre en rechute ou avancé pour évaluer I'éligibilité a une
immunothérapie (grade B).

Lorsqu’une immunothérapie est envisagée, un statut dMMR-IHC doit étre confirmé
systématiquement en biologie moléculaire : dans le cancer du célon, il a été observé un taux élevé
d’échec primaire de I'immunothérapie di a des faux-positifs de déficience MMR lorsqu’un seul test
était réalisé (IHC seule ou PCR seule) (Cohen et al., 2019) (NP2) mais il n’y a pas de données dans le
cancer de I'endomeétre.

Recommandations
Spécificités techniques :

Il est recommandé d’évaluer le statut MMR tumoral par IHC, avec les anticorps dirigés contre les
quatre protéines MMR, en premiere intention dans les cancers de 'endometre, (grade B).

En cas de statut dMMR-IHC ou de résultat équivoque (douteux), I'évaluation du statut MMR tumoral
en biologie moléculaire est recommandée avant |'orientation vers une consultation d’oncogénétique
ou la prescription d’'une immunothérapie (grade B).

En cas de forte suspicion de syndrome de Lynch, il est recommandé de réaliser d’emblée les 2 tests
moléculaires (PCR) et immunohistochimique (grade B).

Si une discordance persiste aprés les tests moléculaires et immunohistochimiques, il est
recommandé de discuter le cas en centre expert, entre cliniciens, anatomopathologistes, biologistes
moléculaires et/ou oncogénéticiens (accord d’experts).

Orientation vers une consultation d’oncogénétique :

Pour le clinicien, il est recommandé d’interpréter un résultat de test MMR tumoral qui n’est pas en
faveur du diagnostic de syndrome de Lynch en fonction des données cliniques de la patiente et de
ses antécédents familiaux, particulierement lorsqu’une prédisposition génétique au cancer de
I’endometre autre que le syndrome de Lynch est suspectée ou envisagée. Une consultation
d’oncogénétique doit alors étre proposée a la patiente (accord d’experts).

La recherche d’une hyperméthylation du promoteur de MLH1 est recommandée en cas de perte
d’expression de MLH1 avant d’envisager une consultation d’oncogénétique afin de discriminer les
cancers liés au syndrome de Lynch et les cancers sporadiques (grade A).

3. Autres cancers gynécologiques : Cancer de I'ovaire

Il existe 5 sous types histologiques de carcinome ovarien qui présentent des altérations moléculaires
distinctes : séreux de haut grade (le plus fréquent), séreux de bas grade, endométrioide, mucineux et
a cellules claires (Prat, 2012) (NP1). Le statut dMMR a été observé essentiellement dans les cancers
endométrioides (10 a 20% des cas) et le plus souvent en rapport avec une méthylation du
promoteur de MLH1 (Fraune et al., 2020; Kramer et al., 2020) (NP1). Dans les cas de cancers
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endométrioides de I'endometre synchrones avec un carcinome ovarien de méme histologie, la
proportion de MSI était également de 20 % (Soliman et al., 2005) (NP2).

Le statut dMMR est plus rare dans les autres types histologiques : 2 a 10 % dans les cancers a cellules
claires (Willis et al., 2017; Fraune et al., 2020) (NP2), < 2 % dans les carcinomes séreux et encore plus
exceptionnel dans les carcinomes mucineux.

Avec la limite du faible effectif, le statut dMMR dans les cancers endométrioides ne semblait pas
associé a des caractéristiques cliniques particulieres (Fraune et al., 2020) (NP2). Dans deux séries de
respectivement 36 et 511 cas de carcinomes endométrioides de I'ovaire, les 4 sous types
moléculaires décrits dans le CE étaient retrouvés dans des proportions similaires (Cybulska et al.,
2019; Kramer et al., 2020) (NP1). Tout comme dans le CE, les carcinomes endométrioides ovariens
dMMR étaient associés a un meilleur pronostic que ceux TP53 mutés.

Parmi 80 patientes avec SL présentant un cancer de 'ovaire, le type histologique le plus fréquent
était le carcinome séreux suivi du type endométrioide. L’age de survenue était plus jeune que dans
les formes sporadiques (Akbari et al., 2017) (NP2).

Recommandations pour les cancers de 'ovaire
A visée oncogénétique et thérapeutique :

Il est recommandé d’évaluer systématiquement le statut MMR tumoral dans les carcinomes
endométrioides ou a cellules claires, quels que soient le stade, I'age et le contexte familial et
personnel du patient, afin d’identifier les patients potentiellement atteints du syndrome de Lynch et
d’évaluer I'éligibilité a un essai clinique d’'immunothérapie existant dans les formes métastatiques
résistantes aux traitements usuels (grade B).

Dans les carcinomes de I’ovaire non endométrioides ou non a cellules claires, il n’est pas
recommandé d’évaluer le statut MMR tumoral systématiqguement mais cette évaluation est
recommandée dans un contexte évocateur de syndrome de Lynch et pour évaluer I'éligibilité a des
essais cliniques d’immunothérapie existant dans les formes métastatiques résistantes aux
traitements usuels (accord d’experts).

Spécificités techniques :

Il n’existe pas de données suffisantes pour recommander une technique plutét qu’une autre (IHC ou
biologie moléculaire) pour évaluer le statut MMR tumoral en premiere intention (accord d’experts).
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4. Algorithme définissant la cascade de réalisation des tests somatiques
et I'orientation vers une consultation d’oncogénétique

a) Cancer de I'endomeétre

Figure 11 : Algorithme définissant la cascade de réalisation des tests somatiques et I’orientation
vers une consultation d’oncogénétique pour les cancers de I'endométre
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En cas de forte suspicion de syndrome de Lynch, les 2 tests moléculaire et immunohistochimique doivent étre réalisés d’emblée. Une stratégie d’analyse
combinée des deux techniques d’emblée est également possible.

Un résultat qui n’est pas en faveur du diagnostic de syndrome de Lynch doit néanmoins étre interprété en fonction des données cliniques du patient et de
ses antécédents familiaux, particulierement lorsqu’une prédisposition génétique au cancer de I'endomeétre autre que le syndrome de Lynch est suspectée ou
envisagée.

Si une discordance persiste le cas doit étre discuté en centre expert entre cliniciens, anatomopathologistes, biologistes moléculaires et/ou oncogénéticiens.
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b) Cancers de I'ovaire

Figure 12 : Algorithme définissant la cascade de réalisation des tests somatiques et I’orientation
vers une consultation d’oncogénétique pour les cancers de I'ovaire
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En cas de forte suspicion de syndrome de Lynch, les 2 tests moléculaire et immunohistochimique doivent étre réalisés d’emblée. Compte tenu du fait que les
performances de I'HC et de la PCR n’ont pas été comparés dans le cancer de I'ovaire, une stratégie d’analyse combinée des deux techniques d’emblée est
également possible.

Un résultat qui n’est pas en faveur du diagnostic de syndrome de Lynch doit néanmoins étre interprété en fonction des données cliniques du patient et de
ses antécédents familiaux, particulierement lorsqu’une prédisposition génétique au cancer de I'ovaire autre que le syndrome de Lynch est suspectée ou
envisagée.

Le résultat de la recherche d’hyperméthylation du promoteur du test MLH1 sera pris en compte par I'oncogénéticien pour la décision de la suite de la prise
en charge.

Si une discordance persiste le cas doit étre discuté en centre expert entre cliniciens, anatomopathologistes, biologistes moléculaires et/ou oncogénéticiens.
Avis d’expert.
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G. QUESTION 16 : INDICATIONS D’EVALUATION DU STATUT MMR
TUMORAL DANS LES TUMEURS SEBACEES ET AUTRES TUMEURS
CUTANEES

1. Définition
Le syndrome de Muir-Torre (SMT) est le nom donné au syndrome de Lynch (SL) lorsque le patient
est atteint d’une tumeur cutanée. L'acronyme SMT-SL, ou MT-LS en anglais, est désormais employé.

RECOMMANDATIONS PROFESSIONNELLES
Evaluation du statut MMR tumoral »> ARGUMENTAIRE

94



Chapitre 5 : Indications d’évaluation
du statut MMR tumoral

Outre les cancers habituels du spectre Lynch, ce syndrome associe des tumeurs sébacées (adénomes,
sébacéomes, carcinomes sébacés (CS), tumeurs sébacées difficiles a classer) et des
kératoacanthomes multiples. Des tumeurs cutanées avec une différenciation sébacée (par exemple :
carcinome épidermoide ou basocellulaire a différenciation sébacée) peuvent étre associées de
maniere exceptionnelle.

2. Epidémiologie du SMT-SL

La fréquence du SMT-SL varie de 1% a 9,2 % des patients et de 8,7 a 28 % des familles avec un SL
prouvé (Ponti et al., 2006; South et al., 2008; Adan et al., 2018) (NP3, NP2, NP2).

L’incidence du SMT-SL, parmi les patients avec une tumeur sébacée, a été peu étudiée et varie de
5,8 a 29 % (Ponti et al., 2005; Lee et al., 2012; Everett et al., 2014; Marcoval et al., 2019) (NP3, NP3,
NP2, NP3). Une seule étude comportait une recherche de mutation constitutionnelle des gegnes MMR
de tous les patients (86 patients) ayant eu au moins une tumeur sébacée et obtenait une incidence
de 29 % du SMT-SL parmi les tumeurs sébacées (Everett et al., 2014) (NP2). Une autre étude de 89
patients avec au moins une tumeur sébacée et ayant eu une recherche de mutation constitutionnelle
des genes MMR a trouvé une fréquence du SMT-SL de 45 % mais il s’agissait de tumeurs sébacées
sélectionnées sur des critéres cliniques (Roberts et al., 2014) (NP3).

3. Analyse immunohistochimique des tumeurs cutanées

La plupart des études publiées concernant les tumeurs cutanées n’ont pas comparé IHC et biologie
moléculaire, ni IHC et une recherche de mutation constitutionnelle des genes MMR. De plus, la
plupart de ces études, anciennes, n’ont étudié I’expression que de 2 protéines (MLH1 et MSH2) ou 3
protéines (ajout de MSH6) au lieu de celle des 4 protéines, actuellement recommandée. Les données
issues de la littérature sont donc incomplétes, limitant leur interprétation.

a) Fréquence du statut dMMR et types de statuts dMMR dans les tumeurs cutanées

Le statut dMMR parmi des tumeurs sébacées non sélectionnées varie de 5,4 a 66 % (En annexe,
Tableau 16), la plus importante série étant une série australienne ayant porté sur 919 tumeurs
sébacées, pour lesquelles le statut dMMR était observé dans 30,7 % des cas (Walsh et al., 2019)
(NP2).

Le Tableau 16 (en annexe), résume les données des principales études d’IHC sur les protéines du
systeme MMR en pathologie dermatologique. Le statut dMMR concerne préférentiellement la perte
d’expression des protéines MSH2 et MSH6 avec des fréquences variant de 50 a 100 % des tumeurs
testées. En moyenne 65 a 75 % des tumeurs ont une perte de MSH2 et MSH6. Le 2° statut le plus
fréquent, est la perte combinée des protéines MLH1/PMS2, qui varie de 7 a 50 % des tumeurs
testées, avec une moyenne de 20 %. La perte isolée de MSH6 est un événement rare, observé
seulement dans 4 a 29 % des tumeurs (en moyenne 10 % des cas), tandis que la perte isolée de PMS2
est un phénomene exceptionnel (1 a 7 % des tumeurs). D’autres statuts dMMR complexes ont aussi
été exceptionnellement rapportés. (Chhibber et al., 2008; Mojtahed et al., 2011; Lee et al., 2012;
Roberts et al., 2013; Everett et al., 2014) (NP3, NP3, NP3, NP3, NP2).
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Une étude a proposé de limiter a 2 anticorps (MSH6/PMS2) le screening des tumeurs du spectre
Lynch, dont des tumeurs sébacées, pour limiter les colts des analyses (Mojtahed et al., 2011) (NP3).
Comme expliqgué dans le chapitre immunohistochimie (cf. supra), il est recommandé de faire
I’'analyse avec les anticorps dirigés contre les quatre protéines MMR.

b) Types histologiques associés avec un statut dMMR

Les tumeurs cutanées, ayant le plus fréquemment une perte d’expression des protéines du systeme
MMR, sont les adénomes sébacés (AS), 12 a 86 % d’entre eux ayant un statut dMMR. Les
sébacéomes et les carcinomes sébacés sont des tumeurs plus rares. La fréquence d’un statut dMMR
dans ces tumeurs varie respectivement de 24 a 62 % et de 10 a 62 %.

Un statut dMMR est rarement observé dans des hyperplasies sébacées, toujours dans un contexte
de SMT-SL (donc associé a un cancer profond ou a d’autres tumeurs sébacées). Il n’est jamais
observé dans des hyperplasies sébacées isolées (Mathiak et al., 2002; Popnikolov et al., 2003;
Cesinaro et al., 2007; Singh et al., 2008; Orta et al., 2009; Joly et al., 2015; Plocharczyk et al., 2013)
(NP3). Attention, I'analyse d’hyperplasies sébacées en IHC peut s’avérer trompeuse chez des patients
avec un SMT-SL prouvé : 4 hyperplasies sébacées de patients avec un SMT-SL avaient un statut
PMMR (44 % des hyperplasies sébacées) quand les autres tumeurs cutanées ou profondes des
mémes patients avaient un statut dMMR (Orta et al., 2009) (NP3).

Un statut dMMR a aussi été rarement rapporté dans des tumeurs cutanées variées avec
différenciation sébacée: tumeurs sébacées kystiques (Mathiak et al, 2002), carcinomes
basocellulaires ou épidermoides a différenciation sébacée (Walsh et al., 2019) (NP2), ou des tumeurs
sébacées inclassables ou atypiques (Mojtahed et al., 2011; Plocharczyk et al., 2013; Lamba et al.,
2015) (NP3).

Il peut aussi étre observé un statut dMMR dans des kératoacanthomes associés a un SMT-SL, mais
jamais dans des kératoacanthomes isolés (Mathiak et al., 2002; Ponti et al., 2005; Kuwabara et al.,
2018) (NP3). De méme, chez les patients avec un SMT-SL prouvé, un statut dMMR peut étre observé
dans des tumeurs ou lésions épithéliales épidermiques variées comme des kératoses séborrhéiques,
des stuccokératoses, des papillomes, etc. (Swale et al., 1999) (NP3). A I'inverse, il n’y a jamais de
statut dMMR dans les hamartomes verruco-sébacés (Popnikolov et al., 2003; Lamba et al., 2015)
(NP3).

Il 'y a pas de particularités histologiques permettant de différencier une tumeur sébacée avec un
statut dMMR d’une tumeur sébacée sporadique (Mathiak et al., 2002; Singh et al., 2008) (NP3).

c) Siege et nombre des tumeurs sébacées associées a un statut dMMR

Les tumeurs sébacées avec un statut dMMR prédominent sur les membres (65 a 92 % contre 23 a
27 % des tumeurs de I'extrémité céphalique), et dans la plupart des grandes études, cette différence
était significative (Singh et al., 2008; Orta et al., 2009; Walsh et al.,, 2019) (NP3, NP3, NP2).
Cependant, des études opposées ont aussi été publiées (Ponti et al., 2005) (NP3).

De méme, I'association SMT-SL et carcinome sébacé périoculaire est tres discutée : cette topographie
est exclue de la recherche du SMT-SL dans les recommandations nord-américaines sur les
carcinomes sébacés (Liau et al., 2014; Owen et al., 2019) (NP3, NP2). Cependant, 10 a 15 % des
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carcinomes sébacés oculaires des plus grandes séries de CS de cette topographie avaient un statut
dMMR en IHC, aucune analyse génétique n’ayant été réalisée (Gaskin et al., 2011; Rajan Kd et al.,
2014) (NP3).

Les tumeurs sébacées sont le plus souvent multiples chez les patients avec un SMT-SL (Roberts et al.,
2013; Everett et al., 2014) (NP3, NP2) : ce critere (2 tumeurs sébacées ou plus) a été inclus dans le
Score de Risque de SMT-SL de la Mayo-Clinic (Roberts et al., 2014) (NP3).

d) Age et sexe des patients avec un statut dMMR

Le statut dMMR concerne plus fréquemment des hommes que des femmes, avec une fréquence de 8
a 43 % de femmes pour 57 a 92 % d’hommes (Ponti et al., 2005; Roberts et al., 2013; Schon et al.,
2018; Walsh et al., 2019) (NP3, NP3, NP2, NP2). Cette différence est exceptionnellement significative,
ce d’autant que les tumeurs sébacées sporadiques sont plus fréquemment observées chez les
hommes (sex-ratio de 2 hommes pour 1 femme) (Walsh et al., 2019) (NP2).

Les patients avec un statut dMMR ont en général leur 1™ tumeur sébacée plus jeune que ceux avec un
statut pMMR. L’dge moyen de survenue de la 1™ tumeur sébacée varie de 54,0 ans a 66,6 ans contre
68,2 ans a 72,4 ans pour les patients avec une tumeur sébacée sans lien avec un SMT-SL ni statut dMMR ;
cette différence n’étant pas toujours significative (Ponti et al., 2005; Singh et al., 2008; Ponti et al., 2014;
Everett et al., 2014; Schon et al., 2018; Marcoval et al., 2019) (NP3, NP3, NP3, NP2, NP2, NP2). A I'inverse,
dans la plus grande étude australienne, I'age de survenue des tumeurs sébacées était similaire quel que
soit le statut MMR en IHC (dAMMR : 67,7 ans et pMMR : 68,4 ans) (Walsh et al., 2019) (NP2).

Certains auteurs ont proposé de limiter aux patients de moins de 50 ans ou d’appliquer un critére
d’age de 50 ans pour évaluer le statut MMR tumoral afin d’identifier les patients potentiellement
atteints du SMT-SL (Abbas and Mahalingam, 2009; Owen et al., 2019) (NP3, NP2).

Recommandations pour les tumeurs sébacées et autres tumeurs cutanées
A visée oncogénétique :

L’évaluation systématique du statut MMR tumoral est recommandée dans toutes les tumeurs
sébacées avec pour but d’identifier les patients potentiellement atteints d’'un syndrome de Muir-
Torre - Syndrome de Lynch (SMT-SL). (grade B).

Remarque : en I'état actuel des connaissances, ce statut n’a pas d’impact pronostique ou
thérapeutique dans ces tumeurs.

Il n’est pas recommandé d’utiliser des criteres d’age, de sexe ou de localisation de la tumeur cutanée
sébacée pour sélectionner les patients pour lesquels évaluer le statut MMR tumoral. (accord
d’experts).

Remarque : la topographie périoculaire n’écarte pas I'association avec un SMT-SL, méme si celle-ci
demeure rare.

L’évaluation systématique du statut MMR tumoral pour identifier les patients potentiellement
atteints du SMT-SL n’est pas recommandée a partir d’'une tumeur cutanée non sébacée, méme avec
différenciation sébacée partielle (accord d’experts).

Spécificités techniques :
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Il est recommandé d’utiliser, en premiére intention, I'immunohistochimie (avec les anticorps dirigés
contre les quatre protéines MMR) pour dépister un SMT-SL dans les tumeurs sébacées (adénomes,
sébacéomes, carcinomes sébacés, tumeurs sébacées difficiles a classer) (accord d’experts).

L’évaluation du statut MMR tumoral par immunohistochimie a partir d’'un kératoacanthome ou
d’une hyperplasie sébacée n’est pas recommandée du fait du risque important de faux négatifs.
Cependant, lorsqu’il s’agit du seul tissu disponible, chez un patient avec une histoire clinique
évocatrice de SMT-SL, I'analyse immunohistochimique peut étre réalisée, sous réserve qu’un statut
PMMR n’exclut pas un SMT-SL (accord d’experts).

L’évaluation du statut MMR tumoral par immunohistochimie n’est pas recommandée a partir d’'une
tumeur cutanée non sébacée, méme avec différenciation sébacée partielle (accord d’experts).

La recherche d’une instabilité microsatellitaire peut étre réalisée dans les tumeurs sébacées pour
identifier les patients potentiellement atteints du syndrome de Muir-Torre, en complément de
I'immunohistochimie. Une comparaison avec du tissu sain est alors nécessaire (accord d’experts).

4. Analyse moléculaire des tumeurs cutanées pour identifier les patients
potentiellement atteints du SMT-SL

La présence d’une instabilité des microsatellites a été rapportée dans 37 a 100 % des tumeurs
sébacées associées a un SMT-SL (Honchel et al., 1994; Kruse et al., 1998; Entius et al., 2000; Mathiak
et al., 2002; Cesinaro et al., 2007; Everett et al., 2014; Lamba et al., 2015) (NP3, NP3, NP3, NP3, NP3,
NP2, NP2). Une étude avait rapporté une fréquence tres faible (5,9 %) de linstabilité des
microsatellites mais elle portait aussi sur de nombreux kératoacanthomes qui ont moins
fréguemment un statut dMMR/MSI (Ponti et al., 2005) (NP3). Différents panels de microsatellites ont
été utilisés (En annexe, Tableau 17).

Le taux de discordance entre la biologie moléculaire et I'immunohistochimie était jusqu’a récemment
rapporté trés faible, mais le plus souvent dans des études avec un nombre limité de cas (En annexe,
Tableau 17). L’instabilité des microsatellites a été cherchée par panel NCI-Pentaplex (2 études) et par
Panel NCI-Bethesda (8 études), et la concordance avec les résultats d’IHC semble meilleure pour le
Panel NCI-Bethesda : 7 études avec une concordance de 100 % et 1 étude avec une concordance de
93 % (Entius et al., 2000; Harwood et al., 2001; Machin et al., 2002; Mathiak et al., 2002; Ponti et al.,
2005; Ponti et al., 2006; Cesinaro et al., 2007; Pagin et al., 2013; Ponti et al., 2014; Rajan Kd et al.,
2014) (NP3, NP3, NP3, NP3, NP3, NP3, NP3, NP3, NP2, NP3). Pour le panel NCI-Pentaplex, il existait
de 18 a 54 % de discordances (Mojtahed et al., 2011; Lamba et al., 2015) (NP3).

L’étude avec la plus large série (138 tumeurs analysées) rapportait 18 % de discordances, mais dans
cette étude, 2 anticorps seulement (MLH1 et MSH2) étaient utilisés pour I'lHC (Lamba et al., 2015)
(NP3).

Les discordances dans les autres études publiées portaient sur une perte isolée de MSH6 (statut MSI-
Low ou MSS), une perte de MSH2 (statut MSS), ou une perte combinée de MLH1/PMS2 (statut MSS)
et une tumeur sans perte d’expression (pMMR-IHC) mais MSI-Low (Cesinaro et al., 2007; Mojtahed et
al., 2011; Everett et al., 2014) (NP3).

RECOMMANDATIONS PROFESSIONNELLES
Evaluation du statut MMR tumoral »> ARGUMENTAIRE

98



Chapitre 5 : Indications d’évaluation
du statut MMR tumoral

L'instabilité des microsatellites intéresse tous les types histologiques de tumeurs sébacées, dans des
proportions similaires a celles décrites ci-dessus pour I'lHC.

Aucune étude ne s’est intéressée a la fréquence d’une instabilité microsatellitaire par rapport au
sexe, a I'age, la localisation ou le caractere multiple des tumeurs cutanées notamment sébacées.

Enfin, la recherche d’une hyperméthylation du promoteur de MLH1 a été exceptionnellement
cherchée et trouvée chez des patients sans histoire clinique suggestive de SMT-SL (4 cas avec perte
de MLH1 ou du couple MLH1/PMS2) (Joly et al., 2015; Kuwabara et al., 2018) (NP3). Dans tous les cas
il s’agissait de patients ayant eu une tumeur sébacée sporadique, sans mutation germinale de MLH1.
De plus larges études sont nécessaires pour en connaitre la fréquence exacte dans les tumeurs
cutanées. La présence d’une mutation du gene BRAF a été exceptionnellement étudiée dans des
tumeurs sébacées, sans corrélation avec un statut dMMR.

Recommandations pour les tumeurs sébacées
Spécificités techniques :

La recherche d’une instabilité microsatellitaire peut étre réalisée dans les tumeurs sébacées pour
dépister un syndrome de Muir-Torre, en complément de I'immunohistochimie. Une comparaison
avec du tissu sain est alors nécessaire (accord d’experts).

Orientation vers une consultation d’oncogénétique :

Dans le cadre des tumeurs sébacées avec perte combinée de MLH1/PMS2, en I'absence de données
suffisantes, il n’est pas recommandé de s'appuyer sur I’hyperméthylation du promoteur de MLH1
pour affirmer I'origine sporadique de la tumeur (accord d’experts).

5. Analyse constitutionnelle des patients avec des tumeurs cutanées pour
identifier les patients potentiellement atteints du SMT-SL

Deux études ont réalisé une analyse constitutionnelle des genes du systeme MMR de patients avec
une tumeur sébacée (TS), la premiere sur tous les patients opérés d’une TS, la seconde apres
sélection de patients avec TS et ayant eu une analyse IHC des 4 protéines du systéme MMR (Everett
etal., 2014; Roberts et al., 2014) (NP2, NP3).

Dans la premiere étude, parmi les 18 patients avec une mutation germinale d’une des 4 protéines du
systtme MMR, 15 patients (83 %) avaient un statut dMMR-IHC. A l'inverse, parmi les 38 patients
avec un statut dMMR en IHC et/ou biologie moléculaire, seuls 14 (37 %) avaient une mutation
germinale d’une des 4 protéines du systtme MMR, soit une mauvaise valeur prédictive de
I'identification du SMT-SL par I'lHC. Dans cette étude, les auteurs montraient que 52 % des patients
avec une mutation germinale d’un gene du systtme MMR ne répondaient pas aux critéres
d’Amsterdam Il pour le diagnostic du SL (Everett et al., 2014) (NP2).

Dans I'autre étude de 89 patients ayant bénéficié d’'une analyse constitutionnelle des génes du systeme
MMR, 74 TS avaient eu une analyse en IHC et 71 avaient un statut dMMR. Parmi ces cas, 40 patients
n’avaient pas de mutation germinale d’une des 4 protéines du systeme MMR (Roberts et al., 2014) (NP3).
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Cette importante fréquence de TS dMMR sans mutation germinale est expliquée par une inactivation
tumorale du systeme MMR dans les TS. Ce phénoméne peut concerner jusqu’a 71 % des TS avec un
statut dMMR sans histoire clinique suggestive de SMT-SL (Joly et al., 2015) (NP2).

Devant ces résultats, un score de risque de SMT-SL a été proposé par |'équipe de la Mayo Clinic (Roberts
et al., 2014). Il repose sur 4 items cOtés de 0 a 2 points (score total de 0 a 5 points). Un score supérieur ou
égal a 2 indiquerait un risque élevé de SMT-SL et justifierait d'une consultation d’oncogénétique.

Le Score de Risque de la Mayo-Clinic est le suivant (Roberts et al., 2014) (NP2) (Tableau 8) :

Tableau 8 : Score de Risque de la Mayo-Clinic

> 60 ans 0 point
Age de survenue de la 1 tumeur sébacée*

<60 ans 1 point

1 tumeur 0 point

Nombre total de tumeurs sébacées*

2 tumeurs ou plus | 2 points

Non 0 point
Histoire personnelle de cancer du spectre Lynch**

Oui 1 point

Non 0 point
Histoire familiale de cancer du spectre Lynch**

Oui 1 point

* : Adénome sébacé, sébacéome, carcinome sébacé (les hyperplasies sébacées sont exclues).
** . Cancer colorectal, cancer de I'endometre, cancer de I'ovaire, cancer de l'intestin gréle, cancer du tractus urinaire
(uretére rénale ou pelvienne), cancer des voies biliaires.

Ce score n’a jamais été évalué sur des grandes cohortes.

Ce score a été inclus dans les recommandations de sociétés savantes nord-américaines pour
identifier les patients potentiellement atteints du SMT-SL a partir des carcinomes sébacés quelle que
soit leur topographie (Owen et al., 2019) (NP2). Dans ces recommandations, ce score de risque est
établi en premiére intention (Owen et al., 2019) (NP2) :

= patients avec un premier carcinome sébacé extra-oculaire et un Score de Risque de la Mayo-
Clinic > a 2 : dépistage génétique. Pas de dépistage des patients atteints de carcinome sébacé
périoculaire (recommandation de GRADE B, catégorie 2B - > 90 % d’accord)

= patients de moins de 50 ans lors du premier carcinome sébacé extra-oculaire, avec un statut
dMMR en immunohistochimie et un Score de Risque de la Mayo-Clinic inférieur a 2 : dépistage
génétique (recommandation de GRADE D, catégorie 2A — accord unanime).

Une enquéte de pratiques nord-américaine auprés de dermatopathologistes avait souligné une
attitude similaire, 63 % des personnes interrogées ne réalisaient une étude IHC qu’a la demande du
clinicien, alors que seulement 29 % la réalisaient de maniere systématique devant toute tumeur
sébacée (Lee et al., 2017) (NP3). Néanmoins, lorsqu’ils ne réalisaient pas I'lHC d’emblée, les
dermatopathologistes suggéraient la possibilité de la réaliser dans leur compte-rendu.

Enfin, il faut souligner que dans 22 % des cas, une tumeur sébacée isolée peut étre la premiére
tumeur d’un patient avec un SMT-SL (Akhtar et al., 1999) (NP3).
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Recommandation
Orientation vers une consultation d’oncogénétique :

En cas de statut dMMR d'une tumeur sébacée, il est recommandé d’orienter le patient vers une
consultation d'oncogénétique afin de discuter d'une éventuelle indication d'analyse génétique
constitutionnelle a la recherche d'un syndrome de Lynch selon les données de I'histoire personnelle
et familiale (score de la Mayo Clinic) (grade B).

6. Cas particulier des patients transplantés d’organe solide

Les patients transplantés d’organe peuvent développer des tumeurs sébacées sous
immunosuppression avec une fréquence de 30 % comparée a 4 % dans la population générale non
immunodéprimée (Harwood et al.,, 2003) (NP2). Ces lésions sébacées peuvent étre multiples
(association de plusieurs carcinomes sébacés, de lésions sébacées bénignes et malignes, ou de
Iésions sébacées et de Iésions épithéliales cutanées malignes de type Carcinome BasoCellulaire (CBC)
ou Carcinome Epidermoide (Harwood et al., 2001) (NP2).

Les tumeurs sébacées de patients transplantés d’organe solide peuvent étre associées dans 10 a
75 % des cas a un statut dMMR, sans mutation d’un géne du systeme MMR (Harwood et al., 2001;
Roberts et al., 2013) (NP3). A I'inverse, 'immunosuppression chez un patient transplanté peut
démasquer un SMT-SL demeuré silencieux (Ponti et al., 2016b; Tomonari et al., 2019) (NP3).

Recommandation
Orientation vers une consultation d’oncogénétique :

Il est recommandé d’appliquer les mémes recommandations aux patients greffés d’organe solide
gu’aux autres patients, pour identifier les patients potentiellement atteints du SMT-SL (accord
d’experts).

Remarque : le statut dMMR est fréquent dans les tumeurs cutanées sébacées de patients
transplantés d’organe solide. Le lien avec un SMT-SL est faible mais possible.
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7. Algorithme définissant la cascade de réalisation des tests somatiques et
I'orientation vers une consultation d’oncogénétique pour les tumeurs sébacées

Figure 13 : Algorithme définissant la cascade de réalisation des tests somatiques et I’orientation
vers une consultation d’oncogénétique pour les tumeurs sébacées
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L'immunohistochimie est recommandée en premiére intention. En cas de forte suspicion de syndrome de Lynch — Syndrome de Muir-Torre les 2 tests
moléculaire et immunohistochimique doivent étre réalisés d’emblée. Une stratégie d’analyse combinée des deux techniques d’emblée est également
possible. ? Un résultat qui n’est pas en faveur du diagnostic de syndrome de Lynch — Syndrome de Muir-Torre doit néanmoins étre interprété en fonction des
données cliniques du patient et de ses antécédents familiaux.

® Si une discordance persiste le cas doit étre discuté en centre expert entre cliniciens, anatomopathologistes, biologistes moléculaires et/ou oncogénéticiens.
 Une attention particuliére sera portée aux patients greffés d’organe solide qui ont fréquemment un phénotype dMMR/MSI sans lien avec un syndrome de
Lynch — Syndrome de Muir-Torre.
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H. QUESTION 17 : INDICATIONS D’EVALUATION DU STATUT MMR
TUMORAL DANS LES CANCERS UROLOGIQUES

1. Les tumeurs de la voie excrétrice supérieure (TVES)

a) Epidémiologie des TVES

Les carcinomes urothéliaux du tractus supérieur, ou carcinomes a cellules transitionnelles des voies
urinaires supérieures, sont des maladies rares et hétérogénes, avec une incidence annuelle estimée
dans les pays occidentaux a environ un a deux cas pour 100 000 habitants. Ces tumeurs représentent
5 % des carcinomes urothéliaux et sont associées dans 20 % des cas a des tumeurs du méme type de
la vessie. Deux facteurs de risque leur sont cependant particuliers : d’une part génétique avec le SL et
d’autre part I'exposition environnementale a I'acide aristolochique. Les tumeurs des voies urinaires
supérieures se classent au troisieme rang (5 %) apres le cancer du colon (63 %) et de lI'endometre
(9 %) dans le groupe des tumeurs liées au SL (Ericson et al., 2005; Garcia-Tello et al., 2014; Hollande
et al., 2014; Harper et al., 2017; Ito et al., 2020; Dominguez-Valentin et al., 2020) (NP1). Sur le plan
tumoral, les mutations les plus fréquentes impliquent les génes FGFR3 (20 a 30 %), HRAS (5 a 15 %),
CDKN2B (5 a 15 %). Pour les tumeurs avancées les genes TP53 (25 %), et ARID1A (15 %) sont aussi
fréquemment retrouvés altérés (Necchi et al., 2020) (NP2).

La topographie des lésions TVES est multifocale a 10-20 % (bilatérale a 2-6 %), plus fréquemment
(2: 1) localisée dans les cavités pyélocaliques que dans l'uretére. Au moment du diagnostic, 60 % des
TVES sont invasives et 10 % métastatiques. Les TVES ont une incidence maximale chez les personnes
agées de plus de 70 ans et sont trois fois plus fréquentes chez les hommes. Schématiquement, les
TVES a faible risque sont traitées par photovaporisation laser en urétéro-rénoscopie afin de réduire
la morbidité immédiate et les résultats de la fonction rénale, et les TVES a haut risque sont traitées
par néphrourétérectomie radicale. L'atteinte des ganglions lymphatiques et les maladies
métastatiques nécessitent une chimiothérapie systémique. Dans le carcinome a cellules
transitionnelles de la vessie, les patients atteints d'une tumeur non invasive musculaire de haut
grade bénéficient d'une immunothérapie adjuvante locale basée sur l'instillation intravésicale de
Bacillus Calmette-Guérin (BCG). Cependant, le traitement par BCG n'est pas recommandé pour les
patients TVES en raison du risque d'infection systémique par le BCG (Rouprét et al., 2020). Ainsi, les
nouvelles thérapies adjuvantes sont un défi pour les TVES afin de faire progresser le traitement de
ces patients. Des avancées récentes sur les inhibiteurs de la tyrosine kinase ciblant les récepteurs
FGFR3 (Fibroblast Growth Factor R3) et les immunothérapies contre le récepteur PD1
(Programmation de la mort cellulaire 1) ou son ligand PD-L1, suggérent que, comme le carcinome de
la vessie, ces tumeurs pourraient bénéficier de ces traitements (Castro and Goldstein, 2015; Skala et
al., 2017; Campedel et al., 2018; Jamil et al., 2019) (NP2).

b) Fréquence et modes d’évaluation du statut dMMR dans les TVES

Le premier rapport sur l'instabilité des microsatellites dans les tumeurs des voies urinaires
supérieures a été publié en 1998 (Takahashi et al., 1998) (NP3). Les taux de MSI-H estimés dans les
premiéres publications étaient autour de 20 % et plus fréquents dans les tumeurs affectant les
jeunes patients (3ge moyen 60 ans). En utilisant le panel complet de marqueurs NCI-Bethesda le taux
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de MSI-H était de 13 % par rapport a 1 % sur des échantillons de tumeur de la vessie. Les études
récentes ont rapporté des taux de MSI-H plus faibles autour de 5 a 10 % en utilisant les nouveaux
marqueurs mononucléotidiques NCI-Pentaplex (Ericson et al., 2005; Mongiat-Artus et al., 2006)
(NP2). Un travail plus récent basé sur un criblage tumoral par NGS (MSI par MSISensor) identifie
6,2 % des TVES avec MSI (Audenet et al., 2019) (NP2). La fréquence du statut dMMR-IHC dans les
TVES (avec l'utilisation des 4 AC) varie de 4,8 % a 13,6 % (Harper et al., 2017; Ju et al., 2018; Metcalfe
et al., 2018) (NP2). Cependant la concordance entre les deux techniques est trés variable (de 40 a
100 %), avec souvent I'lHC qui détecte davantage de tumeurs dMMR que la biologie moléculaire. Les
profils de perte d’expression les plus fréquents sont la perte couplée de MSH2/MSHS6, la perte isolée
de MSH6 et, moins couramment, la perte couplée de MLH1/PMS2. Il n'y a pas de mutation de BRAF
et la méthylation du promoteur de MLHI1 n’a été que tres peu étudiée dans les TVES et est absente
quand elle a été recherchée.

c) TVES et syndrome de Lynch

La prévalence du SL dans les populations de TVES non sélectionnées varie d’au moins 1,8 % dans une
étude japonaise récente (Ito et al., 2020) (NP3) a 5,2 % dans une série nord-américaine (Metcalfe et
al., 2018) (NP2). Un travail récent basé sur un criblage tumoral par NGS (MSI, TMB et signature
mutationnelle) identifie 5 % minimum de SL (Audenet et al., 2019) (NP2).

Les mutations de MSH2 sont les plus fréquemment retrouvées chez les patients avec une TVES et un
SL (=70 %) (Joost et al., 2015) (NP2) ce qui suggere un risque plus élevé pour ces patients de
développer une TVES que pour les porteurs de mutation MLH1 ou MSH6. Par ailleurs, le taux de
tumeurs dMMR-IHC est plus élevé (10-15 %) en cas d’histoire familiale évoquant un SL.

Compte tenu de la fréquence des TVES dMMR avec un profil de perte d’expression portant le plus
fréquemment sur MSH2-MSH6, et de la fréquence du SL au cours des TVES, une évaluation
systématique du statut MMR tumoral doit étre proposée dans tous les cas de TVES.

d) Impact pronostique et thérapeutique du statut dMMR

Le pronostic des TVES dMMR serait meilleur que celui des TVES pMMR, quel que soit le stade étudié.
Pour les formes avancées, il doit poser la question de linclusion dans un essai clinique
d’'immunothérapie (Rouprét et al., 2005; Garcia-Tello et al., 2014; Hollande et al., 2014; Urakami et
al., 2018) (NP2). La recherche du statut dMMR doit étre discutée dans les TVES métastatiques
chimio-résistantes en fonction des possibilités d'inclusion dans des essais d'immunothérapie.

Conclusion :

La prévalence des TVES dMMR est de l'ordre de 5% et atteint 15 % s'il existe des critéres faisant
suspecter un syndrome de Lynch.

Recommandations pour les TVES

A visée oncogénétique :

Dans le cas de tumeurs de la voie excrétrice supérieure, une évaluation systématique du statut
MMR tumoral est recommandée. Un résultat non en faveur d'un syndrome de Lynch doit étre
interprété en fonction des données cliniques du patient et de ses antécédents familiaux (grade C).
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Spécificités techniques :

Dans les tumeurs de la voie excrétrice supérieure, la sensibilité de I'immunohistochimie avec les
anticorps dirigés contre les quatre protéines MMR (mais pas sa spécificité) parait meilleure que celle

des techniques de biologie moléculaire.

Dans les tumeurs de la voie excrétrice supérieure, I'évaluation du statut MMR tumoral en
immunohistochimie avec les anticorps dirigés contre les quatre protéines MMR est recommandée en
premiere intention (accord d’experts).

Dans les tumeurs de la voie excrétrice supérieure, une recherche d’instabilité microsatellitaire est
recommandée pour toute tumeur de statut dMMR-IHC et pour tout marquage équivoque/douteux.
Une comparaison avec du tissu sain est nécessaire (grade C).

Orientation vers une consultation d’oncogénétique :

Dans les tumeurs de la voie excrétrice supérieure, il est recommandé d’orienter vers une
consultation d’oncogénétique tous les cas dMMR, ainsi que les cas discordants (grade B).

2. Les cancers de la prostate

a) Epidémiologie des cancers de la prostate dMMR

Les cancers de la prostate avec déficience du systeme MMR, sont rares (<1% au stade localisé
(Azzouzi et al., 2007) (NP3 ); <5 % aux stades avancés (Mateo et al., 2017; Graham et al., 2020)
(NP2). Les cancers de la prostate ne sont pas des cancers classiques du spectre des SL. Parmi une
étude de 1048 cancers de la prostate, tous stades confondus, 5% sont dMMR et moins de 0,5 %
correspondent a des SL (Latham et al., 2019) (NP2).

Ils ont des critéeres anatomo-pathologiques agressifs, avec des formes intraductales (25 %), une
incidence élevée de score de Gleason >8 et des taux élevés (40 a 50 %) de maladies métastatiques de
novo, fréquemment viscérales (30 % des patients métastatiques). Sur le plan moléculaire, ils se
caractérisent par un taux élevé de mutations (tumor mutational burden >10 mut/Mb). Pour les
cancers avancés, ils répondent a la privation androgénique, mais moins bien aux taxanes en
chimiothérapie lors du stade de résistance a la castration (van Dessel et al., 2019). lls constituent un
sous-groupe de patients actuellement candidats et en évaluation pour 'immunothérapie anti-PD1 ou
CTL4 (Mateo et al., 2017; Graham et al., 2020) (NP2).

b) Cancer de la prostate et prédispositions génétiques

Sur le plan germinal, Pritchard et al. Rapportent, sur 692 patients avec un cancer de la prostate
métastatique, des mutations délétéres germinales, tous génes de prédispositions confondus (BRCA 1
et 2, Check 2, ...) pour 12 % des cas (84/692) dont 1 % des cas pour MSH2, 1 % pour MSH6 et 2 %
pour PMS2, soit 0,6 % de I'ensemble des cas avec une mutation germinale portant sur un gene du
systeme MMR (Pritchard et al., 2016) (NP2). Abida et al. Rapportent, sur 1 346 patients atteints d’un
cancer de la prostate, 3 % de tumeurs MSI-H dont 22 % portaient une mutation germinale dans un
géne associé au SL (Abida et al., 2019) (NP2). La plupart des patients (46 %) avaient des mutations
MSHe6.
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c) Modes d’évaluation du statut MMR tumoral dans les cancers de la prostate

Sur le plan tumoral, le test MSI par PCR (NCI-Pentaplex) parait peu sensible (environ 60 %) pour
détecter une déficience du systeme MMR (évaluée sur les altérations tumorales des génes du
systeme MMR, la charge mutationnelle et un large panel microsatellites en NGS) alors que I'lHC
détecte la quasi-totalité des cas (cf. annexes question 4 et 5: Guedes et al., 2017; Hempelmann et
al., 2018; Abida et al., 2019; Fraune et al., 2020) (NP2). La majorité des pertes d’expression concerne
le couple MSH2/MSHS6.

d) Place de I'évaluation du statut MMR a visée thérapeutique

Au stade métastatique, compte-tenu de la moins bonne réponse aux taxanes lors de la résistance a la
castration, le statut MMR tumoral doit étre évalué en vue d’une inclusion dans un essai
thérapeutique d’'immunothérapie (anti-PD1 ou CTLA4).

Il n’y a pas d’impact pronostique ni thérapeutique d’un statut dMMR au stade non métastatique.

Recommandations pour les cancers de la prostate
A visée oncogénétique et thérapeutique :

Une évaluation du statut MMR tumoral est recommandée en cas de cancer de la prostate
métastatique, résistant a la castration, pouvant justifier d’'un protocole d’immunothérapie ou s’il
existe des criteres faisant suspecter un syndrome de Lynch (grade B).

Spécificités techniques :

Dans ces cancers de la prostate, il est recommandé d’évaluer le statut MMR tumoral en premiére
intention par immunohistochimie. En cas de statut dMMR en IHC ou équivoque ou non interprétable,
il est recommandé de réaliser une analyse en biologie moléculaire par technique PCR et/ou NGS pour
rechercher une instabilité microsatellitaire. Si une discordance persiste aprées les tests moléculaires et
immunohistochimiques, le cas doit étre discuté en centre expert entre cliniciens,
anatomopathologistes, biologistes moléculaires et/ou oncogénéticiens (grade C).
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3. Algorithmes définissant la cascade de réalisation des tests somatiques et
I'orientation vers une consultation d’oncogénétique pour les cancers
urologiques

a) Tumeurs des voies excrétrices supérieures

Figure 14 : Algorithme définissant la cascade de réalisation des tests somatiques et I’orientation
vers une consultation d’oncogénétique pour les tumeurs des voies excrétrices supérieures
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' Un résultat qui n’est pas en faveur du diagnostic de syndrome de Lynch doit néanmoins étre interprété en fonction des données cliniques du patient et de
ses antécédents familiaux, particulierement lorsqu’une prédisposition génétique au cancer autre que le syndrome de Lynch est suspectée ou envisagée.
? Si une discordance persiste le cas doit étre discuté en centre expert entre cliniciens, anatomopathologistes, biologistes moléculaires et/ou oncogénéticiens.
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Prostate

Figure 15 : Algorithme définissant la cascade de réalisation des tests somatiques et I’orientation
vers une consultation d’oncogénétique pour les cancers de la prostate
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' Un résultat qui n’est pas en faveur du diagnostic de syndrome de Lynch doit néanmoins étre interprété en fonction des données cliniques du patient et de
ses antécédents familiaux, particulierement lorsqu’une prédisposition génétique au cancer autre que le syndrome de Lynch est suspectée ou envisagée.
? Si une discordance persiste le cas doit étre discuté en centre expert entre cliniciens, anatomopathologistes, biologistes moléculaires et/ou oncogénéticiens.
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I. QUESTION 18 : INDICATIONS D’EVALUATION DU STATUT MMR
TUMORAL DANS LES TUMEURS CEREBRALES PRIMITIVES.

1. Epidémiologie

La déficience du systeme MMR est exceptionnelle dans les tumeurs cérébrales primitives
sporadiques. Dans le cadre du syndrome de Lynch, selon une série Danoise (3 162 individus, 288
familles), les gliomes de haut grade peuvent survenir avec un risque cumulatif de 2,5 % chez les
patients avec mutation de MSH2, 0,8 % chez les patients avec mutation de MSH6 et 0,5 % chez les
patients avec mutation de MLH1 (Therkildsen et al., 2015) ; ils sont ainsi nettement plus rares que les
autres cancers associés a cette prédisposition (exemples : risque de cancer colorectal de 50 %-80 %
et de cancer de I'endometre de 40 %-60 %). Le syndrome CMMRD est autosomique récessif causé
par des mutations germinales bialléliques d’un géne du systeme MMR. Dans le cadre du syndrome
CMMRD, des gliomes de haut grade ou tumeurs embryonnaires du systeme nerveux central
représentent 36 % des cancers (Wimmer et al., 2014). lls constituent ainsi, avec les carcinomes du
spectre Lynch (39 %), les types tumoraux les plus fréquemment associés a cette prédisposition
(Wimmer et al., 2014; Lavoine et al., 2015).

Au total, les tumeurs dMMR au diagnostic initial représentent: moins de 1% des tumeurs
cérébrales selon deux études [1/690 (Eckert et al., 2007) et 1/923 (Latham et al., 2019)] (NP2) mais
ce pourcentage est probablement sous-estimé par les techniques utilisées ; une étude utilisant la
charge mutationnelle et les signatures mutationnelles a mis en évidence un nombre de cas de
17/1673 (Touat et al., 2020) (NP2). Ces tumeurs sont associées a un syndrome de prédisposition soit
monoallélique soit biallélique.

Les tumeurs dMMR de novo correspondent a plusieurs diagnostics histomoléculaires de la
classification OMS 2016 (Wimmer et al., 2014; Therkildsen et al., 2015; Maletzki et al., 2017;
Guerrini-Rousseau et al., 2019; Touat et al., 2020) (NP1). Il s’agit majoritairement des gliomes diffus
de haut grade (IDH normal 87 % ou IDH muté 13 % selon 30 cas) (Maletzki et al., 2017; Guerrini-
Rousseau et al., 2019; Touat et al., 2020) (NP1). Il s’agit plus rarement de xanthoastrocytomes
pléomorphes anaplasiques, de tumeurs glioneuronales, de tumeurs embryonnaires de type
médulloblastomes, ou de tumeurs embryonnaires NOS.

Les tumeurs pMMR au diagnostic initial peuvent développer une résistance secondaire au
témozolomide (TMZ) par acquisition d’une déficience du systeme MMR secondaire. Cette derniere
résulte le plus souvent de mutations ponctuelles dans les génes du systeme MMR. Elle est associée a
|'apparition, dans la récidive tumorale, d’'une hypermutation et d’une signature mutationnelle
(Johnson et al., 2014) qui étaient absentes de la tumeur initiale (Hunter et al., 2006; Alexandrov et
al., 2013; Johnson et al., 2014; Wang et al., 2016; Barthel et al., 2019; Touat et al., 2020) (NP1). Cette
déficience du systéme MMR secondaire est d’autant plus fréquente que les tumeurs sont sensibles
aux TMZ et que la pression de sélection exercée par le TMZ est forte. La prévalence de la déficience
du systeme MMR secondaire décroit en fonction des facteurs moléculaires prédictifs d’'une meilleure
réponse : statut /IDH muté codélété 1p/19q > statut /DH muté non codélété > statut /DH normal
MGMT méthylé > statut IDH normal MGMT non méthylé (Touat et al., 2020) (NP1).
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2. Contexte clinique et enjeux

Le TMZ est une chimiothérapie alkylante qui occupe une place majeure dans le traitement des
gliomes. Le traitement conventionnel du glioblastome IDH normal (la forme la plus fréquente de
gliomes chez I'adulte) est un protocole associant radiothérapie et TMZ concomitant puis TMZ
adjuvant (Stupp et al., 2005).

La déficience du systeme MMR confére une résistance au témozolomide car le mécanisme d’action anti-
tumorale du TMZ repose sur l'intégrité du systeme MMR (Allan and Travis, 2005). Le TMZ produit des
lésions O-6-methyl-guanine (O6mg). Dans une cellule tumorale dépourvue de I'enzyme MGMT de
réparation des lésions O6mG, les lésions O6mG persistent. Ces lésions sont responsables de
mésappariements qui résultent des erreurs répétées de réplication par la polymérase en regard de la
base O6mG (introduction d’une thymine a la place d’une cytosine) activant la réponse aux dommages de
I’ADN et empéchant la poursuite du cycle cellulaire (Wang and Edelmann, 2006; Yoshioka et al., 2006).

Un premier enjeu clinique est de détecter les tumeurs cérébrales dMMR au diagnostic initial pour
choisir une alternative au témozolomide pour plusieurs raisons :

= |es cellules tumorales dMMR sont résistantes au TMZ d’ou une inefficacité attendue. Il existe un
risque théorique que le TMZ induise une forte quantité de mutations dans les cellules tumorales
dMMR et favorise la progression tumorale ;

= il existe un risque théorique que les cellules normales d’'un patient présentant une déficience
MMR constitutionnelle subissent une mutagénese dans les lignages cellulaires normaux
exprimant peu la MGMT, comme les cellules souches hématopoiétiques (Gerson et al., 1996)
(NP3);

= certains patients pourraient bénéficier d’'une immunothérapie mais les facteurs prédictifs de la
réponse et le pourcentage de répondeurs sont encore mal connus (Bouffet et al., 2016; Guerrini-
Rousseau et al., 2019; Touat et al., 2020) (NP3).

Un deuxiéme enjeu clinique de la détection des tumeurs dMMR de novo est de mettre en place une
prise en charge oncogénétique du patient.

Un troisieme enjeu clinique est la détection de la déficience du systeme MMR secondaire a un
traitement par témozolomide pour identifier le mécanisme de résistance au traitement. La déficience
du systéme MMR est alors un biomarqueur prédictif qui peut intervenir dans le choix de la deuxiéme
ligne de traitement dans certaines situations cliniques.

3. Recherche de déficience du systeme MMR dans les tumeurs neuroépithéliales
de novo

Les tumeurs cérébrales dMMR de novo représentent 1% des tumeurs cérébrales ce qui est en
défaveur d’une recherche systématique avec les moyens diagnostiques actuels. Pourtant les enjeux
cliniques du statut dMMR sont majeurs pour le choix de la premiere ligne de traitement (voir ci-
avant) et pour la prise en charge oncogénétique.
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Dans le futur, I'analyse NGS des tumeurs cérébrales pourrait se généraliser et permettre une
détection systématique. Avec les moyens diagnostiques actuels, le test de la déficience du systéme
MMR est ciblé en fonction de critéres cliniques, histologiques et moléculaires :

= 3ge: les gliomes de haut grade dMMR IDH normal ou muté survenant dans le cadre du SL ou du
CMMRD surviennent a un age médian plus jeune que les tumeurs sporadiques. L'age médian est
de 40 ans (5-73) dans le SL, et de 10 ans (2-40) pour le CMMRD (Guerrini-Rousseau et al., 2019;
Therkildsen et al., 2015; Wimmer et al., 2014) (NP2). Un age inférieur a 25 ans a été proposé
comme évocateurs de CMMRD pour les gliomes de haut grade (Wimmer et al., 2014) (NP2);
néanmoins ce seuil ne permet pas de repérer une majorité des gliomes associés au SL. Les
gliomes sporadiques IDH muté surviennent en majorité entre 20 et 60 ans avec une médiane vers
35 ans (Louis et al., 2016) (NP2). La déficience du systeme MMR est décrite dans un sous-groupe
de gliomes IDH muté de haut grade survenant pour 91 % chez des sujets de moins de 25 ans
(Suwala et al., 2021) (NP2). Quatre-vingt-dix pour cent des glioblastomes sporadiques IDH normal
surviennent entre 30 et 80 ans avec une médiane a 60 ans (Louis et al., 2016) (NP2). La déficience
du systeme MMR est ainsi élevée dans la population pédiatrique, et plus encore dans les
populations avec consanguinité élevée : fréquence de 23 % au Canada et 39 % en Jordanie
(Amayiri et al., 2016) (NP2).

= type histologique : les gliomes dMMR rapportés sont en majorité des gliomes diffus de haut
grade. Des caracteres histologiques (présence de cellules tumorales géantes),
immunohistochimiques (surexpression de P53 et perte d’expression d’ATRX) sont associés aux
gliomes dMMR de novo mais ne sont ni spécifiques ni constants (Amayiri et al., 2016; Guerrini-
Rousseau et al., 2019) (NP2). La déficience du systéme MMR est exceptionnelle dans les tumeurs
de bas grade.

= voie moléculaire : dans les études publiées, les gliomes dMMR sont le plus souvent IDH normal
87 % et parfois IDH muté (13 %). Il n’est pas rapporté de gliomes dMMR histone mutée (K27 ou
G34)

= la charge mutationnelle : une déficience du systeme MMR est observée dans environ 60 % des
gliomes hypermutés de novo (Touat et al., 2020) (NP2).

Afin de limiter le volume de tests et la proportion de tests négatifs, des criteres sont proposés pour
orienter les recherches pour les tumeurs qui présentent la plus forte probabilité de déficience du
systeme MMR. Tester les gliomes de haut grade IDH muté avant 25 ans et les gliomes de haut
grade IDH normal avant 40 ans permet ainsi d’éviter une majorité des cas sporadiques, de détecter
la totalité des cas CMMRD et la moitié des cas de SL. La détection de gliomes dMMR associés au
CMMRD ou au SL chez les patients les plus agés [aprés 40 ans pour les IDH normal (Figure 9), apres
25 ans pour les IDH mutés (Figure 10)] peut reposer sur des critéres cliniques (signes cliniques de
CMMRD, antécédent familial de SL/CMMRD ou de tumeurs du spectre du SL), histologiques
(cellules géantes) ou moléculaires (présence d’'une hypermutation, d’un statut /DH normal ATRX
perdu) (Tableau 9).

RECOMMANDATIONS PROFESSIONNELLES
Evaluation du statut MMR tumoral »> ARGUMENTAIRE

111



Chapitre 5 : Indications d’évaluation
du statut MMR tumoral

Figure 16 : Recherche de la déficience du systeme MMR dans les gliomes de haut grade IDH normal
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Figure 17 : Recherche de la déficience du systéme MMR dans les gliomes de haut grade IDH muté
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Tableau 9 : Recherche de la déficience MMR dans les gliomes

familiaux de SL ou de CMMRD

personnels/familiaux de
tumeur du spectre Lynch

RECHERCHE
de la déficience SANS INDICATION A
SOUHAITABLE AU CAS PAR CAS
MMR dans les PRIORI
gliomes
Facteurs cliniques | — Antécédents personnels ou — Antécédents — Autre syndrome de

prédisposition (NF1,
Li-Fraumeni...)*

— Antécédents 55 50
personnels/familiaux de tumeur apres oLans
du spectre CMMRD/Lynch

avant 50 ans

— Récidive de gliome
opéré apres traitement

. par témozolomide
— Facteurs cliniques en faveur

de CMMRD : tache café au lait,
consanguinité... (voir Wimmer
et al. 2014).

Gliomes diffus histone
muté K27 ou G34

— A tout 4ge : Gliome de haut
grade /IDH normal, ATRX perdu
en dehors de la NF1*

+/— P53+

+/— cellules géantes

Facteurs — Gliomes de haut grade

Histologiques et avec cellules géantes

moléculaires
— Autres types

tumoraux, autres grades
et autres classes d’age

— A tout age : Hypermutation
dans un gliome de haut grade
de novo

— Avant 40 ans, gliome diffus de
haut grade IDH normal

— Avant 25 ans, gliome diffus de
haut grade IDH muté

*: la NF1 partage avec le syndrome CMMRD des signes cliniques (ex : taches café au lait) (Wimmer et al., 2014; Guerrini-
Rousseau et al., 2019), et des parametres histomoléculaires (gliomes de haut grade /IDH normal ATRX perdu (D’Angelo et al.,
2019)). Si la NF1 n’est pas certaine, la recherche de déficience MMR est souhaitable.

Recommandations
A visée oncogénétique :

Compte-tenu de la faible prévalence des tumeurs cérébrales dMMR avant traitement (1 % dans les
gliomes) et des techniques actuelles, il n’est pas recommandé d’évaluer systématiquement le statut
MMR dans ces tumeurs (grade B).

L’évaluation du statut MMR tumoral est recommandée pour les gliomes, en fonction de criteres
cliniques évocateurs d’un syndrome de Lynch ou CMMRD, histologiques ou moléculaires (grade B).

Avant traitement, il est recommandé d’évaluer le statut MMR tumoral dans tous les gliomes de haut
grade au diagnostic initial, pour les tumeurs IDH mutée avant 25 ans et les tumeurs IDH normale
avant 40 ans (accord d'experts).

Remarque : cette recherche permet de détecter la grande majorité des cas CMMRD et la moitié des
cas de syndrome de Lynch.
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La détection de gliomes dMMR associés au CMMRD ou au syndrome de Lynch chez les patients les
plus agés (apres 40 ans pour les IDH normal, aprés 25 ans pour les IDH muté) est recommandée sur
des critéres cliniques (signes cliniques de CMMRD ou antécédents personnels ou familiaux
évocateurs de syndrome de Lynch/CMMRD), histologiques (cellules géantes) ou moléculaires
(hypermutation, statut IDH normal ATRX perdu) (accord d'experts).

4. Recherche de déficience du systeme MMR dans les récidives apres traitement
au témozolomide

Il n’existe pas de traitement spécifique des récidives de gliomes avec déficience du systeme MMR
secondaire apres traitement au TMZ. Le choix de la nouvelle ligne de traitement est généralement
indépendant du statut MMR (par exemple, lomustine). En revanche, si la reprise ou l'intensification
du TMZ sont envisagées comme de possibles options thérapeutiques, I'évaluation du statut MMR de
la récidive apparait utile. Enfin, des essais thérapeutiques peuvent reposer sur le critere dMMR ou
hypermutant pour inclure ces patients en récidive.

Recommandations pour les gliomes
A visée thérapeutique :

Pour les patients atteints de gliomes en récidive apres traitement par témozolomide (TMZ), une
évaluation systématique du statut MMR secondaire n’est pas recommandée. Cette évaluation peut
étre faite a la demande du clinicien pour des situations particuliéres (reprise du TMZ, essais
thérapeutiques) (accord d’experts).

Pour les patients en récidive de gliomes, il n’est pas recommandé de réaliser une nouvelle biopsie
uniquement pour évaluer le statut MMR tumoral en soins courants, dans |'état actuel des
connaissances. L'indication d'un tel geste doit faire I'objet d'une discussion au cas par cas, en réunion
de concertation pluridisciplinaire, en fonction des éventuels diagnostics différentiels envisagés, de la
faisabilité du geste et des possibilités locales de traitement si la récidive est confirmée (accord
d’experts).

5. Recherche de déficience du systeme MMR dans les autres types de tumeurs
cérébrales

Une réponse au nivolumab d’un méningiome récidivant dMMR a été rapportée mais seul un
méningiome sur 465 testés était AMMR (Dunn et al., 2018) (NP3). Si cette prévalence de 0,2 % est en
défaveur d’une recherche systématique de déficience du systeme MMR, une recherche peut étre
faite a la demande du clinicien dans le cas d’un méningiome agressif sans ressource thérapeutique, si
une immunothérapie est accessible.

Recommandation

Les données épidémiologiques sur la déficience du systeme MMR sont tres limitées dans les tumeurs
cérébrales autres que les gliomes et ne permettent pas de faire de recommandations (accord
d’experts).
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6. Particularités des méthodes diagnostiques dans les tumeurs cérébrales

Le diagnostic de la déficience du systeme MMR dans les tumeurs cérébrales se distingue

par plusieurs points :

il n’est pas recommandé d’utiliser la PCR NCI-Pentaplex pour I'analyse de I’ADN tumoral car sa
sensibilité est trop faible (Touat et al., 2020) NP2 ;

pour l'analyse IHC d’une tumeur dans un contexte CMMRD, un témoin positif externe a
I’échantillon et présent sur la lame test est nécessaire. En effet, il n’y a alors pas de témoin positif
interne ;

la sensibilité de I'lHC des 4 protéines MMR est d’environ 80 % dans les tumeurs cérébrales
(McCord et al., 2020; Touat et al., 2020) NP1. En effet, des mutations des génes MMR conduisent
a une déficience du systeme MMR sans perte d’expression des protéines comme par exemple les
mutations faux sens a effet dominant négatif tel que MSH6 T1219I (Touat et al., 2020) ;

les tumeurs cérébrales primitives dMMR de novo présentent une hypermutation et les signatures
mutationnelles n° 6, 15, 21, 26. Une mutation tumorale de POLE ou POLD1 peut survenir au cours
de I'oncogenése causée par la déficience du systeme MMR et la charge mutationnelle est alors
encore plus élevée (« ultra-hypermutation ») avec des signatures mutationnelles n° 10 (POLE) ou
n° 14 (POLE/MMR) ou n°20 (POLD1/MMR) (Campbell et al., 2017). Les récidives de tumeurs
cérébrales avec déficience du systtme MMR secondaire apres témozolomide présentent une
hypermutation et une signature n° 11 (Alexandrov et al., 2013; Touat et al., 2020).

Recommandations

Spécificités techniques :

Dans les tumeurs cérébrales, les recommandations techniques pour réaliser un test MMR tumoral

sont :

de ne pas utiliser la PCR NCI-Pentaplex ;

d’utiliser 'immunohistochimie avec les anticorps dirigés contre les quatre protéines MMR et des
témoins externes sur lame ;

de compléter I'immunohistochimie par une autre technique lorsque celle-ci est disponible et que
le contexte est évocateur de déficience du systeme MMR. Ces analyses peuvent étre la charge
mutationnelle, le séquencage des genes MMR, les signatures mutationnelles.

(grade B)

Remarque : la PCR NCI-Pentaplex est peu sensible pour I'analyse des tumeurs cérébrales.
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7. Algorithme définissant la cascade de réalisation des tests somatiques et
I'orientation vers une consultation d’oncogénétique pour les tumeurs cérébrales

Figure 18 : Algorithme définissant la cascade de réalisation des tests somatiques et I’orientation
vers une consultation d’oncogénétique pour tumeurs cérébrales

Test somatique MMR des tumeurs cérébrales dans le but
d’'une recherche de syndrome de Lynch ou CMMRD

Gliome de haut grade IDH normal, ATRX perdu en dehors de la NF1" a tout age
Gliome diffus de haut graodg IDH normal avant 40 ans
Gliome diffus de haut grgéje IDH muté avant 25 ans
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La NF1 partage avec le syndrome CMMRD des signes cliniques (ex. : tiches café au lait), et des paramétres histomoléculaires (gliomes de haut grade IDH
norla ATRX perdu). Si la NF1 n’est pas certaine, la recherche de déficience MMR est souhaitable.

En cas de forte suspicion de syndrome de Lynch/CMMRD, une analyse moléculaire appropriée aux tumeurs cérébrales (excluant PCR pentaplex) peut étre
effectuée selon les possibilités locales ou dans un centre expert car il existe des cas de déficience MMR sans perte d’expression immunohistochimique.

Un résultat qui n’est pas en faveur du diagnostic de syndrome de Lynch ou CMMRD doit néanmoins étre interprété en fonction des données cliniques du
patient et de ses antécédents familiaux. Une prédisposition génétique a une pathologie cérébrale autre que le syndrome de Lynch/CMMRD est suspectée ou
envisagée.

Si la perte d’expression est observée sur une récidive aprés témozolomide, il peut s’agir d’une déficience MMR acquise au cours du traitement et donc sans
lien avec un syndrome de prédisposition. Il est préférable d’effectuer le test somatique MMR sur la tumeur initiale avec traitement par témozolomide.

w

IS

J. QUESTION 13 (SUITE) : INDICATIONS D’EVALUATION DU STATUT
MMR TUMORAL DANS LES AUTRES CANCERS.

Pour les cancers et tumeurs qui n’ont pas été décrits dans le reste du document, compte tenu de la
moindre fréquence de ces tumeurs liées au SL et de la trés faible fréquence du statut dMMR dans ces
tumeurs, une évaluation systématique du statut MMR tumoral a visée oncogénétique n’est pas
efficiente mais I’évaluation du statut MMR tumoral a visée oncogénétique doit étre demandée sur
justification d’un contexte personnel et/ou familial évocateur d’un SL. En effet, de nombreux types
tumoraux peuvent étre liés a un SL méme si leur fréquence hors spectre HNPCC est tres faible
(Latham et al., 2019) (NP1).
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Recommandations pour les cancers et tumeurs AUTRES que colorectales,
gastriques, de l'intestin gréle, de 'endométre, sébacées et de la voie excrétrice
supérieure

Dans ces cancers et tumeurs, une évaluation systématique du statut MMR tumoral a visée
oncogénétique n’est pas recommandée : I'évaluation du statut MMR tumoral a visée oncogénétique

est recommandée sur justification d’un contexte personnel et/ou familial évocateur d’un syndrome
de Lynch (grade B).
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CHAPITRE 6 : Indications de consultation
oncogénétique apres identification
d’un statut dMMR

A. QUESTION TRAITEE DANS CE CHAPITRE

Question 19 : Quels patients dMMR doivent étre orientés vers une consultation
d’oncogénétique ?

B. SELECTION BIBLIOGRAPHIQUE

Reprise des articles princeps sur le sujet (Hampel et al., 2006 ; Hampel et al., 2008 ; Buchanan et al.,
2014) et des recommandations nationales (INCa, 2016).

Et utilisation des mots-clés suivants :

= Lynch syndrome AND screening AND microsatellite instability AND (MLH1 methylation OR Lynch
like syndrome). Période 2010-2021 : 123 références ont été trouvées.

Ont été exclues les études en double, les études inappropriées et les études in vitro. Ont été retenus
les articles avec le plus de cas, et/ou les mieux documentés et/ou les plus récents : 4 articles ont été
retenus.

C. QUESTION 19 : QUELS PATIENTS dMMR DOIVENT ETRE ORIENTES
VERS UNE CONSULTATION D’ONCOGENETIQUE ?

Toute tumeur de statut dMMR doit mener a se poser la question de I'indication, pour le patient
atteint, d’'une consultation d’oncogénétique.

Si, en théorie, toute tumeur développée dans le cadre d’un SL est de statut dMMR (forte sensibilité),
a l'inverse toutes les tumeurs dMMR ne relévent pas systématiquement d’un SL (faible spécificité).
Ainsi, si environ 15 % des cancers colorectaux (CCR) au stade localisé présentent un statut tumoral
dMMR, seuls 3 a 5 % surviennent dans le cadre d’un SL ; les autres cas, dits « sporadiques », reléevent
d’une inactivation du systeme MMR purement tumorale. On estime ainsi que seulement 22 % des
CCR dMMR et 8 a 14 % des cancers de I'endomeétre (CE) dMMR relévent d’un SL, les autres cas étant
sporadiques (Hampel et al., 2006; Hampel et al., 2008; Buchanan et al., 2014) (NP1).

Les mécanismes d’inactivation tumorale bi-allélique de genes MMR expliquent le statut dMMR non
lié au SL.
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1. Précriblage tumoral des cancers dMMR via la recherche d’une
hyperméthylation du promoteur du géne MLH1 et de la mutation BRAF V600E
avant la consultation d’oncogénétique

a) Cancers colorectaux et cancers de I'endométre dMMR

Pour les CCR et les CE, cette inactivation bi-allélique de génes MMR est en grande majorité liée a une
hyperméthylation de la région promotrice du géne MLH1 (cf. chapitre IV la biologie moléculaire du
systeme MMR). Ainsi l'identification d’une hyperméthylation du promoteur de MLHI1 dans le
contexte d’'un CCR ou d’un cancer de I'endométre dMMR avec extinction de MLH1-PMS2 est un
argument fort en faveur du mécanisme tumoral du statut et permet d’écarter raisonnablement un SL
(ou la présence d’une telle hyperméthylation est un phénomene rare).

De plus, et uniquement pour le CCR, la mutation BRAF V600E, est étroitement associée a
I’hyperméthylation du promoteur du gene MLH1 et donc au profil sporadique des tumeurs dMMR
avec extinction de MLH1-PMS2. Etant exceptionnellement présente au cours d’un SL, sa présence
oriente vers |'origine sporadique des CCR dMMR avec extinction MLH1-PMS2 (Newton et al., 2014)
(NP1) (cf. chapitre IV la biologie moléculaire du systeme MMR).

Recommandations
Cancers colorectaux et cancers de I’endomeétre dMMR :

Il est recommandé d’orienter vers une consultation d’oncogénétique tous les patients avec un cancer
colorectal dMMR, sauf ceux avec une perte d’expression MLH1-PMS2 et une méthylation du
promoteur de MLH1 ou une mutation BRAF V600E (grade A).

Il est recommandé d’orienter vers une consultation d’oncogénétique toutes les patientes avec un
cancer de l'endometre dMMR, sauf celles avec une perte d’expression MLH1-PMS2 et une
méthylation du promoteur de MLH1 (grade A).

Pour les cancers colorectaux (CCR) et les cancers de I'endometre : I'identification d’un statut tumoral
dMMR avec extinction MLH1-PMS2 et hyperméthylation du promoteur de MLH1 (et/ou avec
mutation BRAF V600E uniquement dans le cas des CCR) est tres en faveur du caractére sporadique
du statut dMMR. Sauf contexte personnel ou familial évocateur, il n’est pas recommandé d’orienter
ces patients vers une consultation d’oncogénétique (grade A).

b) Cancers gastriques, ovariens et duodénaux-ampullaires dMMR

Une hyperméthylation du promoteur de MLH1 est mise en évidence dans la plupart des cancers
gastriques, ovariens et ampullaires dMMR avec extinction MLH1-PMS2. Néanmoins, la valeur
étiologique de ce test pour affirmer |'origine sporadique du caractére dMMR avec perte d’expression
MLH1-PMS2, bien que probable, n’est pas encore suffisamment démontrée. Ce seul test ne permet
donc pas d’écarter une origine génétique constitutionnelle et de se passer d’une consultation
d’oncogénétique (cf. chapitre IV la biologie moléculaire du systéme MMR).
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Recommandations
Cancers gastriques, ovariens et duodéno-ampullaires dMMR :

Il est recommandé d’orienter vers une consultation d’oncogénétique tous les patients avec cancers
gastriques, ovariens et duodéno-ampullaires dMMR avec extinction MLH1-PMS2, quel que soit le
statut de méthylation du promoteur de MLH1 (grade B).

Remarque 1: les données disponibles restant encore trop limitées pour les cancers gastriques,
ovariens et duodéno-ampullaires dMMR avec extinction MLH1-PMS2, la présence d'une
hyperméthylation du promoteur de MLH1 ne permet pas d'affirmer I'origine sporadique du caractere
dMMR.

Remarque 2 : La recherche d’hyperméthylation du promoteur de MLH1 peut étre réalisée pour les
cancers gastriques, ovariens et duodéno-ampullaires dMMR avec extinction MLH1-PMS2. Son résultat
sera pris en compte par I'oncogénéticien pour les soins du patient.

c) Autres tumeurs dMMR du spectre Lynch

Dans les autres types de cancer dMMR avec extinction MLH1-PMS2, on ne dispose pas de données
concernant une éventuelle hyperméthylation du promoteur de MLH1. Cela ne permet pas d’évoquer
une possible utilité de ce type de précriblage.

2. Cancers dMMR du spectre du syndrome de Lynch, hors hyperméthylation du
promoteur de MLH1 (et/ou hors mutation BRAF V600E dans le cas des CCR)

Ce groupe correspond a tous les cancers dMMR a I'exclusion des CCR et cancer de I'endometre
dMMR avec perte d’expression MLH1-PMS2 et hyperméthylation de MLH1 et des CCR avec perte
d’expression MLH1-PMS2 et mutation BRAF V600E.

a) Cancers du spectre de Lynch

Jusqu’a récemment, on a considéré que pratiquement tous les CCR et cancer de I'endométre dMMR
de profil autres que ceux résultant de I'hyperméthylation tumorale du promoteur MLH1 étaient
présumés étre dus au SL, méme en I'absence d’identification de mutation constitutionnelle de géne
MMR (seule caractéristique permettant d’affirmer avec certitude le diagnostic de SL), ce groupe
définissant le syndrome Lynch-like (Rodriguez-Soler et al., 2013) (NP2).

Néanmoins il est maintenant acquis que le syndrome de Lynch-like pourrait correspondre a des
situations différentes : 1) un authentique SL pour lequel la mutation germinale MMR n’a pas pu étre
détectée, 2) un syndrome de prédisposition génétique lié a une mutation germinale de génes non
MMR impliqués également dans la réparation de I’ADN et la synthese de I'ADN (Xavier et al., 2019;
Xicola et al., 2019) (NP2) et 3) une origine purement tumorale par inactivation biallélique tumorale
d’un géne du systeme MMR.

Ainsi d’authentiques cas de cancers dMMR, autres qu’avec perte d’expression MLH1-PMS2 et
méthylation MLH1, peuvent relever d’'un mécanisme sporadique mais actuellement, méme la mise
en évidence d’une inactivation MMR biallélique au niveau tumoral, retrouvée dans 50 a 60 % des CCR
par exemple (Carethers and Stoffel, 2015) (NP2), ne permet pas d’en affirmer ['origine
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constitutionnelle (avec 2° hit tumoral) ou sporadique (2 événements tumoraux) et d’exclure a elle
seule I'indication de consultation d’oncogénétique.

b) Tumeurs cutanées sébacées

La plupart des tumeurs sébacées de profil dAMMR tumoral présentent une perte d’expression des
protéines MSH2 et MSH6 avec seulement un tiers entrant dans le cadre d’un SL prouvé. Cela laisse
présager |'origine sporadique de la majorité des tumeurs sébacées dMMR par événements
mutationnels tumoraux, mais la preuve de l'origine sporadique ne peut pas étre facilement
affirmée et conduit a proposer une consultation d’oncogénétique pour toute tumeur sébacée de
statut dMMR tumoral. L'indication d’analyse constitutionnelle a la recherche d’un SL sera alors
posée en consultation d’oncogénétique selon les données de I’histoire personnelle et familiale (cf.
chapitre VG Indication d’évaluation du statut MMR dans les tumeurs sébacées et autres tumeurs
cutanées).

Recommandation

Le profil sporadique du caractére dMMR ne peut écarter un syndrome de Lynch que pour les cas de
cancers colorectaux (CCR) ou cancers de I'endométre avec perte d’expression de MLH1-PMS2 et
hyperméthylation du promoteur du géne MLH1 (et/ou mutation BRAF pour les CCR).

Il est recommandé d’orienter vers une consultation d’oncogénétique les patients pour tout type
tumoral dMMR autre que CCR ou cancer de I'endométre avec perte d’expression de MLH1-PMS2 et
hyperméthylation du promoteur du gene MLH1 (et/ou mutation BRAF pour les CCR) (grade C).

c) Autres cancers dMMR

by

Le spectre des cancers associés au SL continue de s'étendre a mesure que l'utilisation de la
technologie de séquengage de nouvelle génération se développe. Latham Schwark et al. ont analysé
les données germinales et tumorales de plus de 15000 tumeurs (comprenant plus de 50 types de
cancer) et ont découvert que la moitié de tous les cancers dMMR, survenus chez les patients
porteurs d’une mutation germinale MMR, étaient des cancers non-CCR et non-CE et comprenaient
diverses tumeurs malignes non classiquement liées au SL, telles que les sarcomes des tissus mous, les
tumeurs des cellules germinales, le mésothéliome, le mélanome et les tumeurs du SNC, entre autres
(Latham et al., 2019) (NP1). Parmi ces cas, 54,5 % (18/33) n'auraient pas satisfaits aux critéres
clinigues de test génétique. Ces résultats soulignent la nécessité d'une consultation
d’oncogénétique dédiée a la recherche d’un SL pour toutes les tumeurs dMMR, dans les types de
cancer qui ne sont pas typiquement associés au SL.

Recommandation

Actuellement, pour toute tumeur dMMR, hors du spectre du syndrome de Lynch et des tumeurs
sébacées, l'identification par séquencage de nouvelle génération d'une inactivation tumorale
biallélique de genes MMR n'est pas validée pour permettre d'affirmer I'origine sporadique du
caractere dMMR. Il est donc recommandé d’orienter ces patients vers une consultation
d'oncogénétique (recommandation de grade B).
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3. Découverte incidente de mutations tumorales de génes du systeme MMR par
NGS

Le développement de génotypages tumoraux étendus par NGS a amené a mettre en évidence, de
facon incidente, des mutations de génes du systeme MMR au cours d’analyses faites en dehors de
toute indication oncogénétique, pronostique ou théranostique d’évaluation du statut MMR tumoral
(screening pour acces aux essais de phases précoces par exemple). Dans ce cadre, la révélation d’une
mutation tumorale MMR ne doit pas mener directement a une indication d’oncogénétique pour en
rechercher une origine constitutionnelle mais doit pousser a une recherche spécifique du statut
dMMR par les techniques standard. Une consultation d’oncogénétique ne doit étre proposée qu’en
cas de statut dMMR établi selon ces techniques standard.

Recommandation

Une vérification du statut dMMR par les techniques de référence (IHC et statut microsatellitaire en
biologie moléculaire) est recommandée dans le cas d'identification de mutation(s) des genes du
systeme MMR sur un échantillon tumoral par NGS, avant d'orienter les patients vers une
consultation d'oncogénétique (accord d’experts).

4. Cas des cancers avec tumeur pMMR

Recommandation

En I'absence d’une déficience tumorale du systeme MMR, dans un contexte clinique personnel et/ou
familial évocateur d’une prédisposition génétique a une pathologie autre que le syndrome de Lynch,
il est recommandé d’orienter le patient vers une consultation d’oncogénétique (accord d’experts).

5. Cas des cancers sans test MMR tumoral disponible

Si I’évaluation du statut MMR tumoral est un outil important pour l'identification des cas index
porteurs d’un SL, son efficacité est intrinséquement limitée aux personnes qui ont effectivement été
atteintes d'un cancer et pour lesquelles un échantillon de la tumeur est disponible.

Recommandation

Dans une situation personnelle et/ou familiale évocatrice de la présence d’un syndrome de Lynch
mais ou aucun échantillon de tumeur n'est disponible pour I'analyse, il est recommandé d’orienter le
patient vers une consultation d’oncogénétique (accord d’experts).
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D. ALGORITHME DE DECISION D’ORIENTATION D’UN PATIENT VERS
UNE CONSULTATION D’ONCOGENETIQUE

Figure 19 : Algorithme de décision d’orientation d’un patient vers une consultation

d’oncogénétique
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ANNEXES

ANNEXES

Annexe Relecture : Ensemble des résultats pour les niveaux d’accord des recommandations

Le niveau d’accord pour chaque recommandation a été évalué a l'aide d’un questionnaire dans lequel la question « Etes-vous d’accord avec cette
recommandation ? » était posée. La réponse était a renseigner selon une échelle allant de 1 a 9 (1 étant « pas du tout d’accord » et 9 « tout a fait
d’accord »). De plus, pour chaque recommandation, il y avait une plage laissée libre pour des commentaires éventuels.

Le groupe de relecteurs :
= aréalisé une premiére cotation (dont le résultat est indiqué dans la 1™ colonne du tableau ci-dessous),

= s’est ensuite réuni pour chercher un consensus sur les recommandations qui avaient eues moins de 80 % de réponses notées 8 ou 9, ou pour discuter
certaines d’entre elles a la demande de plusieurs membres du groupe. Lors de cette réunion, le groupe de relecteurs a fait évoluer les
recommandations,

= arefait une deuxiéme cotation suite a cette réunion (deuxiéme colonne du tableau ci-dessous).

Les rédacteurs ont par la suite discuté des avis du groupe de relecteurs et proposé une nouvelle version du document.

Le groupe de relecteurs a relu une derniére fois le document et validé son contenu par mail (3° colonne du tableau).

Les rédacteurs ont par la suite discuté des avis du groupe de relecteurs et validé la version finale du document.

Pour les avis d’experts (signalés par un (AE) dans le tableau) les éventuels avis divergents sont spécifiés dans le tableau en dessous de la recommandation.

Ainsi, I’écriture des recommandations a pu évoluer au fur et a mesure du processus et les recommandations citées dans le texte sont I'aboutissement de ces
échanges entre les groupes de rédacteurs et de relecteurs.

Les réponses des relecteurs, pour chaque recommandation, sur l'accord aux recommandations sont synthétisées dans le tableau ci-dessous:
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Accord sur la recommandation

validé par le groupe de relecteurs
(lors de la derniére relecture) et

1" cotation 2° cotation ;
par le groupe de rédacteurs lors de
la derniére réunion
moyenne % réponses | moyenne % réponses
des notes 27 des notes 27
Chapitre 1 : Terminologie pour définir le test MMR tumoral et la recherche de la déficience du systeme MMR
Question 1 : quelle terminologie utiliser pour définir le test MMR tumoral et la déficience du systeme MMR ?
terminologie tests MMR (AE) 7,9 80,0 8,8 100,0
pas d'avis divergent des relecteurs sur la derniéere version de la recommandation
terminologie du statut MMR dépendant du test effectué (AE) 8,5 93,3 8,6 94,1
un relecteur propose IHC-MMR normale ou anormale pour les résultats d'IHC et un autre propose IHC-MMR
avec perte d'expression et IHC-MMR conservée.
terminologie tumeur avec systtme MMR déficient/fonctionnel (AE) 7,9 80,0
Chapitre 2 : Quel échantillon tumoral utiliser pour le test ?
Question 2 : Faut-il utiliser une biopsie ou une piéce opératoire pour réaliser les tests MMR tumoraux ?
choix entre biopsie ou piece opératoire 8,6 100,0
choix du prélévement (par rapport au pourcentage de cellules tumorales et au stade de préléevement) (AE) 8,4 91,7
un relecteur note : s'il y a eu traitement, il ne faut pas forcément utiliser le prélévement le plus récent
choix de la technique si prélevement avec peu de cellules tumorales 8,9 100,0
Question 3 : Que faire pour le cas particulier de I'adénome colorectal sans cancer colorectal (CCR) ?
recherche de SL dans les adénomes colorectaux non systématiques 8,9 100,0 8,8 100,0
évaluation du statut MMR dans les adénomes colorectaux 8,8 100,0
Question 4 : Comment prendre en compte I'hétérogénéité tumorale dans le choix de I’échantillon tumoral ?
choix du prélévement (tumeur primitive ou métastase avant/aprés traitement) 8,3 91,7
évaluation du statut MMR sur tumeurs synchrones multiples (AE) 8,4 100,0 8,7 100,0
un relecteur propose de déterminer ces statuts en séquentiel
évaluation du statut MMR sur patient métastatique avec plusieurs tumeurs primitives de statut MMR différents 77 75.0 8,9 100,0
(AE)
un relecteur remarque que cela doit étre discuté en fonction de la possibilité de réaliser cette biopsie de
métastase sans nuire au patient
Question 5 : Peut-on utiliser les biopsies liquides ?
utilisation des biopsies liquides pour évaluer le statut MMR (AE) 8,8 100,0
pas d'avis divergent des relecteurs sur la derniere version de la recommandation
11l. Chapitre 3 : L'immunohistochimie des protéines du systeme MMR
Question 6 : Technique immunohistochimique et choix des anticorps
préparation et conservation des échantillons tumoraux 8,9 100,0
nombre d'anticorps a utiliser 8,9 100,0
choix d'anticorps et combinaison anticorps/automate (AE) 8,7 91,7 8,8 100,0

pas d'avis divergent des relecteurs sur la derniéere version de la recommandation
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Accord sur la recommandation

1" cotation

2° cotation

validé par le groupe de relecteurs
(lors de la derniére relecture) et
par le groupe de rédacteurs lors de
la derniére réunion

moyenne % réponses | moyenne % réponses
des notes 27 des notes 27
Question 7 : Comment interpréter le marquage des protéines MMR par IHC ?
perte d'expression complete d'une ou plusieurs protéines MMR 8,6 100,0
Absence de marquage des cellules tumorales et du stroma 8,9 100,0
description et interprétation des marquages non interprétables, équivoques et des marquages particuliers 8,8 100,0
participation aux tests d'assurance qualité et formation a I'analyse et l'interprétation des IHC (AE) 8,9 100,0
pas d'avis divergent des relecteurs sur la derniere version de la recommandation
Question 8 : Comment rédiger des résultats d’analyse immunohistochimique ?
confirmation des pertes d'expression des protéines MMR en IHC 8,1 85,7
confirmation des immunomarquages complexes, équivoques (ou « douteux ») des protéines MMR 8,9 100,0
organisation des laboratoires d'anatomopathologie pour effectuer les tests moléculaires complémentaires 8,3 85,7
rédaction des résultats d'analyse IHC 8,8 100,0
IV. Chapitre 4 : Biologie moléculaire tumorale de la déficience du systeme MMR
Question 10 : Quelles techniques MSI-PCR doit-on utiliser pour la détection d’une tumeur MSI ?
choix des tests NCI-Bethesda ou NCI-Pentaplex 8,4 90,0 8,5 100,0
nombre de marqueurs instables pour conclure a une tumeur MSI (AE) 8,8 100,0 8,5 90,9
pas d'avis divergent des relecteurs sur la derniéere version de la recommandation
taille des fragments amplifiés 8,7 100,0
nombre de 'long mono-nt repeats' dans les marqueurs (AE) 8,7 88,9 8,5 100,0
pas d'avis divergent des relecteurs sur la derniere version de la recommandation
pureté de I'échantillon en cellules tumorales 7,9 88,9 8,6 100,0
comparaison avec du tissu sain (AE) 8,2 90,0 8,5 100,0
pas d'avis divergent des relecteurs sur la derniéere version de la recommandation
absence d'instabilité des microsatellites (AE) X
pas d'avis divergent des relecteurs sur la derniere version de la recommandation
évaluation externe de la qualité 8,7 100,0
Question 11 : Apports de la technique de séquengage de nouvelle génération (NGS) pour la détection d’une
tumeur MSI
utilisation des techniques de NGS seules pour déterminer le statut MSS/MSI (AE) 8,3 100,0 8,5 100,0
un relecteur précise que pour lui, les techniques NGS ne sont pas validées pour les cancers colorectaux
choix du panel de génes en fonction des localisations tumorales 8,7 100,0
confirmation de résultats obtenus par NGS par autre(s) technique(s) (AE) 8,1 90,9 8,5 100,0

pas d'avis divergent des relecteurs sur la derniere version de la recommandation
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Accord sur la recommandation

1" cotation

2° cotation

validé par le groupe de relecteurs
(lors de la derniére relecture) et
par le groupe de rédacteurs lors de
la derniére réunion

moyenne % réponses | moyenne % réponses
des notes 27 des notes 27
Question 12 : Quels tests complémentaires doit-on réaliser pour le diagnostic différentiel du syndrome de
Lynch (ou CMMRD) et d’une tumeur sporadique ?
que faire en cas de perte d’expression de MSH2 et MSH6 combinée, de perte isolée d’expression de MSH6, 83 8138 87 100,0
PMS2 ou MLH1
que faire en cas d'hyperméthylation du promoteur de MLH1 (AE) 8,2 90,0 8,4 100,0
pas d'avis divergent des relecteurs sur la derniére version de la recommandation
que faire en cas de CCR avec perte d'expression de MLH1 8,8 100,0
stratégie de recherche d'hyperméthylation du promoteur de MLH1 et de mutation BRAF pour les CCR 8,5 100,0
hyperméthylation du promoteur de MLH1, mutation de BRAF et contexte clinique 8,9 100,0
place du séquengage NGS des génes MMR en premiére intention X
séquencage NGS et diagnostic de SL (AE) 8,1 90,9 8,1 83,3
pas d'avis divergent des relecteurs sur la derniéere version de la recommandation
V. Chapitre 5 : Indications d’évaluation du statut MMR tumoral
Question 13 : Tests tumoraux et syndrome de Lynch
identification de patients potentiellement atteints du SL dans les tumeurs AUTRES que colorectales, gastriques, 38 100.0
de I'intestin gréle, de 'endometre, sébacées et de la voie excrétrice supérieure ! !
Question 14 : indications d’évaluation du statut MMR en oncologie digestive
évaluation du statut MMR tumoral a visée oncogénétique dans les CCR 8,5 92,9 8,8 100,0
évaluation du statut MMR tumoral a visée thérapeutique dans les CCR 8,4 91,7
conclusion évaluation du statut MMR tumoral dans les CCR X
évaluation du statut MMR tumoral a visée oncogénétique dans les adénocarcinomes ceso-gastriques 7,8 84,6 8,5 93,3
évaluation du statut MMR tumoral a visée thérapeutique dans les adénocarcinomes ceso-gastriques non 83 80.0
métastatiques ! !
évaluation du statut MMR tumoral a visée thérapeutique dans les adénocarcinomes ceso-gastriques de stade IV 8,1 83,3 8,5 100,0
conclusion évaluation du statut MMR tumoral dans les adénocarcinomes ceso-gastriques (AE) X
pas d'avis divergent des relecteurs sur la derniéere version de la recommandation
spécificités techniques de I'évaluation du statut MMR tumoral dans les adénocarcinomes ceso-gastriques (AE) X
pas d'avis divergent des relecteurs sur la derniére version de la recommandation
évaluation du statut MMR tumoral a visée oncogénétique dans les adénocarcinomes de l'intestin gréle 8,6 92,9
évaluation du statut MMR tumoral a visée oncogénétique dans les autres tumeurs digestives 8,8 100,0
évaluation du statut MMR tumoral a visée thérapeutique dans les autres tumeurs digestives 8,3 80,0
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Accord sur la recommandation

validé par le groupe de relecteurs
(lors de la derniére relecture) et

1" cotation 2° cotation ;
par le groupe de rédacteurs lors de
la derniére réunion
moyenne % réponses | moyenne % réponses
des notes 27 des notes 27
Question 15 : Indications d’évaluation du statut MMR dans les cancers gynécologiques
évaluation du statut MMR tumoral a visée oncogénétique dans les cancers de I'endomeétre 8,5 92,9 8,8 100,0
evaTIuatlon du_statut MMR tumoral a visée thérapeutique dans les cancers de I'endometre (discussion de 74 714 86 100,0
traitement adjuvant)
(f}/aluatlon d’u st:.atut MMR tumoral a visée thérapeutique dans les cancers de I'endometre (éligibilité a 79 875 86 100,0
I'immunothérapie)
spécificités de I'évaluation du statut MMR tumoral par IHC pour les cancers de I'endomeétre 6,8 66,7 8,6 100,0
valldatlo\n d'un statut MMR-IHC ou IHC douteux par évaluation du statut microsatellitaire pour les cancers de 73 66,7 85 100,0
I'endometre
tests a réaliser en cas de forte suspicion de SL pour les cancers de I'endometre 8,2 88,9 8,6 100,0
c'|ue fa|re\ en cas de discordance entre les tests en biologie moléculaire et en IHC pour les cancers de 8,4 88,9 85 100,0
I'endometre (AE)
pas d'avis divergent des relecteurs sur la derniéere version de la recommandation
interprétation d'un résultat de test MMR tumoral qui n’est pas en faveur du diagnostic de SL en fonction des 37 100.0
données cliniques (AE) ! !
pas d'avis divergent des relecteurs sur la derniéere version de la recommandation
recherche d'une hyperméthylation en cas de perte d'expression de MLH1 avant I'orientation vers une 89 100.0
consultation d'oncogénétique pour les cancers de I'endométre ! !
eva?luatlon du statut MMR tumoral a visée oncogénétique dans les carcinomes endométrioides ou a cellules 79 750 86 100,0
claires
évaluation _du statut MMR tumoral a visée oncogénétique dans les carcinomes NON endométrioides ou a NON 8,4 875 8,6 100,0
cellules claires (AE)
pas d'avis divergent des relecteurs sur la derniere version de la recommandation
spécificités techniques d’évaluation du statut MMR tumoral dans les cancers de |'ovaire (AE) 7,8 62,5 8,6 100,0
pas d'avis divergent des relecteurs sur la derniere version de la recommandation
Question 16 : Indications d’évaluation du statut MMR dans les tumeurs sébacées et autres tumeurs cutanées
évaluation du statut MMR tumoral a visée oncogénétique dans les tumeurs sébacées 7,8 83,3 8,6 100,0
utilisation de critéres d’age, de sexe ou de localisation de la tumeur cutanée sébacée pour sélectionner les 82 833
patients chez qui évaluer le statut MMR tumoral (AE) ! !
un relecteur évoque la possibilité de ne pas tester systématiquement les patients de plus de 50 ans
spécificités techniques d’évaluation du statut MMR tumoral dans les tumeurs sébacées (AE) 8,6 100,0 8,7 100,0
un relecteur propose d'ajouter : ou toute tumeur cutanée a différenciation sébacée, s'il n'y a pas d'autre tissu
disponible
identification de patients potentiellement atteints du syndrome de SMT-SL a partir d’un kératoacanthome ou 8,7 100,0
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Accord sur la recommandation

validé par le groupe de relecteurs
(lors de la derniére relecture) et

1" cotation 2° cotation ;
par le groupe de rédacteurs lors de
la derniére réunion
moyenne % réponses | moyenne % réponses
des notes 27 des notes 27
d’une hyperplasie sébacée (AE)
pas d'avis divergent des relecteurs sur la derniére version de la recommandation
|dlent|fl|cat|on de patients potentiellement atteints du syndrome de SMT-SL a partir d’'une tumeur cutanée non 75 833 88 100,0
sébacée (AE)
un relecteur propose d'ajouter : ou toute tumeur cutanée a différenciation sébacée, s'il n'y a pas d'autre tissu
disponible
recherche d'une instabilité microsatellitaire dans les tumeurs sébacées (AE) 8,1 85,7 8,9 100,0
pas d'avis divergent des relecteurs sur la derniéere version de la recommandation
valeur de I’hyperméthylation du promoteur de MLH1 pour affirmer une origine sporadique de la tumeur (AE) 8,7 100,0
pas d'avis divergent des relecteurs sur la derniére version de la recommandation
orientation vers une consultation d’oncogénétique en cas de statut dMMR d'une tumeur sébacée 7,3 71,4 8,9 100,0
statut dMMR et tumeurs cutanées sébacées de patients transplantés d’organe solide (AE) 8,5 83,3
pas d'avis divergent des relecteurs sur la derniéere version de la recommandation
Question 17 : Indications d’évaluation du statut MMR tumoral dans les tumeurs urologiques
évaluation du statut MMR tumoral a visée oncogénétique dans les TVES 8,7 100,0
spécificités techniques de la recherche du statut MMR-IHC tumoral dans les TVES (AE) 8,3 85,7 8,6 100,0
pas d'avis divergent des relecteurs sur la derniéere version de la recommandation
spécificités techniques de I'évaluation du statut microsatellitaire tumoral dans les TVES 8,3 85,7 8,7 100,0
orientation vers une consultation d’oncogénétique en cas de statut dMMR d'une TVES 8,6 100,0
évaluation du statut MMR tumoral a visée oncogénétique dans les cancers de la prostate 8,0 85,7 8,9 100,0
spécificités techniques de I'évaluation du statut MMR tumoral dans les cancers de la prostate 8,1 85,7 8,7 100,0
Question 18 : Indications d’évaluation du statut MMR dans les tumeurs cérébrales primitives.
évaluation du statut MMR tumoral a visée oncogénétique dans les tumeurs cérébrales primitives 8,5 100,0 8,7 100,0
crltgres c|_|n|ques d’évaluation du statut MMR tumoral a visée oncogénétique dans les gliomes de haut grade 85 100,0 86 100,0
(patients jeunes) (AE)
pas d'avis divergent des relecteurs sur la derniéere version de la recommandation
critéres cliniques d’évaluation du statut MMR tumoral a visée oncogénétique dans les gliomes de haut grade 85 100.0
(patients agés) (AE) ! !
pas d'avis divergent des relecteurs sur la derniére version de la recommandation
évaluation du statut MMR tumoral a visée thérapeutique dans les gliomes en récidive aprés témozolomide (AE) 8,5 100,0
pas d'avis divergent des relecteurs sur la derniéere version de la recommandation
réalisation d'une nouvelle biopsie pour préciser le statut MMR tumoral a visée thérapeutique pour les patients 9,0 100,0 88 100,0

atteints d'une récidive de gliomes (AE)

pas d'avis divergent des relecteurs sur la derniére version de la recommandation
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Accord sur la recommandation

1" cotation

moyenne % réponses

2° cotation

moyenne % réponses

validé par le groupe de relecteurs
(lors de la derniére relecture) et
par le groupe de rédacteurs lors de
la derniére réunion

des notes 27 des notes 27
évaluation du statut MMR tumoral a visée oncogénétique dans les tumeurs cérébrales autres que les gliomes
geneta g & 7,8 83,3 8,7 100,0
(AE)
pas d'avis divergent des relecteurs sur la derniéere version de la recommandation
spécificités techniques de I'évaluation du statut MMR tumoral dans les tumeurs cérébrales 8,7 100,0
Chapitre 6 : Indications de consultation oncogénétique apres identification d’un statut dAMMR
les trois recommandations suivantes ont fait I'objet d'une évaluation groupée :
1. orientation vers une consultation d’oncogénétique des patients avec un CCR dMMR, non MLH1-MPS2 et sans
méthylation de MLH1 ou mutation de BRAF
2. orientation vers une consultation d’oncogénétique des patients avec un cancer de I'endométre dMMR, non 36 929 38 100.0
MLH1-MPS2 et sans méthylation de MLH1 ! ! ! !
3. orientation vers une consultation d’oncogénétique des patients avec un CCR ou cancer de I'endométre
dMMR, MLH1-MPS2 et avec méthylation de MLH1 ou mutation de BRAF (pour les CCR)
orientation vers une consultation d’oncogénétique des patients avec un cancer gastrique, ovarien et duodénal-
. 7,7 75,0 8,5 93,3
ampullaire dAMMR
recherche de la méthylation du promoteur de MLH1 dans les cancers gastriques, ovariens et ampullaires dMMR «
(AE)
pas d'avis divergent des relecteurs sur la derniere version de la recommandation
orientation vers une consultation d’oncogénétique des patients avec une tumeur dMMR hors CCR et cancers de
. A e , 7,8 85,7 7,4 85,7
I'endometre avec le promoteur de MLH1 hyperméthylé (et/ou mutés BRAF pour les CCR)
orientation vers une consultation d’oncogénétique des patients dMMR, hors du spectre du SL et des tumeurs
. . . - At N 7,1 76,9 8,6 100,0
sébacées avec une inactivation tumorale biallélique des genes MMR
orientation vers une consultation d’oncogénétique des patients avec identification de mutation(s) des genes du
systéeme MMR sur un échantillon tumoral par NGS (AE)
. . o , o, . 7,5 69,2 8,3 87,5
un relecteur pose la question du cas ou le NGS serait trés en faveur d’un SL mais qu’il y a un risque de faux
négatif (mutation faux sens) par IHC et MS (localisation sans MSI) qui n’est pas couvert par la recommandation
orientation vers une consultation d’oncogénétique des patients pMMR avec contexte clinique et/ou familial
évocateur d'un SL (AE) 8,9 100,0
pas d'avis divergent des relecteurs sur la derniere version de la recommandation
orientation vers une consultation d’oncogénétique des patients avec contexte clinique et/ou familial évocateur
d'un SL mais sans échantillon de tumeur (AE) 8,7 92,9 8,9 100,0

pas d'avis divergent des relecteurs sur la derniere version de la recommandation
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Annexes Chapitre Il : Quel échantillon tumoral utiliser pour le test

Tableau 10 : Taux de concordance dMMR entre tumeur primitive et métastases appariées, dans le cancer colorectal [(a) patients tous dMMR/MSS, BM :
Biologie moléculaire, IHC : Immunohistochimie]

Taux de concordance dMMR entre tumeur primitive
et métastases appariées dans le cancer colorectal
Ganglions
Etudes Année Foie Poumon Péritoine métastatiques a Ovaires Technique
distance
(Ishimaru et al., 1995) 1995 - - - - - BM: RB intron 21, 5 di nucléotide repeats (D351284,
D14S65, D14S78, LPL, D85167), 1 tétranucléotide repeat
(RB intron 20) 1 pentanucleotide repeat (p53 intron 1)
(Melloni et al., 2006) 2006 - - - - - IHC 2 AC MLH1, MSH2
(Larsen et al., 2009) 2009 1/1 (100%) - - - - IHC : 3 AC, hMLH1, PMS2 MSH2
(Murata et al., 2013) 2013 3/3 (100%) - - - - BM : 2 marqueurs NCI-Bethesda BAT25, BAT26
(Fujiyoshi et al., 2017) 2017 2/2 (100 %) - 7/9 (77,8 %) 12/13 (92,3 %) - BM : 5 marqueurs NCI-Bethesda BAT25, BAT26, D55346,
D2S123, D17S25
(Haraldsdottir et al., 2016) 2015 6/6 (100 %) 1/1 (100%) 5/5 (100%) 1/1 (100%) - IHC : 4 AC, MLH1, MSH2, MSH6 PMS2
(Jungetal., 2017) 2017 3/5 (65%) 0/2 (0%) - - - IHC : 4 AC MLH1, MSH2, MSH6, PMS2
(He et al., 2019) 2019 10/10 (100%) 3/3 (100%) 15/20% (75%) 9/9 (100%) 0/4 (0%) IHC : 4 AC MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, BM : 5 marqueurs
NCI
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Annexes Chapitre Il : immunohistochimie

Tableau 11 : Listes des AC et des automates utilisés en France lors du controle qualité externe AFAQAP 2019 (39 laboratoires participants)

Anticorps Clone Automate Performance
Dako-AglIent A/B
Al6-4 (BD) Autostainer
Leica Bond-IIl ou Max A/B
Roche-Ventana A/B/C
A16-4 (Roche-Ventana) Benchmark Ultra ou XT
Dako-AglIent A/B
PMS2 Autostainer
. Dako-Agilent Omnis A/B
EP51 (Dako-Agilent
(Dako-Agilent) Leica Bond-II A/B
Roche-Ventana A/B/C
Benchmark GX ou Ultra ou XT
A16-4 (Zytomed) Leica Bond Max A/B/C
Commentaire général : 8 % des cas avec un marquage parfois un peu faible
100 % de bon diagnostic, 87 % de marquage bon ou optimal, aucun insuffisant
Dako-Ag|Ient A/B
Autostainer
. Dako-Agilent Omnis A/B/C
ESO5 (Dako-Agilent) Leica Bond-II A/JB
Roche-Ventana
Benchmark Ultra A/B/C
. . Dako-Agilent Omnis A/B
ESO5 (L N tra/M
(Leica/Novocastra/Ménarini) Leica Bond-l A/B
Roche-Ventana
MLH1 G168-15 (BD) Benchmark Ultra A/B
G168-15 (Diagomics) Leica Bond-Max A/B/C
Leica Bond-Max A/B
G168-15 (Cell Marque) Roche-Ventana A/B
Benchmark GX
Leica Bond-lll A/B/C
M1 (Roche-Vent -
(Roche-Ventana) Roche-Ventana A/B/C/D

Benchmark Ultra ou XT

Commentaire général : 25 % des cas avec un marquage limite

98 % de bon diagnostic, 73 % de marquage bon ou optimal, 3 % insuffisant

Performance classée : A : optimal, B : bon, C : correct mais a améliorer ou D : insuffisant
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Anticorps Clone Automate Performance
Leica Bond-IlI D
44 (BD) Roche-Ventana D
Benchmark Ultra
. . Roche-Ventana D
44 (Diagnostic Biosystems) Benchmark GX
Roche-Ventana A/B/C/D
44 (Roche-Ventana) Benchmark Ultra ou XT
44 (Diagomics) Leica Bond-Max D
Dako-Agilent Autostainer A/B/C
MSH6 Dako-Agilent Omnis A/B/C
EP49 (Dako-Agilent) Leica Bond-Ill A/B/C
Roche-Ventana A/B/C/D
Benchmark Ultra
. . Dako-Agilent Autostainer A/B/C
EP49 (Epitomics) Leica Bond-Max A/B/C
PU29 (Leica/Novocastra/Ménarini) Leica Bond-Ill A/B/C
Roche-Ventana A/B/C
SP93 (Roche Ventana) Benchmark Ultra
Commentaire général : 16 % des cas avec un marquage faible ou bruit de fond génant, 84 % de bon diagnostic, 79 % de marquage bon ou optimal, 16 % insuffisant
. Dako-Agilent Autostainer A/B/C
FEL1 (Biocare) Leica Bond-1Il ou MAX A/B/C
Leica Bond-Ill A/B/C
FE11 (Calbiochem) Roche-Ventana A/B/C
Benchmark ou Ultra
Dako-Agilent Autostainer A/B/C
Dako-Agilent Omnis A/B/C
MSH2 FE11 (Dako-Agilent) Leica Bond-Ill A/B/C
Roche-Ventana A/B/C
Benchmark ou Ultra
FE11 (Zytomed) Leica Bond-Max A/B/C
Roche-Ventana A/B/C

G219-1129 (Roche-Ventana)

Benchmark X ou XT ou Ultra

Commentaire général : 8 % des cas avec bruit de fond génant
100 % de bon diagnostic, 89 % de marquage bon ou optimal, 0 % insuffisant

Performance classée : A : optimal, B : bon, C : correct mais a améliorer ou D : insuffisant
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Tableau 12 : stratégie diagnostique en immunohistochimie en fonction du nombre d’anticorps utilisés. (AC : anticorps PE, PE : perte d’expression)

Références

Tumeurs testées

Méthodes /AC

Références

Performances

Commentaires

(Shia et al., 2009)

232 CCR

4 AC d’emblée, puis on regarde la
performance de PMS2 et MSH6 seuls

Résultat du marquage avec
les 4 AC

Tous les cas MLH1 — sont PMS2-
Tous les cas MSH2 — sont MSH6-

18 % des PMS2 — sont des pertes isolées de
PMS2
30 % des MSH6 — sont des pertes isolées de
MSH6

(Side-Pfenning
and Sabourin,
2018)

2624 cas:
76 % CCR, 23 %
autres cancers

4 AC d’emblée, puis on regarde la
performance de PMS2 et MSH6 seuls

Résultat du marquage avec
les 4 AC

Méme sensibilité avec 2 anticorps vs
4 anticorps

Non publié, abstract Proposition : 1re
intention : PMS2 + MSH6,

Compléter par MSH2 et MLH1 en cas de PE ou
difficulté d’interprétation

Pas de détail pour CCR vs non-CCR

(Pearlman et al.,
2018)

1730 CCR

1235 : PMS2 + MSH6 seuls
495 : 4 AC
Focus sur intensité marquage MSH6

Si MMR-D : recherche
mutation germline et si
négative, recherche mutation

1,9 % (33 cas) avec perte MSH2 :
14 perte MSH6 associé : 11/14 avec
mut MSH2

Importance d’interpréter un marquage plus
faible que les témoins internes comme perte
de marquage pour MSH6

et MSH2 somatique. 8 (0,5 %) MSH6 ambigu : 7/8 avec Possibilité de marquage focal/patchy de
mut MSH2 MSH6 avec perte de MSH2 : perte
11 (0,6 %) maintien MSH6 soit 0,6 % : | Conclusion : faire les 4 AC
9/11 avec mutMSH2 commentaires de I'expert : ne pas appliquer la
Les cas restants avec double mutation | régle de % (> 5 % de marquage
somatique = expression) !!
(Stelloo et al., 696 cancers NCI-Pentaplex + 4 AC 180 /696 : MSI 100 % des pertes d’expression

2017)

endometre

Cas discordants : méthylation MLH1,
marqueurs dinucléotidiques,
mutation somatique MMR et POLE

196/696 : PE une ou plusieurs
protéines

détectées par le panel a deux
anticorps PMS2/MSH6
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Tableau 13 : Interprétation des marquages. Limites de détection (abréviation : PE : perte d’expression)

Références

Tumeurs testées

Méthodes /AC

Références

Performances

Commentaires

Sarode et al.,
Arch Pathol Lab

479 :
380 CCR,

4 AC
Score semi-quantitatif par analyse

Seuls les résultats négatifs
(score 0) ou indéterminés ont

87,2 % avec maintien d’expression
9,3 % (45) avec PE, dont 33 % avec SL

Lames vues d’abord pour évaluer la
qualité du marquage. Contréle externe

Med, 2019 99 cancers de d’'images une recherche de mutation 3,3 % (16) indéterminés dont 50 % avec SL mais mode d’évaluation du controéle
'endomeétre Score 210,<10% et 0 % + BRAF et méthylation MLH1 (MLH1 > MSH6) interne non précisé
Total : 4,8 % de SL dont 34,7 % avec un 2 cas avec Dot-like (1 MLH1, 1 MSH2)
marquage indéterminé (MLH1 germline Pas de MSI| 1!
> MSH6) Etude prospective, but : identification SL,
mais analyse d’images rétrospective
Shia et al., Am ) 112 MSI status 13 % avec faible marquage (MSH6 > MLH1). IHC rétrospectif
Surg Pathol 2005 Parfois c’est le 2d partenaire de
I’'hétérodimere qui est plus faible si mutation
du 1*" hétérodimeére (couple MSH6/MSH2)
Mangold et al. ) 82 MSI-H 17 % faible ou focal pour MLH1 (tous MLH1 IHC rétrospectif
Pathol 2005 muté)
Pearlman, 1730 CCR Focus sur MSH2 (et MSH6) Mutations germinales ou Pour MSH6 (en cas d’inactivation germinale Un marquage de MSH6 plus faible dans la

Modern Pathol
2018

Trois types de marquages :
*maintien = ou > aux témoins
internes

*Equivoque : < au témoin interne
mais présent

* absence de marquage

somatiques MSH2

ou somatique de MSH2) :
7/33 cas avec marquage équivoque de MSH6

tumeur que dans les témoins peut a tort
étre interprété comme un maintien
d’expression

Baoetal., AMJ

51 CCR post néo-

Marquage MSH6 sur tumeur post -

Marquage MSH®6 sur biopsie

10/51 (20 %) avec diminution de MSH6 (dans

Surg Pathol 2010 | adjuvant traitement pré-traitement 70 % a 100 % des cellules tumorales)
Kuanetal., 50 CCR MSS avec | MSH6 + Ki67 + MSH2 (+ MLH1 et +/— MSI - 12/50 avec diminution de MSH6 (20 a 100 % | La dimnution partielle le plus souvent
Human Pathol, T néo-ad;j PMS2) +/—IHC sur biopsie pré-op des cellules tumorales). Les 4 cas avec perte d’expression de MSH6 dans les CCR est

2027

64 CCR MSS sans
T néoadjuvant

3 CCR avec mut
germinale MSH6

Interprétation MSH6 : > 10 % puis par
tranche de 10 % : appelé marquage
« hétérogene »

pour les deux sous-groupes

compléte MSH6 (FOLFOX > 6 cycles ou 5FU
+radioT) : MSS et maintien MSH6 en préT
8/64 avec diminution d’expression MSH6 (de
10 a 50 % des cellules tumorales

Associé a une diminution de Ki67 dans les
deux sous-groupes

3/3 des SL mutés MSH6 avec perte complete
MSH®6 et Ki67 élevé

MSH2 indépendante mais traduit une
diminutioni du cycle cellulaire
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Tableau 14 : Etudes d’agréments interobservateurs

Auteurs

Type de tumeur

Design de I'étude

Résultat

Commentaires

Overbeek, Am J Surg Pathol 2008

100 CCR

Agréments interobservateurs (7
lecteurs : 2/7 : experts) et exactitude

Avec les 4 AC

Pré-évaluation sur 20 cas avec
réunion : marquage normal, aberrant
ou indéfini

82 % des cas : consensus pour >4
lecteurs, surtout pour les cas MSS.
Kappa modéré : 0.49-0.79

Cas MSI : davantage d’indéterminés
2 experts + 1 n’ont raté aucun cas MSI

Conclusion : I'lHC est un outil valide
pour détecter un dMMR par des
pathologistes experts

Marquage aberrant ou indéfini : doit
étre confirmé par bio mol

Uniguement sur CCR mais message
d’expérience nécessaire toujours
valable

Sari, Am J Surg Pathol 2019

48 cancers de I'endomeétre et 25
cancers ovaires et non séreux, non
mucineux

6 pathologistes, 2 centres (1 expert + 1
non expert)

Avec les 4 AC

+ pré-training sur 9 cas avec un outil
décisionnel

Intact, perdu, équivoque

Agréments inter-observateur presque
parfait Kappa : 0.91

Agrément de tous les lecteurs pour
92 % des tumeurs, moins bon pour les
non-experts

6/73 cas avec résultats discordants
entre pathologistes (hétérogénéité
clonale, TIL, faibles témoins internes)
mais un seul cas avec un impact
clinique

Meilleurs résultats que sur le papier
de Overbeek (12 ans plus tard :
diffusion des techniques
d’interprétations)

Toujours les mémes problémes bien
identifiés maintenant

Outil décisionnel +++
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Tableau 15 : Concordances IHC et détection de I'instabilité microsatellitaire

Abréviations : PE : perte d’expression, CCR : cancer colorectal, BM : biologie moléculaire

Cancer colorectal

Type tumoral

Méthodes

Références

Performances

Commentaires

Hampel H, NEJM | CCR (317) MSI panel NCI-Bethesda sur 1 066 cas | MSI-H Sensibilité IHC pour détecter MSI-H : Panel NCI-Bethesda
2005 . 93,2 % . . , . .
+ IHC 4 protéines sur tous les cas MSI- Etude ancienne. IHC non systématique mais
H (135) ou MSI-Low (73) et sur 109 10/70 MSI-L avec IHC anormale uniquement pour MSI-H
cas MSS
. . 2/23 SL ratés par IHC
Mutations germeline chez les
patients MSI-H 2/23 SL ratés par MSI
Lindor, 2002 1 144 (CCR) MLH1 et PMS2 Comparaison de la Discordances : 2,4 % 2 AC seulement

10 markers ou 6 markers incluant
NCI-Bethesda

Plusieurs centres

performance de I'lHC par
rapport a MSI seulement

Sensibilité IHC : 92,3 %
Spécificité 100 %
VPP de I'lHC pour MSS/MSI-L : 96,7 %

VPP de I'lHC pour MSI-H : 100 %

Panel NCI-Bethesda élargi avec peu de
marqueurs monocucléotidiques

Engel Cetal., Int
J Cancer 2006

1119 (CCR) CA ll ou
NCI-Bethesda

IHC : les 2 AC MLH1 et MSH2
seulement

Mutations MLH1 ou MSH2
mais seulement pour les cas

IHC par rapport a MSI : Sensibilité :
99.1 % et

Sur patients sélectionnés (CA ou NCI-
Bethesda), recherche seule des mutations

uniquement MSI et/ou dMMR en IHC e X MLH1 et MSH2
MSI : Panel NCI (mono Spécificité : (99.6 %) mais 6 % des
+ Dinucléotides) mutations non détectés par I'lHC IHC 2 AC seulement, panel NCAI
Hatch et al., 262 (CCR) Panel NCI (mono + Dinucléotides) 26 /262 (10 %) MSI-H ; 26/26 | 5,4 % de discordances Panel NCI
2005 avec perte IHC

4 AC

11/262 (4 %) MSI-L ; 2/11
avec perte IHC

225 (86 %) : MSS

Sensibilité de I'HC pour détecter MSI-
H:100 %

Yuan et al., 2015

296 (CCR) Criteres

4 protéines MMR

Référence : MSI-H

Sensibilité IHC : 100 %

Gold standard : MSI avec panel NCI-Bethesda.
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Type tumoral Méthodes Références Performances Commentaires
NCl-Bethesda + Panel NCI-Bethesda 68/296 MSI-H + 9 MSI-L Spécificité : 98,2 % Perte clonale non considérée comme dMMR
72 cas MMR-D en IHC (68 1,4 % discordance : PE et MSS, aspect | Donc IHC > MSI
MSI H, 2 MSI-L et 2 MSS) clonal

Papier centré sur efficacité 2 AC vs 4 AC
(méme performance)

Chenetal., 2018 | 569 CCR Monocentrique chinois 37 MSI-H (6,5 %) et 11 MSI-L Concordance : 92,92 % (9,1 % de Faible % MSI

discordance
Panel NCI-Bethesda 69 dMMR en IHC (12,3 %) ) % dMMR en IHC plus proche du % attendu

Recommandation : MSI inutile si
PMMR. Si dMMR : faire MSI pour
confirmer l'instabilité

4 protéines MMR

Cohenetal., 92 CCR CCR traité par immunoT 9,1 % de discordance
abstract ESMO

4 protéines MMR + NCI-Pentaplex
2018
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Tout type histologique

Type tumoral

Méthodes

Référence (s)

Performances

Commentaires

Selves et al., abstract ECP
2019

3 800 tumeurs (CCR >> CE
> cancers digestifs non CR
> autres types histologiques)

491 CCR dMMR

42 Cancers endometre
dMMR

26 cancers digestifs non-
coliques dMMR

26 Autres tumeurs dMMR

Monocentrique
Pentaplex + 4 AC

Puis controle avec relecture
des lames et de BM
Détermination d’un profil
classique (= concordant) et
d’un profil inhabituel
(discordant + d’autres profils
particuliers)

585 MM-D : 496 MMR-D
classiques et

89/585 MMR-D inhabituel
avec description de 4 profils
inhabituels : perte isolée
PMS2/MSH, perte de > 2
protéines MMR, perte en
couple mais pas de MSI, MSI
mais sans perte de protéines

Sensibilité IHC pour détecter
MSI-H : 99, 4 %

Sensibilité MSI-H pour
détecter PEen IHC: 95,7 %

Meilleures performances de
la BM pour CCR

Concordance des deux
techniques (MSI-H + perte
isolée PMS2 ou MSHS6, perte
en couple et perte
complexe) pour le diagnostic
de dMMR : 94,3 %

Latham, JCO 2019

15045 cancers (50 types de
cancer)

MSI-Sensor /NGS, classé en
MSI-H, MIS-I et MSS

+ IHC pour les cas identifiés
SL en germinal (tout type
histo : CCR, EC, urothélial,
prostate, gliome...

SL identifiés par mutations
germinales

535L/326 MSI-H (16,3 %)
13 SL/699 MSI-I (1,9 %)
37'SL/14 020 MSS (0,3 %)

56/57 SL MSI-H/I avec PE en
IHC : concordance de

98,2 %, et pour les cas non
CCR, non cancer de
I'endometre : 100 % de
concordance
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Cancers endomeétre et autres types histologiques

Type tumoral

Méthodes

Références

Performances

Commentaires

Stello et al. Annals of Oncology
2017

696 Cancer endomeétre

NCI-Pentaplex + 4 AC

Cas discordants : méthylation
MLH1, marqueurs
dinucléotidiques, mutation
somatique MMR et POLE,

180 /696 : MSI

196/696 : PE d’une ou plusieurs
protéines

Concordance : 655/696, kappa
=0,854

Les 41 cas ambigus : perte sub-
clonale (18 cas, MSS ou MSI-L
(20), maintien d’expression et
MSI-L ou MSI-H : 3 cas dont
deux cas de mutations POLE)

Cas ambigus, discordants : la
majorité avec méthylation

Concordance : 94 % des cas, la
majorité avec PE sans MSI mais
avec méthylation

MSI sans PE : 2/3 cas
= mutation POLE

Bruegl AS, 2017

213 Cancers endometres

Hexaplex NCI-Bethesda + 4 AC
+ méthylation MLH1

3,1 % discordances (6/213) :

3 marquages hétérogenes et
MSS

2 avec PE MSH6 ou
MLH1/PMS2 sans méthylation
et MSS

1 MSI-H et maintien
d’expression des protéines
MMR

Dans 5/6 discordances : MSS et
PE

Lamba AR, Familial Cancer 2015

164 tumeurs sébacées

2 AC seulement MSH2 et MLH1

PCR -5 marqueurs
mononucléotidiques

50/162 (31 %) PE d’une
protéine et (52/138) MSI

82 % (111/136) concordants et
18 % (25/136) discordants

69/163 (42 %) avec soit PE en
IHC, soit MSI

18 % de discordances

Les deux techniques sont
complémentaires
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Type tumoral

Méthodes

Références

Performances

Commentaires

Abida, JAMA Oncol 2019

1 346 cancers prostate

Objectif : Prévalence dMMR et
sensibilité a I'immunoT

Séquencage tumeur (TMB et
MSI score par MSI Sensor)
+ germinal

IHC et signature mutationnelle
dans cas sélectionnés

TMB, altération géne MMR
germinal ou somatique, ou IHC,
ou signature mutationnelle

1033 avec MSI Sensor validé

32(3,2 %) MSI-H ou | (23 MSI-H
et 9 MSl-I)

21/23 cas avec MSI-H, TMBH et
PE en IHC

1/23 : MSS mais TMB-H et pas
d’IHC réalisable

7/32 (21,9 %) SL

11 patients hormono-résistants
traités par ICl : 6/11
répondeurs

Concordance : 100 % (mais
avec MSi Sensor en NGS)

MSI phénomene secondaire
acquis pour 2/6 patients avec
plusieurs tumeurs

Fraune C, Virchows Arch

. 2020

200 cancers prostate avancés

4 AC en 1" intention sur TMA
puis contréle sur coupes
pleines

Test MSI-PCR panel NCI-
Bethesda uniquement pour cas
dMMR

Pas de référence

Objectif : Homogénéité de la PE

10/200 avec PE (9 MSH2/MSH6
loss et 1 MLH1/PMS2 loss

6/10 avec test MSI-PCR : 4 MSI-
H et 2 MSI-L (concordance :
2/3)

PE homogeéne dans les tumeurs

64/ 6 avec MSI-H

Peu de cas avec test MSI
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Type tumoral

Méthodes

Références

Performances

Commentaires

Guedes LB. Clin Cancer
Research 2017

1 133 adénomes prostatiques
primaires et 43 carcinomes
prostatiques a petites cellules

IHC MSH2 seul

SI PE MSH2 : MSI-PCR (NCI-
Pentaplex, Promega) et
mSINGS (NGS)

NGS : caractérisation altération
somatique MSH2

1,2 % PE MSH2 (=14 cas)
PE homogéne

100 % avec altération
somatique MHS2 (10/12
double altération somatique et
TMB-H)

25 % des PE avec mutation
germinale

8/13 (61 %) MSI en PCR
7/12 (58 %) MSI en NGS

Surtout haut grade (gleason
pattern 5)

Seulement MSH2 testée

MSI uniquement pour les cas
avec PE

Faible concordance : 61 %

Explications : faible pureté
tumorale des cancers de la
prostate, faible prolifération,

N.B. : Méme taux de
concordance dans les autres
rares études qui comparent IHC
et MSI-PCR avec marqueurs
consensus (MSH2/MSH6
seulement, 7 a 8 cas maxi dans
chaque étude)

Harper, Modern Pathology
(2017) 30, 146-156

215 TVES, dont 30 associées a
d’autres tumeurs du SL (et 6/30
avec SL documenté dont 2
SMT)

— 194 cas consécutifs cases
(2009 to 2014)

—+ 21 cas sélectionnés
spécifiquement pour un
historique de SL ou de
néoplasme associé a un SL

IHC 4 protéines

aucune

7 % dMMR en IHC (n = 14)

30 % des 30 cas associés a
d’autres tumeurs du SL

2,7 % si aucun contexte familial

12 pertes MSH2/MSHS6, 2
pertes isolées MSH6. 0 perte
MLH1/PMS2

Pas de test MSI. Pas de
génétique systématique mais 6
SL sdrs.

Corrélation anatomo-clinique :
liée aux formes inversées, a
une augmentation des TILS
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Type tumoral

Méthodes

Références

Performances

Commentaires

Urakami S et al., International
Journal of Urology (2018) 25,
151--156

TVES = 143 patients

IHC (4 prot)

Génétique germline
recommandée si AMMR

7 patients (5 %) dMMR en IHC
(dont 5 PE MSH2/MSHS6 ; 1
perte isolée MSH6 et une PE
MLH1/PMS2).

2 SL prouvés sur 2 recherchés
(MSH2)

Caractéristiques clinicopatho-
logiques : bas grade, Iésions
papilloma-like inversées

Pas de BM

Schneider B et al., Clinical
Genitourinary Cancer 2020,
Vol. 18, No. 5, e563-72

N = 128 patients TVES

IHC (4 protéines)

MSI en BM : si pMMR en I[HC
et/ou si < 60 ans et/ou ATCD
tumeur spectre

MSI en BM : 5 marqueurs du
panel NCI-Bethesda + 1
marqueur supplémentaire :
Cat25

dMMR en IHC: n: 24 (18.8 %)
MSI : 29 MSI-high (22,7 %), 7
MSI-low. Soit 36 (28,1 %)

Possible SL identifié pour 7.8 %
des cas

Giscard OLAGUI et al., Bull
Cancer. 2014 Feb ;101(2):144-
50.

doi : 10.1684/bdc.2014.1896.

+++ abstract seulement

146 patients opérés d’une TVES

IHC sur TMA

MSI par BM (NCI-Pentaplex)
seulement si PE

dMMRenIHC:4,8%,n=7

MSI : 5 (recherché chez les 7
patients)

Metcalfe MJ, J Urol. 2018

115 TVES consécutives

Sans contexte de SL

IHC 4 protéines (115 cas)

et MSI (panel NCI-Bethesda N
etT):87/115 cas

Génétique pour cas dMMR

13,6 % dMMR (16/115) en IHC :
7 PE MSH6 et 6 PE MSH2/MSH6

6 % (5/87) MSI/MSH

13/16 ont eu les deux
analyses : 6/13 concordants
(46 %) et 7/13 discordants
(dMMR mais MSS ou MSi-L)
dont 2 SL

5,2 %SL

9/16 : Consultation
d’oncogénétique et 6/9 SL
prouvés soit 66 % max et 37 %
min
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Type tumoral

Méthodes Références

Performances

Commentaires

Hartmann A, CANCER
RESEARCH 2002 62, 6796 —
6802

73 carcinomes urothéliaux de
I'urétre et/ou du pelvis rénal
non sélectionnés

MSI en BM MSI National Cancer Institute-
designated reference panel

(plus BAT40)

IHC chez les MSI

21 % MSI-H (15/73)

PE (IHC sur 3 prot) : 13/15

Plus grande prévalence chez les
patients : femmes,

de bas grade et de faible stade
tumoral,

et avec une croissance
papillaire et fréquemment
inversée

JulJetal., The American Journal
of Surgical Pathology :
November 2018 -

TVES : 117

Vessie : 160

IHC : MMR expression Pas de génétique.

BM : NCI-Pentaplex N et T si
dMMR

IHC:

TVES : 9 % (n = 10) dMMR par
PE en IHC (8 MSH6 seul ; 1
MSH2 + MSH6 ; 1 MLH1

+ PMS2)

Vessie : 1 % dMMR (1 MSH6
seul)

Parmiles dMMR en IHC :

TVES : 4/10 MSI en BM (40 %)
(soit 3 % de toutes les TVES)

Vessie : Aucune (0 %) MSl en
BM

Facteur prédictif de dMMR en
IHC : antécédent personnel e
CCR

Le seul cas MLH1/PMS2 - :
BRAF WT et pas de méthylation

importante discordance car
IHC : faible marquage
interprété comme une perte

Ericson, BMC Cancer 2005

216 TVES et rein

MSI en BM National Cancer Institute (NCI)
panel ; BAT25, BAT26, BAT34,
IHC (4 prot)

BAT40, D25123 et D5S346

IHC : DAKO

9/216 (4 %) MSI-H

MSl-low : 5/216 (2 %). PE :
11/216 (5 %) surtout MSH2 and
MSH6.
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Type tumoral

Méthodes

Références

Performances

Commentaires

Bai S et al. Am J Clin Pathol
2013 ;139:765-770

132 TVES

IHC : MLH1 et MSH2

MSI (NCI-Pentaplex) si IHC avec
PE

PE MSH2 chez 4 patients : 3 %

MSI : 4/4

Roupret M et al. ) Med Genet
2004 ;41

N =164 pts, TVES de

présentation sporadique.

MSI en BM

IHC MSH2 (Ventana) chez les
MSI

Et recherche de mutation
germinale MSH2

16 marqueurs
microsatellitaires : BAT25
(4912), BAT26 (2p16), MFD15
(1923), D2S123 (2p16), APC
(5922), BAT40 (1p13.1), D18S58
(18922), D18S69 (18q21),
D10S197 (10p12), MYCI1L
(1p34), UT5320 (8q24), ACTBP2
(6913), CF.S1R (5933-935),
D20S82 (20p12), D115488
(11924), et D9S242 (9933)

N =27 MSI (16 %)
15/21 perte de MSH2
3 SL mutations germinales (soit

20 % des cas avec PE de MSH2
et 11 % min des MSI)

Bai S et al. Am J Clin Pathol
2013 ;139:765-770

132 TVES

IHC : MLH1 etMSH2

MSI (NCI-Pentaplex) si IHC avec
PE

PE MSH2 chez 4 patients : 3 %

MSI : 4/4
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Annexes Chapitre IV : Biologie moléculaire

1. Annexe IV.1: Analyse bibliographique des tests MSI-PCR et méthodes alternatives

Abréviations : Beth : NCI-Bethesda ; Penta : NCl-pentaplex ; Penta P1 : panel originel avec NR22 ; Penta P2 : panel actualisé avec NR27 ; Id : Idylla ; M1 : MLH1 ; M2 : MSH2 ;
M6 : MSH6 ; P2 : PMS2 ; PE : perte d’expression en IHC ; CE : conservation d’expression en IHC ; TS : tissu sain ; ND : Non déterminé ; LoD : limite de détection ; BM : biologie
moléculaire ; Se : sensibilité ; Sp : Spécificité ; FP : Faux positif ; FN : Faux négatif ; NI : Non interprétable ; VPP : valeur prédictive positive ; VPN : valeur prédictive négative ;

a) MSI-PCR « classique » avec les panels « consensus » : NCI-Bethesda et NCI-Pentaplex

NCI-Bethesda : 2 mono-nucléotidiques : BAT25, BAT26, et 3 di-nucléotidiques : D25123, D55346, D175250
NCl-pentaplex : 5 mono-nucléotidiques : BAT25, BAT26, NR21, NR24, NR27/MONO27 (Promega MSI v1.2, P2) ou BAT25, BAT26, NR21, NR22, NR24 (Suraweera et al. 2002,

P1)
Méthode : PCR-analyse de fragments
, Tumeurs el .
Réf. j Marqueurs Référence LoD Performances Commentaires
testées
Goel et al. Pone | 213 CCR Penta P2 (213) IHC : ND Penta (seuil 22/5/>3/5): Défaut de Se au seuil de > 3/5 pour

2010

+ Beth (123: 86
dMMR, 37 pMMR)
pour comparaison

114 dMMR (50 M1,
48 M2, 8 P2/M6), 99
pMMR

Se :95.6 (90.1-98.1) / 93.9
Sp : 100 (96.3-100) / 100
VPP : 100 (96.6-100) / 100
VPN : 95.2 (89.2-97.9) / 93.4

M1/M2/P2 vs M6 (seuil 23/5) :
Se : 96 %/100 %/100 % vs 37.5 % (3/8) ; Sp 100 %
M1/M2/P2 vs M6 (seuil 2 2/5) :
Se : 96 %/100 %/100 % vs 62.5 % (5/8) ; Sp 100 %

Penta vs Beth : 100 % de concordance, mais :

dMMR : Penta 88 % a 5/5et9% a4/5vs 71 % et 24 % pour
Beth

PMMR : Penta 97 % 0/5 et 3 % 1/5 vs 92 % et 8 % pour Beth

les tumeurs liées a une déficience
MSH6 ; seuil a 2 2/5 permet une Se
et Sp optimales, notamment pour
les tumeurs liées a une déficience de
MSH6

Penta mémes résultats que
Bethesda mais +francs (+de
marqueurs instables) = Penta

+ efficace que Beth

Penta ne nécessite pas de TS pour
analyse comparative = + simple et —
colteux que Beth

RECOMMANDATIONS PROFESSIONNELLES
Evaluation du statut MMR tumoral »> ARGUMENTAIRE

169




ANNEXES

, Tumeurs e .
Réf. i Marqueurs Référence LoD Performances Commentaires
testées
Wong et al | 80 cancersde | Penta P2 (80) « Beth » : 21 MSI-H, 69 | ND Concordance Penta vs Beth : 100 % au seuil de 2/5 Penta mémes résultats que Beth
Carcinog. 2006 'endométre + Beth (80) pour | MSS Penta:16/21 >3/5,5/21 2/5 mais +francs (+de marqueurs
comparaison 84/105 (77 %) marqueurs Beth instables vs 101/105 (96 %) | instables) = Penta + efficace que
marqueurs P2 ; mono-nucléotidiques > dinucléotidiques Beth
Se NR27 100 %, NR24100%, BAT25 95%, BAT26 95 %, | Dérapages moindres =
NR21 90.5 % Recommande de tester TS en
parallele pour les cancers de
I’'endometre
Xicola et al. INCI | 1058 CCR Beth (531) IHC (M1/M2/M6/P2) : Beth (531) : = Penta (au seuil >3/5) + efficace
2007 (seuil 22/5) + analyse Se 76.5 % (61 %-92 %) ; Sp 97.2 % (96 %-99 %) que Beth (au seuil 22/5)
+ Penta P1 (527) (seuil | constitutionnelle VPP 65.0 % (49 %-81 %) N.B.: BAT26 +NR24 aurait les
>3/5) M1/M2 dans dMMR Penta (527) : mémes performances que Penta ( ?)
Seuil D 23 pb Se 95.8 % (89 % -103 %) ; Sp 98.7 % (97 %-100 %) # Résultat contradictoire avec autres
MSI-H, -L, MSS VPP 88.5 % (79 %-98 %) études concernant NR24 (Goel 2010 ;
Se mono-nt > di-nt Pagin 2013)
Panel BAT26 + NR24 : mémes performances que Penta
You et al. Br. J. | 29:19 CCR, 6 | Penta P1 MSH6 déficience | ND Se : 15/15 (100 %) avec TS et 28/29 (97 %) sans TS = Penta efficace pour endometre ;
Cancer 2010 cancers ‘ de N.B.: comparaison 2 (mutaftloh 26/29 (89.5 %) > 3/5 (1 CCR 0/5, 2 CCR 2/5) TS pas nécessaire dans majorité des
'endomeétre, p2 constitutionnelle cas...
3 MSH®6 ou/et IHC) p
. N.B.: 2 tumeurs sans TS classées
:':r:‘l:hums' NCl-Pentaplex originel (Suraweera et al. 2002) vs. Version | MSS si seuil a 3/5

+ récente (Buhard et al. 2006) : 90 % de cas 5/5 marqueurs
exploitables vs 51 % ceci en raison de la taille moindre des
fragments amplifiés (103-142 pb vs 87-179 pb)

= intérét a utiliser des méthodes
amplifiant des fragments de petite
taille, afin de limiter les résultats NC
ADN de

(non contributifs) si

mauvaise qualité
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, Tumeurs el .
Réf. i Marqueurs Référence LoD Performances Commentaires
testées
Hissong et al. | 809 CCR | Penta P2 (Promega) IHC (M1/M2/M6/P2) ND Comparaison IHC/Penta : = trés bonne concordance MSI/IHC
Mod Pathol. | (issus de 922 49 i
( - Résultats concordants dans 806/809 (>99%) : dans CCR (0.4 % de discordance)
2018 CCR)
648 (80.4%) CE/MSS, 158 (19.6 %) PE/MSI
- 3 discordances CE/MSI :
- 1 mauvaise interprétation M6 (rectum traitement
néoadjuvant avec marquage faible et « patchy »
M6
- 1 erreur labo BM (MSI a la vérification)
- 1 erreur IHC (PE M1/P2 a la vérification)
= Cas particulier de PMS2 (MSH6 traité dans You et al. 2010 et Pagin et al. 2013)
Wang et al. Human Mutat 2020. MSI et IHC chez patients porteurs de variants constitutionnels PMS2
Van der Klift et al. 2016. MSI et IHC chez patients porteurs de variants constitutionnels PMS2
; Tumeurs ., .
Réf. i Marqueurs Référence Performances Commentaires
testées
= IHC PMS2 apparait plus délicate d’interprétation que MSI
163 dont 136 (23 % marqueur faible ou non contributif (NC)), mais Se au
on
i Mutation pathogene | MSI : 131/136 (96.3 %) MSI moins équivalente a MSI si prise en compte des suspicions de
Wang et al. | avec variant | Penta P2 (MSI o .
L. constitutionnelle 4 MSS (2.9 %) (3 CCR, 1 endomeétre) perte + NC...
Human hétérozygote Promega) (+/- . L o )
hétérozygote PMS2 IHC: 113/148 (76 %) PE P2 : 96 (65 %) PE sélective ; 7 | Perte combinée possible P2/M1 (7/113 (6 %))
Mutat 2020 | PMS2 classe | BAT40) .. o s .
) PE P2/M1 ; 34/148 (23 %) avec suspicion de perte ou | PE isolée PMS2 associée a MSI-H, sauf dans 1 cas (1 ovaire MSI-
(rétro) 4/5 (80% de | IHC (M1/M2/M6/P2) i
CCR) résultat NC L)
1 MSS avec PE PMS2 et 3 MSS avec résultats NC ou expression
faible P2
396 patients Mutation pathogéne Difficile de tirer des conclusions de cette étude (analyses de
testés pour constitutionnelle PMS2 | MSI: 78 MSI-H /91, 1 MSI-L, 4 MSS, 8 non testés ou | sous-groupes).
Van der | PMS2, dont Penta P2 ? (n=130) NI ; soit 78 MSI-H/83 (94 %) testés sirs 78/91 (86%) MSI-H, mais 8/91 non testés ou non
enta P2 7 -
Klift et al. | 130 avec IHC (M1/M2/M6/P2) N.B.: IHC: 118 avec PE | IHC: 39 cas avec variant pathogéne et résultat autre | interprétables (NI) (non détaillé)...
2016 variant PMS2 isolée P2, dont 91 avec | que PE isolée P2 : 8 PE P2/expression faible M1; 5 PE | 5-13/130 (5-10%) de perte combinée P2/M1
cd. 4/5 (# variant(s) pathogene(s) | P2/M1, 3 CE 127/130 (97 %) avec PE P2 (isolée ou combinée), mais biais car
groupes) PMS2 118 sélectionnés sur la base de la perte isolée P2
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b) Les alternatives : Le test Idylla, HSP110, NGS, les autres panels PCR, nouveau test Promega...

1. Idylla MSI Assay (Biocartis) :
Marqueurs : 7 marqueurs sélectionnés a partir Zhao et al. eLife 2014 (panel MSI de 56 marqueurs sélectionnés a partir WGS/WES) sur base de fréquence MSI dans CCR et
endometre, robustesse % technologie, monomorphisme, possibilité multiplex...) : ACVR2A, BTBD7, DIDO1, MRE11, RYR3, SEC31A, SULF2

Méthode : PCR- courbes de fusion ; = 50 mm’ et = 20 % cellules tumorales (préconisations fournisseur) ; rapide (2,5 h/échantillon)

Résultat : interprétable si > 5/7 marqueurs interprétables (« no mutation detected » / « mutation detected » / « invalid ») ; 2 catégories : MSI-H si > 2/7 mutés / MSS si

< 2/7 mutés.

N.B. : 4 publications récentes (Nov et Déc 2019) : bonne concordance avec MSI/IHC mais données ~ uniquement sur CCR.

Réf. Tume:urs Référence LoD Performances Commentaires
testées

Leeetal ). 115 CCR Beth +NGS (105/115); 100% | ~10 %* Exactitude : 99.05 % (104/105) 105 avec résultats interprétables par les 2 méthodes
Path. Trans. concordance (11 MSI-H, 94 Se: 100 % (11/11) 1 cas MSI-H avec Id (4/7) et MSS avec Beth et NGS
Med. 2019 MSS/MSI-L) Sp : 98.94 % (93/94) *gamme : 2/3 cas a 2 % détectés, 1/1a5%, 2/2a10%
+++ VPP :91.67 % (11/12) Suggere une LoD< 10 %

Beth : 89 MSS, 5 MSI-L, 14 MSI-H VPN : 100 % (93/93)

NGS: 101 MSS, 11 MSI-H (Kim

JMD 2019,21 :241-50)
Zwaenepoel et | 330 CCR Promega MSI v1.2 + ND Id vs Promega : Exactitude : 99.7 % (98.3 %-100 %) 323 avec résultat interprétable par les 2 méthodes (N.B. :
al. J. Mol. Diag. IHC (Agilent ou Dako ou Se:94.4% 18 réanalyses (5.4 %) avec Promega, 3 (0.9 %) avec Id ; 7
2020 (ss Ventana) Sp:100 % échecs (2.12 %) avec Promega, 2 (0.61 %) avec Idylla)
presse) VPP :98.7 % (92.9 %-99.8 %) 1 discordance levée aprés réanalyse a partir du bloc
+++ VPN : 100 % (98.5 %-100 %)

Idvs IHC:

Exactitude : 98.7 % (96.7 %-99.5 %)
VPP : 94.4 % (86.7 %-97.8 %)

VPN : 100 % (98.4 %-100 %)

310 avec résultat interprétable par les 2 méthodes (Id et
IHC) (N.B. : exclusion de 16 cas « douteux » en IHC car PE
isolée (7 M1/M2, 9 M6/P2 (?1)*...)

4 discordances : PE en IHC/MSS avec Id dont 2/4 PE
<90 % cellules tumorales

*Remarque : difficile dans ce contexte d’avoir une idée
claire de I'apport de Idylla en termes de Se pour les
tumeurs MSH6

RECOMMANDATIONS PROFESSIONNELLES
Evaluation du statut MMR tumoral »> ARGUMENTAIRE

172




ANNEXES

Réf. Tume’urs Référence LoD Performances Commentaires
testées

Samaisonetal. | 12:8CCR, 1 IHC (10/12)* +/—P1 (12/12) ; ND Concordance : 1 cas Nl avec Idylla (<5/7 marqueurs interprétables)
J. Clin. Pathol. cancer de N.B.: 5 discordances IHC/P1 Idvs P1:11/11 (100 %) *2 cas Nl avec IHC
2019 'endomeétre, 1 | (5/10)** (3 PE PMS2/MSS; 2 Idvs IHC:5/9 **CCR Rq : résultat quelque peu étonnant

cancer de CE/MSI)

I'ovaire, 1

adénome

sébacé
Li et al. Clin. 42 CCR BM ou IHC ND Concordance : 97.62 % (41/42) 1 cas “MSI-H” (PE en IHC) et MSS avec Idylla (0/7)
Col. Cancer 20 MSI-H, 22 MSS (20 MSS, 2
2019 MSI-L)
Maerten et al. 201 CCR Promega MSI v1.2 Concordance (173/201) : 173 avec résultat interprétable par les 2 méthodes (24
Biocartis ESMO Id vs Promega : 93.6 % échecs (11.9 %) avec Promega, 8 (4.0 %) avec Idylla)
2018 11/173 (6.4 %) MSI-H avec Id, MSS avec Promega
Biocartis, ESMO Concordance* : *d’apres Li et al. 2019
2018* Id vs Promega : 97.7 %

Idvs IHC:97.6 %
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; Tumeurs o, .
Réf. i Référence LoD Performances Commentaires
testées
Pécriaux A et 115 pan | NCI-Pentaplex P1 (n =115); 4-8% Concordance : Penta P1: seuil a 2/5; tissu sain pour analyse
al., 2020 cancer : IHC (n = 84 : tumeurs non CCR (n CCR(n=53): comparative pour les non CCR
J Clin Path 53 CCR, 7 =62) + CCR <40 ans ou MSI (n Id vs P1:51/53(96.2 %) (1 FN, 1 NI)
cancers de =22) ; 4 anticorps) Id vs IHC (16 dMMR, 5 pMMR) : 21/22 (95.5 %) (1 FN) Idylla: 3 faux nég* (1 CCR, 1 gréle et 1 endomeétre

I'intestin gréle,
15du
duodénum /
pancréas, 16
cancers de
I’estomac, 15
de
I'endometre, 5
des ovaires, 4
urologiques

Digestif non CCR (n = 38):

Id vs P1: (36/38 (94.7 %) (1 FN, 1 NI)
Id vs IHC : 36/37 (97.3 %) (1 FN)
Gynéco (n=20) :

Id vs P1:17/18 (94.4 %) (1 FN)

Id vs IHC : 19/20 (95 %) (1 FN)

Uro (n=4):

Id vs P1:3/3 (100 %)

Id vs IHC : 4/4 (100 %)

CCR:se 94 % (16/17) / sp 100 %

Digestif non CCR : se 96 % (23/24) /sp (100 %)
Gynéco : se 90 % (9/10) / sp 100 %

Se globale 94 % et Sp globale 100 %.

MSI/dMMR P1 + IHC) et 2 NI (1 CCR MSS IHC non réalisée
et 1 digestif non CCR MSS et douteux en IHC)

Indique la nécessité de 25 ng d’ADN minimum

N.B. : pour toutes études, suivi des préconisations fournisseur (>20% cellules tumorales)
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2. Pan-cancer MSI system (Promega)

D’apres des résultats de Bacher et al. Plos One 2015 :
Marqueurs : Long mono-nucleotide repeats (LMRs) : BAT52, BAT55, BAT56, BAT57, BAT59
Méthode : PCR-analyse fragments
Résultat : 3 catégories : MSI-H si > 2/5 instables / MSI-L si 1/5 instable / MSS si 0/5 instable

Réf. Tumeurs testées Référence LoD Performances Commentaires
Bacher et al. 430 adénomes | IHC pour Se/Sp (90) : 15/90 PE LMRs (90) : 15 MSI-H TS disponible dans la majorité des cas (127/160); TS
POne 2015 CR / 160

patients (52 avec
suspicion de SL)

+ Comparaisons :
vs Promega MSI v1.2 = P2

vs Beth

Se :100 % ;Sp :96 %
P2 (90) : 8 MSI-H
Se:67 % ; Sp:100
Beth (90) : 9 MSI-H
Se:75%;Sp:97 %

généralement utile car LMRs polymorphiques # limite
de la méthode
N.B. : 3 MSI-L avec P2 et MSI-H avec LMRs

Pan-cancer MSI system :
Marqueurs : 8 marqueurs sélectionnés pour leur plus grande sensibilité a détecter des MSI dans polypes colorectaux, cancers de I'endométre, cutanés et de la prostate :
BAT25, BAT26, NR21, MONO27, BAT52, BAT57, BAT59, BAT60
Méthode : PCR-analyse fragments
Résultat : étude en cours

Conclusion : peu de données disponibles a ce jour

Réf.

Tumeurs testées Référence LoD Performances Commentaires
Bacher et al. | 190 mutations MMR/BRAF, IHC Résultats préliminaires PanC vs P2 : = PanC serait plus sensible que Penta,
ESMO 2018 N.B.: Total =519/ 14 Penta : 108 MSI-H, 17 MSI-L, 55 MSS

cancers # (100 CCR SL, 100
CCR sporadiques MSI, 100
CCR sporadiques MSS, 219
non CCR suspicion de SL)

+ Promega MSI analysis syst v1.2
= P2 pour comparaison
(MSI-H = 2/5, MSI-L 1/5, MSS 0/5)

PanC : 144 MSI-H, 36 MSS

Polypes : 5.4 % MSI vs 2.3 % pour P2
PanC:Se 100 % ; Sp 96 %
Endomeétre : Se x 2 vs P2

“The MSI and IHC results were highly correlated”

mais étude encore en cours ?
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3. TrueMark MSI Assay (ThermoFisher)

Marqueurs : 13 marqueurs : BAT25, BAT26, NR21, NR22, NR24, NR27, BAT40, CAT25, ABI-16, ABI-17, ABI-19, ABI-20A, ABI-20B (ABI = marqueurs « propriétaires »
sélectionnés pour leur haute sensibilité dans de multiples cancers)
Méthode : PCR-analyse fragments ; 2200 rfu pour interprétation plus rapide (< 4 h)
Résultat : 3 catégories : MSI-H si > 30 % (# 4/13) instables / MSI-L si 25 % (# 1-3/13) instables / MSS si < 5 % (# Q) instable

N.B. : Absence de publication. Validation en interne (poster) :

Comparaison au NCI-Pentaplex P1 (N.B. : incohérence : noté Bethesda sur poster) : « Se maximum si D (taille délétion) 3-5 pb > 20 % allele frequency ; Sp >98 % » ; VPP :
0.82siD>1pb,0.85siD>2pb,0.88D=3pb..0.92siD=27pb.
Conclusion : Manque de recul, mais correspond en fait au panel NCl-pentaplex (P1/P2) étendu.

4. Autres panels / marqueurs

Marqueurs : BAT25, BAT26, NR21, NR22, NR27, BAT40 (Hexaplex (Hex)) = Penta P1/P2 + BAT40

Méthode : PCR-analyse fragments

Résultat : 3 catégories : MSI-H/MSI-L/MSS ; MSI-H si 2 3/6, MSI-L si 1-2/6, MSS si 0/6

Réf. Tumeurs testées Référence

LoD

Performances

Commentaires

Pagin et al. Br.
J. Cancer 2013
(rétro)

148 : 71 CCR; 77
non CCR (31

IHC (138) +/— méthylationMLH1 ou
mutation constitutionnelle MMR

Endomeétre, 12 | (61):

Urothéliums, 12 | 77 dMMR, 71 pMMR

Ovaires, 7

Sébacés, 6 | Penta (148) a titre de comparaison
Estomac, 2 SNC, 7

adénomes

colorectaux)

ND**

Hex (seuil 1/6 marqueurs / seuil 2/6
marqueurs) :

Se : 0.96 (0.89-0.99) /0.91

Sp*:0.97 (0.90-1.00) / 0.97

VPP :0.97 (0.91-1.00) / 0.97

VPN :0.96 (0.88-0.99) / 0.91

Penta (seuil 1/5 marqueurs / seuil 2/5
marqueurs) :

Se :0.92(0.84-0.97)/0.86

Sp : 0.97 (0.90-1.00) / 1.00

VPP : 0.97 (0.90-1.00) / 1.00

VPN : 0.92 (0.83-0.97) / 0.87

Performances CCR vs non-CCR :
CCR : Hex Se 1.00 / P1 Se 1.00

Non CCR : Hex Se 0.93 / P1 0.86
cf. plus bas pour détail /organe

Performances non MSH6 vs MSH6 :
Non M6 : Hex Se 0.97 / P1 Se 0.95
MSHG6 : Hex Se 0.95 / P1 Se 0.84

*2 « FP » : 1 Urothélium mutation constitutionnelle M6 : Hex MSI-L
et IHC CE ; 1 Endomeétre mutation constitutionnelle P2 Hex MSI-H
et IHCCE;

+ 2 FP potentiels: 1 adénome rectal + 1 adénome sébacé MSI-H
(2/6) et IHC endométre, tous 2 MSI-L (1/5) avec Pent

2 FN : 1 adénome dyBG, 1 endo < 10 % cellules tumorales

Se Hex > Pent quel que soit le seuil.

T Se sans ¥ Sp si seuil 3 1/6 marqueurs :

8 dMMR dont 7 avec mutation constitutionnelle MMR MSI-L avec 1
ou 2 marqueurs instables (4 avec 2/6 et 4 avec 1/6)

Nombre de marqueurs instables non CCR < CCR (4.3 vs 5.4/6) et
avec dérapage D moindre (D total 22.5 pb vs 39.5 pb)

= suggéré d’analyser TS en parallele pour Urothélium, SNC,
Adénomes colorectaux

8 tumeurs dMMR (1 Endo, 3 Uro, 1 Ov, 2 CCR, 1 ad ) auraient été
loupées si BAT40 n’avait pas été testé. BAT40 Se 0.92 (BAT26 0.85,
NR27 0.82) et dérapage D > autres marqueurs (8.4 pb vs 7.3 pour
BAT26, NR27)

= Intérét de BAT40 ou autres marqueurs mononucléotidiques plus
longs que ceux du Penta pour augmenter la Se, not' pour tumeurs
non-CCR ou liées a MSH6 ? intérét a reconsidérer MSI-L ?

N.B.: BAT40 plus polymorphique, mais seulement 2 alléles
fréquents # 88 % et profil perturbé ++ quand instable

**N.B. : LoD évaluée depuis a < 15 % ADN muté (d’aprés le contrdle de qualité interne 10-15 % a partir de lignées diluées)
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Marqueur : HSP110 T17

Méthode : PCR-analyse fragments ; 100-6 000 rfu (relative fluorescent unit) pour que ce soit interprétable
Résultat : 2 catégories : MSI/MSS ; MSI si T14/T16 (R1) = 0.15 ou/et T15/T16 (R2) = 0.50
N.B. : méthode alternative = E-ice-COLD-PCR (LNA blocker probe) (How-Kit et al. Hum. Mutat. 2018) : LoD = 0.1-0.05 % ADN muté

. Tumeurs e, .
Réf. J Référence LoD Performances Commentaires
testées
Buhard et al. J. | 755 CCR ou | IHC + P2 + HT17 (679 résultats non | ND HT17 (679 résultats non ambigus) : Concordance (679 résultats non ambigus) :

Med. Genet | adénomes (685 | ambigus (HT17 =P2 ou IHC si Se : 0.98 (0.97-0.99) 17 « discordances » :
2016 (rétro) (666 CCR +19 | HT17#P2) Sp : 1.00 (0.99-1.00) 14 FN P2 (dt 7 1/5 marqueurs)
adénomes) + 70 VPP :1.00 (1.00-1.00) 6 douteux P2
3 risq SL) P2: VPN : 1.00 (0.98-0.99) 4 FN HT17
685 (313 MSI-H (>2/5), 366 MSS (0- = meilleure Se HT17 vs P2 dans CCR ; permettrait de classer des
1/5),67?) P2 (679 résultats non ambigus) : cas douteux avec P2
+ 70 a risque d’un SL (23 MSI-H, 46 Se : 0.95 (0.93-0.97)
MSS, 1 MSI?) Sp : 1.00 (0.99-1.00)
VPP : 1.00 (1.00-1.00)
IHC : VPN :1.00 (0.96-0.96)
Discordants HT17/P2 Concordance (70 a risque d’un SL) :
+ 122 concordants HT17/P2 (104 Concordance (70 a risque d’'un SL) : 2 « discordances » :
MSI-H, 18 MSS) HT17 vs P2 : 46/46 MSS, 22/23 MSI, +1 HT17 | 1 MSI? P2 et HT17 +
+ 70 arisque d’un SL + (P2 MSI?) 1 FN HT17 (faible % ct)
Berardinelli et | 1013 CCR; IHC (M1/M2/M6/P2) (996) : Penta (988) : 95,6 % de concordance Penta vs IHC : 8 discordances : 4 MSI/CE et 4 MSS (dt 2 MSI-L)/PE ;
al. Oncotarget | 321 CCR avec | 102 dMMR, 886 pMMR, 8 NI Se 99,5 % ; Sp 96,1 %, exact 99,2 % HT17 positif dans ces 8 cas = suggere une + grande Se de HT17 vs
2018 HT17 Penta

+ Penta P2 (1013) pour
comparaison : 106 MSI-H, 907 MSS
(37 MSI-L, 870 MSS)

HT17 (321: 106 MSI-H, 215 MSS (35 MSI-L,
180 MSS)) :

MSS : 100 % concordance

MSI (98 interprétables) : 94.9 % (93/98) HT17
+et5.1% (5/98) HT17-
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Marqueur : EWSR1 (T16 dans 3’-UTR EWSR1, quasi-monomorphique)
Méthode : PCR-analyse fragments (N.B. : analysé aussi par HRM dans Panel N_LyST (cf. paragraphe suivant))
Résultat : 2 catégories : MSI/MSS ; seuil : positif si dérapage D> 1 pb ?

Réf. Tumeurs testées Référence LoD Performances Commentaires
Kishore et al. | Cohorte1: Cohorte 1 : mutation constitutionnelle | ND EWSR1 : N.B. : TS pour analyse comparative
Cancer Res | 85SL: 78 CCR +7 CE; 113 CCR sporadique | (85+8), Me + (14), pMMR (86) Se : 100 % (IC95 % : 97-100) 1.6 % cas avec insertion/expansion
2014 (rétro) (14 Me +, 12 MSI-L, 86 pMMR) Cohorte de confirmation : 29 dMMR, Sp : 100 % (IC95 % : 98-100) = mémes résultat que Beth + BAT40,
93 pMMR MYCL1 dans CCR, endometre (mais
Cohorte 2 : Profil : 126 délétions (98.4 %) / 2 insertions | seulement 7), estomac
8 SL: 8 cancers gastriques SL; 50 CCR | Beth +BAT40, MYCL1 pour statut (1.6 %) (# 2 CCR dMSH2)
sporadiques, 64 Est sporadiques MMR (Umar et al. 2004) N.B. : EWSR1 négatif dans les 12 MSI-L
N.B. : 37 adénomes dt 10 SL
Kondelin et al. | Cohorte1: Statut MMR déterminé par méthodes | ND EWSR1 : N.B. : ADN extraits de tissus congelés ;
Fam Cancer | 305 CCR (31 SL) : 157 MSI, 148 MSS variées +++ (7 marqueurs, 16 Cohorte 1: TS pour analyse comparative
2015 (rétro) marqueurs, Beth, Penta) 156/157 MSI (99.4 %)
Cohorte 2 : 56 CCR MSI (cohorte 2 / Penta P1) 0/148 MSS (100 %) Autotal : 1 FN /213 (0.46 %)
= 1 cas discordant # FN N.B.: 1 cas avec insertion # 1 seul
Cohorte 2 : 56/56 MSI (100 %) nucléotide ...
N.B.: 1 insertion # 1 seul nt !... = auteurs suggerent que EWSR1
pourrait remplacer Beth

Marqueur : CAT25 (T,5 dans 3’-UTR CAPS2, quasi-monomorphique (146-148 pb))
Méthode : PCR-analyse fragments ; pas nécessité ADN de tissu sain pour analyse comparative
Résultat : 2 catégories : MSI/MSS ; seuil : MSI si < 146 pb ou > 148 pb

Réf.

Tumeurs testées Référence

LoD

Performances

Commentaires

Findeisen et al.
Cancer Res
2015 (rétro)

117 CCR
(10 MSI-L, 50 MSS)

Beth : 57 MSI-H, 60 MSS | ND

CAT25:

Se: 56 MSI/57 MSI-H (98.2 %) en absence d’ADN de tissu sain ;

Etude du polymorphisme sur 200 caucasiens, 102
Africains, 79 Asiatiques: 146-148 pb # quasi-

57/57 (100 %) avec
Sp : 0 MSI/60 MSS (100 %)
N.B. : CAT25 négatif dans les 10 MSI-L

Profil : CAT25 D 8.1+2.9 pb, BAT26 8.9+3.1 pb, BAT25 6.0+2.2 pb

monomorphiques

= serait moins polymorphique que BAT25, BAT26
N.B.: 1 FN: 146 pb donc visible seulement avec
ADN de tissu sain

= performant dans CCR sans nécessité ADN de
tissu sain ; auteurs suggerent I'intérét d’un panel
« triplex » BAT25, BAT26, CAT25
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Panel N_LyST (Nottingham Lynch Syndrome Test)
Marqueurs : BAT25, BAT26, BCAT25, MYB, EWSR1 (+ BRAF 600 + Me MLH1)
Méthode : HRM ; Validation de méthode avec LoD (dilutions ADN lignées)

Résultat : 2 catégories : MSl si > 2/5 (40 %), MSS si < 2/5

Réf. Tumeurs testées Référence LoD Performances Commentaires
Susanti et al. J | Cohorte1: Cohorte 1: IHC (+ MSI P2 | ~6.25% Comparaison MSI P2/IHC (n = 33) : 100 % concordance Validation de méthode, mais seulement sur CCR
Clin Pathol | 99 CCR: 46 dMMR, 53 | (Promega) dans n = 33) LoD : « comparable a P2 » ~6.25 % LoD du test et de NCI-Pentaplex serait ~ 6.25 %
2018 pMMR d’ADN muté

MSI/dMMR,
MSS/pMMR

Cohorte 2 : 88 CCR: 45

43

Cohorte 2 : IHC ou MSI P2
(Promega)

Performances (2 valideurs # pour évaluer robustesse) :
Valideur 1 : 100 % de classement correct

Valideur 2 : 2 erreurs (MSS au lieu de MSI)

N.B. : 7/96 MSS avec instabilité a 1 marqueur en HRM

Le test analyse aussi BRAF et Me MLH1

= présenterait I'avantage de discriminer CCR
SL/CCR sporadiques en 1 seul test rapide, peu
colteux, simple et robuste
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c) Autres tumeurs que CCR :

N.B. : trés peu d’études avec gold standard + probleme de la définition du gold standard.

= Endometre, ovaire :

Peu d’études avec un gold standard.
Libera et al. 2017 : 71 tumeurs IHC, Méthylation MLH1 +/— mutation constitutionnelle MMR
Wang et al. 2017 : 91 endomeétres ; comparaison endomeétre / CCR et MSI/IHC
Stelloo et al. 2017 : 91 endomeétres IHC, méthyl MLH1 +/- di-nt et NGS quand discordance
Kuismanen et al. AJP 2002 : 57 tumeurs de patients avec mutation constitutionnelle MLH1/MSH2 ; comparaison BAT25, BAT26, BAT40 et mono-nt codants avec CCR
Wong et al. Carcinogenesis 2006 : 80 tumeurs, comparaison Beth et Penta
Ollikainen et al. 2005 : 33 tumeurs IHC (M1/M2/M6) +/— mutation constitutionnelle MMR

Pagin et al. 2013 : 31 tumeurs IHC, méthylation MLH1 +/— mutation constitutionnelle MMR

Réf. Tumeurs testées Marqueurs Référence Performances Commentaires
Libera et al. ). | 95 tumeurs | P1 (MSIsi>2/5etD > | IHC, méthyl MLH1, mutation | 36/53 MSI, 4/53 MSS, 13 MSI-B (11SL/2S) : 4  vraies discordances si  MSI-B
Clin. Pathol. | gynécologiques: | 3 pb; MSI-B | constitutionnelle MMR: 53 | Endométre: 32 MSI /42 dMMR, 3 _MSS, 7 MSI-B (2/2 M6, | comptabilisés avec MSI: 3/42 (7 %)

2017 (rétro)

71 endometres
24 ovaires

« ambigu » si D =1-2
pb)

+ marqueurs
supplémentaires dont
RPL22, SRPR (codants)

dMMR

Endometre :

29 pMMR, 42 dMMR

(30 SL, 12 Sporadiques)
Ovaire : 13 pMMR, 11 dMMR
(9 SL, 2 Sporadiques)

2/16 M2, 3/23 M1)
Ovaire : 4 MSI/11 dMMR, 1 MSS, 6 MSI-B (2/2 M6, 0/3 M1, 4/6
M2)

Concordance P1 vs IHC: 96 %
Se 68 % (MSI) / 92 % (MSI +MSI-B) ; Sp 100 %

N.B. : analyse marqueurs supplémentaires :
RPL22: Se 41,5% (22/53 dMMR) (associé a M1); SRPR: Se
13 % (7/53)

endomeétre et 1/11 (9 %) ovaire

N.B.: analyse marqueurs
supplémentaires: 1/4 cas discordants
rattrapé par RPL22

= Intérét a considérer les D1-
(dérapage/délétions 2 pb), notamment
quand profil non gaussien

+ intérét potentiel de RLP22 et SRPR en
support Penta ?

N.B. : difficile de comparer au vu des
critéres utilisés (catégorie MSI-B) ;

Q : quid du seuil D avec Promega ?
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Réf. Tumeurs testées Marqueurs Référence Performances Commentaires

Wang et al. J | 91 endomeétres; | Penta 2 (MSI | Utilisation MSI en gold | Comparaison des profils Endomeétre vs CCR : = Instabilit¢ moindre dans les

Mol Diag 2017 | 311 CCR Promega) standard pour IHC (n =79/91 | CCR: moy * SD: -6.3 + 2.8 nt; 80 % CCR avec D moy > 6 nt | Endométres vs CCR: dérapage D

(rétro) endometres) (seulement 2 % des CCR avec D 1 nt) moindre, avec % non négligeable de cas
Endometre : moy + SD: -2.9 + 2.2 nt; 43 % Endomeétres avec D | avec D 1 nucléotide! (10% des
moy = 6 nt (10 % des endométres avec D1 nt !) Endomeétres vs 2 % CCR)
Comparaison MSl vs IHC (n =78) : = Risque de faux négatifs si <30% de
IHC Se 95 % (18/19 MSI-H) vs 100 % pour MSI (?!); 1 tumeur | cellules tumorales
MSI-H avec CE en IHC
Détermination LoD (dilution ADN tumoral) : N.B. : 1 seule discordance MSI/IHC : 1 cas
Résultat MSI non modifié si > 30 % cellules tumorales MSI-H avec CE en IHC

Stelloo et al. | 696 endo (issus | Penta Promega (MSI- | IHC, méthylation MLH1 MSI-H : 180/696 (26 %) ; IHC PE : 196/696 (28 %) = concordance ++ Penta / IHC

Ann. Oncol. | de 854 (essais | H 2 2/5; MSI-L 1/5; | +/- di-nucléotidiques et NGS | Concordance Penta vs IHC : 655/696 (94 %, k = 0.85) <3 % cas avec perte sous-clonale : MLH1
2017 thérapeutiques)) | MSS 0/5) quand discordance IHC : efficacité Ac M6/P2 identique aux 4 Ac # méthylation + ou MSH6 (Z"d)
41 (6 %) discordances / cas ambigus # perte focale en IHC (18), | Efficacité anticorps M6/P2 =4 anticorps
MSS/MSI-L/PE (20), MSI-L/H /CE (3) = suggéré de ne tester que M6/P2 en 1"
2 MSI-H/CE correspondant a des cas mutés POLE intention
11 MSI-L, 10/11 avec PE en IHC ! N.B.: PE dans la plupart des MSI-L
130/169 (77 %) PE MLH1 dont 97 % méthylés M1 + (10/11)!
Goodfellow et | 441 endo Beth (441) MSI (441) : 127 (28.8 %) MSI-H, 10 (2.3 %) MSI-L, 304 (68.9 %)
al. PNAS 2003 Me M1 (137), puis MSS
mut MSH6 dans les Me MLH1 (137) : 92/127 (72 %) MSI-H, 0/10 MSI-L
Me- (30) Mut MSH6: 7/30 (23 %) MSI-H Me- (45-71a sans histoire
évocatrice ; 7/7 avec seulement 2-3/5 marqueurs instables #
mononucléotidiques
Kuismanen et | 57 endo BAT25, BAT26, BAT40 | Mutation constitutionnelle | Endomeétre : 0.27 marqueurs instables vs 0.45 pour CCR ; 13/57 | =  Instabilitt  moindre  dans les
al. AJP 2002 vs 44 CCR + TGFB2, PTEN... MLH1 ou MSH2 (23 %) MSS avec tous les marqueurs vs 4/44 (11 %) pour CCR Endometres vs CCR : nombre moindre de
(+/—IHC) Endo : BAT25 : 58 %, BAT26 : 54 %, BAT40 : 54 % marqueurs instables et dérapage D
D moy : 5.1 pb (1-12) moindre

CCR : BAT25:79 %, BAT26 : 98 %, BAT40: 78 %
D moy : 9.3 pb (3-16)
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Réf. Tumeurs testées Marqueurs Référence Performances Commentaires
Wong et al | 80endo Penta P2 « Beth » : 21 MSI-H, 69 MSS Concordance Penta vs Beth : 100 % au seuil de 2/5 Penta mémes résultats que Beth mais
Carcinog. 2006 et Beth pour Penta:16/212>3/5,5/212/5! +francs (+de marqueurs instables) =

comparaison

84/105 (77 %) marqueurs Beth instables vs 101/105 (96 %)
marqueurs P2 ; mono-nucléotidiques > di-nucléotidiques

Se NR27 100 %, NR24 100 %, BAT25 95 %, BAT26 95 %, NR21
90.5%

Penta + efficace que Beth
D moindres = Recommande de tester TS
en paralléle pour les endométres

Ollikainen et al.
JCO 2005

34 endo
isolés)
sélectionnés de

(23

62 avec histoire

Beth (33)

IHC (M1/M2/M6) (33)
(+/— mut cst)

IHC : 16/33 (48 %) PE : 7 M1, 12 M2/M6, 5 M6

MSI : 5/33 (15 %) MSI-H, 18 % MSI-L, 67 % MSS

MSI-H : 3/4 (75 %) PE M2/M6, 2/7 (29 %) PE M1, 1/5 (20 %) PE
M6

Montre efficacité moindre de Beth vs IHC
dans les endométres.

N.B. : effectifs pas clairs (discordances
table 2 et texte)

familiale de MSI-L : 3 PE M1, 1 PE M6
cancer MSS : 3 PE M1, 1 PE M2/M6, 3 M6
Me M1 : 1/7 PE (14 %) M1
1 famille avec mutation constitutionnelle M6 / 3 endométres :
1MSI-Let2 MSS !
Pagin et al. BJC | 31 endo Hexa (Penta + BAT40) | IHC / mutation | Endométre : 1 FN en BM <10% cellules tumorales
2013 12 ovaires Seuil a 1 marqueurs | constitutionnelle / | IHC:20PE/21 (mutation MSH®6)
(1-2 marqueurs : MSI- | méthylation M1 : | Hexa:20 MSI/21, mais3 cas<3/6! 1 FN en |IHC CE / mutation
L, 22 mg MSI-H) Endomeétre: 21 dMMR, 10 | Penta: 19 MSI/21, mais 2 cas<2/5! constitutionnelle MLH1
pMMR Ovaire : Pas de FP

Ovaire : 5 dMMR, 7 pMMR

Hexa : 5 MSI/5, mais 1 cas < 3/6 !
Penta : 5 MSI/5, mais 1 cas < 2/5 !

3 Endomeétres « MSI-L»: 1 BAT40
(mutation MSH6), 1 BAT26 (mutation

MLH1), 1 BAT40 +BAT26 (mutation
MSH6)
1 Ovaire « MSI-L»: BAT40, NR22

(mutation MSH®6)

Ovaires : pas d’étude exploitable identifiée en dehors de Libera et al. 2017, Pagin et al. 2013 (probléme également relevé dans la revue de Murphy & Wentzensen Int J
Cancer 2011) :
Shilpa et al. Genomics 2014 104 : 257-263 : étude indienne : > 60 % de MSI dans les cancers de I'ovaire et 47 % dans ovaires normaux avec Beth ?!...

Pandolfi Caliman et al. Oncol Letters 2012 4 : 556-560 : 37 patientes avec cancer de I'ovaire ; MSI-H dans 84.6 %, 60 % et 78.9 % des cystadénocarcinomes, cystadénomes,
sujets sains, respectivement avec Beth ?!...
Catasus L. et al. Hum Pathol 2004 ; 35 : 1360-8 : 39 cancers de I'ovaire ; 5/39 (13 %) MSI avec Beth (3 endométrioides, 1 a cellules claires et 1 mixte), 3/5 avec PE MLH1.
Ichikawaet al. Lynch et al. Cancer Genet Cytogenet 1999 : 4 cancers ovaire et 4 cancer endometre de patients Lynch + 20 tissus normaux (8 ovaires et 12 endometres) : MSI
dans 4/4 cancers ovaires et 3/4 cancers endométre et 0/8 et 0/12 tissus normaux avec batterie de 17 marqueurs.
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Gras E et al. Cancer 2001 ; 92 : 2829-36 : 52 + 41 cancers de |'ovaire hors suspicion Lynch ; 7 MSI/56 (12.5 %) carcinomes endométrioides ou a cellules claires avec Beth. Pas

d’IHC. Mutations BAX (6/7), TGFBR2 (0/7).

=  Tumeurs cérébrales :

Effectifs tres faibles avec « gold standard »...

Gylling et al. 2009 : 7 patients avec mutation constitutionnelle MMR
Giunti et al. 2009 : 2 patients avec mutation constitutionnelle MMR
Pagin et al. 2010 : 2 patients avec mutation constitutionnelle MMR

Réf. Tumeurs testées Marqueurs

Référence

Performances

Commentaires

Beth
IHC M1/M2/M6

Gylling et al. | 7 Systeme Nerveux central
Carcinogenesis 2008
(rétro)

+ mutations PTEN,

ACVR2, TGFBR2, MRE11

Mutation
constitutionnelle MMR :
SNC:3M1,3M2,1 M6

Systéme nerveux central :

Beth : 0/7

IHC: 3/7 (2 M1/3, 1M2/3 (1 NI), O
M6/1 (NI))

Autres marqueurs : 0/7

Systéme nerveux central :

Beth : di-nucléotidiques ND 3/7

IHC: M6 NI 5/6; ND 1/7

= montre que Beth inefficace ; IHC +/— efficace

N.B. : montre que ACVR2 (marqueur ldylla) peu

efficace
Giunti et al. Eur. J. | 34 gliomes pédiatriques: 6 | Penta P1 (BAT25, P1: 2 MSI /34 (4/5 (B26, N21, N22, | 2 MSI =1 CMMRD (2 mutations P2); 1 SL
Hum. Genet. 2009 | haut grade, 28 bas grade (18 | BAT26, NR21, NR22, B25, D 1-2 pb vs TS) et 3/3 (B25, B26, | (mutation M1)
(rétro) congelés, 16 FFPE), > 80 % NR24) N21)) # HG, 1 CMMRD IHC : M1/M2 Ventana, M6/P2 manuel
Complément si +: NR27:0/2 +; BAT40:2/2 + N.B.: cas MSI =Haut Grade; dérapage D
BAT40, NR27 + D2S123, D2S123: 2/2 +; D5S346: 0/2 +; | moindre (1-2 pb) dans 1 des cas
D5S346, D175250 D17S250:2/2 + = risque de FN si pas de TS pour analyse
+IHC dans 2 MSI IHC: 1 PEM1/P2,1NI comparative
N.B.: BAT40 et 2 marqueurs Beth di-
nucléotidiques positifs sur les 2 MSI ; 1 cas IHC NI
# CMMRD
Leenen et al. Clin. | 2: tumeurs | Penta P2 (Promega) (2) 2 mutations | 1/2 MSI-H (gliome) N.B.: profil MSI montre expansions NR21 et

Genet. 2011 neuroectodermique
primitive et tumeur gliale
anaplasique

[+ 8 (revue littérature): 6
glioblastomes multiformes, 1

oligodendrogliome, 1

astrocytome]

constitutionnelles PMS2

(CMMRD)

2 PE PMS2

[revue littérature # cas CMMR-D: 2
MSI-H/8, 5/8 MSS, 1 NA ;
IHC : 5 PE /5 testés]

BAT25 (pas des délétions)

Total : 3/10 MSI vs 7/7 PE

= |HC + sensible que MSI dans tumeurs SNC
*pas de redondance avec les autres études
signalées
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Réf. Tumeurs testées Marqueurs Référence Performances Commentaires
Heath et al. Ped. | 1 oligodendrogliome | Beth étendu mutation PE M2/M6; MSS (0/9 marqueurs
Blood Cancer 2013 anaplasique constitutionnelle. MSH2 testés)

Pagin et al. 2013

(rétro)

2 Systeme nerveux central

Hexa (Penta + BAT40)

méthylation
dMMR, 1 pMMR

IHC / mutation constit. /
M1 :

IHC: 1 PE/1 dMMR

1
Hexa : 1 MSI/1 dMMR

Penta : 1 MSI/1 dMMR

Conclusion : Total = 11 tumeurs SNC dMMR (avec référence disponible) : Beth : 0 MSI/7 dMMR testés ; Penta/hexa : 3/4 dMMR testés

=  Tumeurs voies urinaires excrétrices

N.B. : trés peu d’études avec un gold standard...
Gylling et al. 2009 : 14 patients avec mutation constitutionnelle MMR

Mongiat-Artus et al. 2006 : 2 patients avec mutation constitutionnelle MMR
Pagin et al. : 12 tumeurs IHC, Me MLH1 +/— mutation constitutionnelle MMR

Réf. Tumeurs testées Marqueurs Référence Performances Commentaires
Gylling et al. | 14 urothéliales (10 | Beth Mutation Uro: Uro:
Carcinogenesis 2008 | uroépithéliales (5 | IHC M1/M2/M6 constitutionnelle MMR : | Beth: 9/14 MSI-H (+1/14 MSI-L) : 5/5 uretére, | Beth :di-nt ND 2/14
(rétro) uretéres, 5 vessies), 4 Uro:11 M1,3 M2 3/5 vessie, 1/4 rein IHC:2/14 ND
reins + mutations PTEN, IHC:12/12 => Se IHC > Beth
ACVR2, TGFBR2, Autres: ACVR2 4/14, TGFBR2 4/14, MRE1l | N.B.: montre que ACVR2 (marqueur Idylla)
MRE11 5/14, PTEN 0/14 peu efficace
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Réf. Tumeurs testées Marqueurs Référence Performances Commentaires
Hartmann et al. | 73 TVES (uretére ou | Beth + BAT40 (seuil 2 15/73 (21 %) MSI-H : N.B. : TS testé en paralléle
Cancer Res. 2002 bassinet) 2/6) Uretére : 9/22 (41 %) BAT40 = marqueur le +sensible : Se 93 % vs
+ 4 autres marqueurs Bassinet : 3/40 (7.5 %) BAT25 53 %, BAT26 40 %
si 1 seul + (Dietmaier Uretére + bassinet : 3/11 (27.5 %) N.B. : 1 cas MSI-L BAT40 + avec PE M2
et al. 1997) BAT40: 14/15 (93.5%); BAT25 53 %; BAT26 | — intérét BAT40 pour les TVES ?
40 %
IHC M1/M2/M6 dans BAT25 +BAT26 +BAT40 : 15/15 (100 %)
les 15 MSI
9/73 (12.5 %) MSI-L
IHC: 13/15 (87 %) MSI-H: PE M2 dans 5/15
(33%) MSI-H (+1/9 MSI-L BAT40 +); PE M1
7/15 (47 %), PE M6 1/15
Mongiat-Artus et al. | 58 TVES, dont 2 SL P1 (seuil a 3/5) 2 SL (# mutation | P1:4/58(7 %);2SL/2(5/5) 2 SL (avec PE M2/M6 en IHC)
Oncogene 2006 +Beth (25/58 (4 MSI, 1 | constitutionnelle Beth : 4/58 ; 2/2 SL (5/5) 56 autres tumeurs testées mais sans gold
MSI-L, 19 MSS)) MMR?) IHC:2/2SL standard !
IHC M1/M2/M6 N.B. : dérapage D faible (2-8 pb)
= auteurs recommandent de tester TS en
paralléle
Pagin et al. BJC 2013 | 12 TVES Urothéliaux Hexa (Penta + BAT40) IHC / mutation | IHC:5/6 1 FN en IHC CE / mutation constitutionnelle
(rétro) constitutionnelle. / | Hexa:6/6 MSH6
méthylation M1 : Penta :5/6
6 dMMR, 6 pMMR
Réf. Tumeurs testées Référence IHC Beth P1/P2 TGFBR2 MRE11 MSH3 BAX RAD50 Commentaires
Mongiat-Artus et | Uretére (7 sites / 2|2 SL (2/58 2/2 2/2 (5/5) 2/2 (5/5) 1/7 (1/2) | 2/7 2/7 7/7 6/7 P2 seuil a 3/5 ; Beth ; IHC (PE M2/M6)
al. 2006 patients) testés) (1/2) (2/2) (2/2) (2/2) Dérapage faible D 2-8 pb =
recommande de tester TS en parallele ;
montre aussi une certaine
hétérogénéité intra-tumorale = intérét
a tester plusieurs sites ?
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=  Estomac:

Bae et al. 2015 : 464 cancers gastriques, comparaison MSI/IHC en utilisant le MSI comme « gold standard »...
Park et al. Clin Lab 2017 : évaluation de plusieurs panels (5, 7, 10 marqueurs), avec IHC comme gold standard.
Seo et al. ) Surg Oncol 2009 :328 cancers gastriques, comparaison MSI Beth/IHC M1/M?2

Réf. Tumeurs testées Marqueurs Référence Performances Commentaires
Seo et al. J Surg | 328 cancers gastriques Beth MSI IHC : 36/328 PE M1 ou M2, 292 CE Résultats trop bizarres pour étre pris en considération...
Oncol 2009 IHC M1/M2! (pas MSI : 10 MSI-H/292 CE, 19 MSI-L ou MSS/36
M6/P2) PE ??!
= IHC Se 63 %, Sp 93.7 %, VPP 47.2 %, VPN
91.2 % ??!
Bae et al. Gut | 464 cancers gastriques Beth MSI Beth : IHC : 185 PE/203 MSI-H ; 257 CE/261 MSS Ne donne pas d’information sur les performances MSI
Liver 2015 (rétro) | (sélectionnés de 2959 | IHC M1/M2! (pas | 203 MSI-H, 261 MSS =5e91.1%, Sp 98.5% N.B.: 9/185 avec PE combinée M1 +M2?? posant
testés pour MSI) M6/P2) question de la fiabilité.
= auteurs concluent sur efficacité de IHC pour
déterminer statut MMR
+ sur le peu de gain attendu en termes de rendement si
test IHC M6/P2 en supplément...
Park et al. Clin Lab | 56 cancers gastriques Panel 5: BAT40, | IHC: 13/56 dMMR, | Panels custom : Auteur suggerent dans la conclusion que I'augmentation
2017 BAT26, D18S34, | 43/56 pMMR Se 92 % (12/13), Sp 100 % (43/43) de Se avec les panels incluant BAT40 et D18S34 permet

D2S123, D175520
Panel 7: P5 + BAT25,
D18S58

Panel 10: P7 + NR27,
D17S5250, D17S261
Beth

QMR = Penta??

IHC M1/M2/??

Beth et QMR :
Se 62 % (8/13), Sp 100 % (43/43)

de discriminer MSI/MSS dans les CG (?!...)
A revoir avec article complet (non accessible) car pas
clair !
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= Carcinomes sébacés, kératoacanthomes

N.B. : études anciennes pour la plupart et basées sur des critéres cliniques ; études concernant ces tumeurs basées principalement sur I'lHC
Entius et al. Clin Cancer Res 2000 : 13 patients avec Muir-Torre (carcinome sébacé + autre tumeur associée) + 8 sporadiques
Machin et al. J Cutan Pathol 2002 : 10 tumeurs cutanées + tumeurs associées de 6 patients Muir-Torre

Ponti et al. Cancer 2005 : 152 Iésions de 120 patients, dont 7 Muir-Torre
Everett JN et al. JAMA Dermatol. 2014 IHC
Orta L et al. 2009 IHC
Singh RS et al. Am J Surg Pathol. 2008 IHC

Réf. Tumeurs testées Marqueurs Référence Performances Commentaires
Entius et al. Clin | 13 Carcinomes Sébacés | Beth (rdvté) Critéres cliniques CS sporadiques : 8/8 MSS et CE en IH = parfaite concordance MSI (Beth) / IHC;
Cancer Res 2000 | (CS) Muir-Torre (MT) +8 | IHC M1/M2 (pas MT :9/13 (69 %) MSI-H (5/5 ou 4/5) et PE M1 ou M2 instabilité franche avec 4/5 a 5/5 marqueurs
(rétro) CS sporadiques M6/P2) Parfaite concordance MSI/IHC instables
3 cas MSS/CE # CS + CCR a ages avancés (67, 72, 80
ans)
Machin et al. J | 6 patients MT: 10 | Beth (SSCP) Criteres cliniques 9/10 tu cutanées MSI et PE M2 ; 10 tumeurs associées | = parfaite concordance MSI (Beth) / IHC;
Cutan Pathol | tumeurs cutanées (8 | IHC M1/M2 (pas MSI et PE M2 de 5/6 patients MT suggere une implication prépondérante de
2002 (rétro) adénomes sébacés, 1 CS, | M6/P2) +1/10 tumeur cutanée et CCR correspondant MSI et PE | MSH2 (en comparaison de MLH1)
1 kératoacanthome M1 (IHC douteuse sur CCR) de 1/6 patients MT
(KA)) + tumeurs Parfaite concordance MSI/IHC
associées (4 CCR, 2
endomeétres, 2 cancers
urologiques, 1 gréle, 1
ovaire, 1 adénome
colique)
Ponti et al | 152 lésions de 120 | Beth Criteres cliniques MT : 5/7 patients avec tumeurs MSI et PE M1 ou M2 | Résultats focalisés sur les MT
Cancer 2005 patients, dont 7 MT : IHC M1/M2/M6 (concerne 9 tumeurs cutanées: 1 CS, 3 Adénomes | = parfaite concordance MSI (Beth) / IHC et
MT : 15 adénomes Sébacés, 2 Kératoacanthomes + 8 tumeurs associées : 3 | parfaite concordance tumeurs cutanées /

sébacés, 6 épithéliomas
sébacés, 7 CS, 6
kératoacanthomes

CCR, 1 estomac, 1 thyroide, 1 rein)

2/7 MSS et CE (concerne tumeurs cutanées: 1 CS, 2
AdS + 1 tumeur associée (estomac), autre non testée)
N.B.: 1 mutation est identifiée dans le seul cas testé
(autres en cours ou NR)

N.B. : données concernant les 113 sporadiques ??

tumeurs associées testées
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= |ntestin gréle :

Pas de publication exploitable identifiée.

Aparicio et al. Br J Cancer 2013 : comparaison résultats MSI/MMR

Réf. Tumeurs testées

Marqueurs

Référence

Performances

Commentaires

Aparicio et al. BrJ | 61 gréles

Cancer 2013

(rétro)

Penta 2 (n =42)
IHC M1/M2/M6/P2 (n
=51)

14/61 (23 %) “dMMR” (MSI ou/et PE)
Aucune discordance entre MSI et IHC

Peu de détails = peu exploitable; suggere
néanmoins une bonne concordance MSI/IHC

=  Pancréas:

Pas de publication exploitable identifiée.

Lupinacci et al. 2018 : 428 PDAC, MSI seulement dans cas dMMR ou qualifiés au préalable comme « douteux » en IHC.

Réf. Tumeurs testées Marqueurs Référence Performances Commentaires

Lupinacci et al. | 428 adénocarcinomes | Penta 1 ou/et HT17 IHC : MSI réalisé dans cas dMMR ou douteux (n =56) : N.B. : analyses hétérogénes (MSI non fait dans

Gastro 2018 | canalaires pancréatiques | IHC M1/M2/M6/P2 363 pMMR  +56 | 19/56 (34 %) NR/NI (qualité/quantité insuffisante) | pMMR francs ; MSI fait mais non exploité dans

(rétro) (sélection de 602 cas: dMMR possible: 49 | 1 MSI/1 douteux ; PMMR de cohorte « dMMR douteux »; MSI
élimination des cas NI en pMMR, 6 dMMR, 3 MSI/6 dMMR (contamination par ADN | =P1 ou/et HT17); raison «NR/NI» non
IHC ou matériel 1 douteux (9 exclus) normal ?) ; exploité
insuffisant +2 dMMR, 15 pMMR = difficile d’apporter des messages clairs;
+ 17 Tumeurs +1MSI (HT17)/2 dMMR suggere néanmoins que IHC + efficace dans
intracanalaires papillaires nombre de cas en raison de contamination
et mucineuses du importante par ADN normal, voire ADN non
pancréas — liées a un amplifiable (?!)

adénocarcinome
canalaire pancréatique

= Voies biliaires :

Pas de publication exploitable dentifiée.
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= Prostate:

Hempelmann et al. 2018 : 91 cancers de prostate avec séquence des géenes MMR disponible. : comparaison de 2 méthodes NGS a NCI-Pentaplex
Antonarakis et al. 2019 : 13 cancers de prostate avec information sur des mutations MMR constitutionnelles ou acquises + information MSI

Réf. Tumeurs testées Marqueurs Référence Performances Commentaires
Hempelmann et | 91 prostates -Penta 2 (Promega) Séquence génes | MSlplus : Se 96.6 %, Sp 100 % N.B.: auteurs précisent dans Matériel et
al. J ImmunoTher -MSlplus (18 marqueurs =P2 | MMR (par NGS) : Large-Panel NGS : Se 93.1 %, Sp 98.4 % méthodes qu’ils ont déterminé la LoD pour les
Cancer 2018 +13 marqueurs dont HT17 et | 29 dMMR (mutations | Penta 2 (Promega) : Se 72.4 %, Sp 100 % 3 tests moléculaires a 20% de cellules
(rétro) EWSR1 / CLIA bialléliques gene tumorales
-Large-Panel NGS BROCA | MMR), 62 pMMR IHC dans n =21 cas (7 MSI, 14 MSS, résultats
(146 mg mono-nt) ou UW- concordants avec les 3 méthodes) : = suggere un défaut de Se du NCI-Pentaplex
OncoPlex (65 mg mono-nt) / 2 discordances : pour la prostate et un intérét a I'enrichir de
mSINGS 1 PE M6 dans un MSS MMR WT ; marqueurs supplémentaires identifiés comme
- IHC M1/M2/M6/P2 (n = 21) 1 PE P2 dans un MSS MMR WT particulierement sensibles

N.B. : tests comparatifs tumeur primitive vs méta et
xénogreffes : 100 % de concordance

Antonarakis et al. | 13 prostates | - Penta 2 par NGS Mutations Penta 2 / NGS : 8/11 (73 %) N.B. : 2 cas avec mutation PMS2 identifiée dans

Eur Uro 2019 | métastatiques, dont | - TML pathogénes MMR | [HC: 8/10 (2 CE mutés PMS2 # idem Penta 2 !'; 3° | la tumeur sont MSS avec CE prot MMR et TML

(rétro) 11 avec tissu tumoral | - IHC constitutionnelles (n | PE M2/M6) bas = peut se poser la question du caractére
disponible =1) ou acquises (n | TML: les 3 MSS ont TML < 11/Mb ; les 2 MSS/CE | biallélique des mutations identifiées ?

=10) ont TML < 6/Mb N.B.: 1 «vrai FN » pour MSI NGS : MSS / muté

M6 et PE M2/M6

= Ftudes pan-cancers

Réf. Tumeurs testées Référence IHC Beth Tri/tétrant PTEN ACVR2* TGFBR2 MRE11 Commentaires

Gylling et al. 2008 | Vessie (5) Mutation 4/5 3/5 2/5 0/5 3/5(60%) | 2/5 2/5 Test de 3 tri/tétra-nucléotidiques

(rétro) constitutionnell (40 %) (40 %) (CAGR1, D9S242, D20S85) # EMAST
e. MMR (1NI)

Gylling et al. 2008 | Ureteére (5) mutation 5/5 5/5 5/5 0/5 1/5(20%) | 2/5 3/4 Test de 3 tri/tétrant (CAGR1,

(rétro) constitutionnell (40 %) (75 %) D9S242, D20S85) # EMAST
e. MMR

Gylling et al. 2008 | Rein (4) mutation 3/4 1/4 2/4 0/4 0/4 0/4 1/4 Test de 3 tri/tétra-nucéotidiques

(rétro) constitutionnell (25 %) (CAGR1, D9S242, D20S85) # EMAST
e. MMR (1 N1)
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Réf. Tumeurs testées Référence IHC Beth Tri/tétrant PTEN ACVR2* TGFBR2 MRE11 Commentaires
Gylling et al. 2008 | SNC (7) mutation 3/7 0/7 - 0/7 0/7 0/7 0/6
(rétro) constitutionnell
e. MMR (2NI)
Gylling et al. 2008 | Estomac (13)** mutation 10/10 13/13 - 0/13 13/13 8/13 12/13
(rétro) constitutionnell (100 %) (62 %) (92 %)
e. MMR
Gylling et al. 2008 | Colon (44)*** mutation 35/35 46/48 - 2/44 (5%) | 19/20 32/44 22/27
(rétro) constitutionnell (95 %) (73 %) (81 %)
e. MMR (100 %) (96 %)
Gylling et al. 2008 | Endométre (56)*** mutation 42/42 38/60 - 11/56 11/24 10/57 18/30
(rétro) constitutionnell (20 %) (46 %) (18 %) (60 %)
e. MMR (100 %) (63 %)
* ACVR2 = marqueur dans Idylla MSI Test (Biocartis) ; ** données issues de Gylling et al. Gut 2007 ; ***données issues de Ollikainen et al.
Réf. Tumeurs testées Référence IHC Beth + BAT40 Commentaires
Hendriks et al. | Colon (21) mutation constit. | 18 testées : 18/21 (86 %) MSI- | 2 des 3 tumeurs MSI-L (# <30% marqueurs instables, soit 1/6) auraient été considérées MSS si
Gastro (retro) MSH6 14 PEM6; 2 PE M6 | H;3/21 (14 %) MSI- | BAT40 n’avait pas été inclus dans le panel
+M2; 1 PE M1 L = montre intérét de BAT40 pour augmenter Se
+M6; 1 CE 1 des 3 tumeurs MSI-L # instabilité d’'un marqueur di-nucléotidique !
1 MSI-L/PE M6 et 1 MSI-L/CE
Montre que possibilité de PE combinée M2 +M6 quand mutation constitutionnelle M6
Hendriks et al. | Endométre (16) mutation constit. | 15 testées: 15/15 11/16 (69 %) MSI- | 2 des 11 tumeurs MSI-H et 1 MSI-L auraient été classées MSI-L et MSS si BAT40 n’avait pas été
Gastro (retro) MSH6 PE M6 H; 4/16 (25 %) MSI- | inclus dans le panel ;
L; 1 MSS Toutes les tumeurs MSI-L étaient instables a un marqueur mono-nucléotidique
= montre la supériorité des mono-nucléotidiques, intérét de BAT40 pour augmenter Se;
montre aussi qu’un % non négligeable de tumeurs endométriales sont MSI-L (25 %)
Hendriks et al. | Voies urinaires (7) mutation constit. | 4 testées: 4/4 PE | 5/7 (71 %) MSI-H ;
Gastro (retro) MSH6 M6 2/7 (29 %) MSI-L
Hendriks et al. | Ovaire (2) mutation constit. | 1 testée 2/2 MSI-H
Gastro (retro) MSH6
Hendriks et al. | Estomac (1) mutation constit. | 1 testée 1/1 MSS (?!)
Gastro (retro) MSH6

RECOMMANDATIONS PROFESSIONNELLES
Evaluation du statut MMR tumoral »> ARGUMENTAIRE

191




ANNEXES

Réf. Tumeurs testées Référence IHC Beth + BAT40 Commentaires
Hendriks et al. | Sein (1) mutation constit. | O 1/1 MSI-H
Gastro (retro) MSH6
Hendriks et al. | Col utérin (1) mutation constit. | 1 testée 1/1 MSI-L
Gastro (retro) MSH6
Hendriks et al. | Total: 49 tumeurs mutation constit. | 40 testées: 39/40 | 49 testées:Se71% | = suggére un gain a considérer les MSI-L pour une Se optimale, mais sachant que le panel
Gastro (retro) MSH6 (97 %) avec perte pour MSI-H utilisé ici = Beth + BAT40
M6 ; 36/40 (90 %) | Se 90 % pour MSI-H | = suggére une meilleure Se de IHC vs MSI, mais sachant que le panel utilisé ici = Beth + BAT40
perte isolée M6 +L
. ; es dMMR Hexa* (P )
Réf. Tumeurs testées Référence Commentaires
(PMMR) +BAT40)
Pagin et al. 2013 (rétro) | CCR (71) IHC / mutation constit. 35/71 35/35
/ méthylation M1 (36/71) (0/36)
Pagin et al. 2013 (rétro) | Endometre (31) IHC / mutation constit. 21/31 20/21 1 FN BM < 10 % cellules tumorales
/ méthyl M1 (10/31) (0/10) N.B. : 1 FN en IHC (CE) avec mutation constitutionnelle MLH1
Pagin et al. 2013 (rétro) | Ov (12) IHC / mutation constit. 5/12 5/5
/ méthyl M1 (7/12) (0/7)
Pagin et al. 2013 (rétro) | Ur (12) IHC / mutation constit. 6/12 6/6 N.B. : 1 FN en IHC (CE) avec mutation constitutionnelle MSH6
/ méthyl M1 (6/12) (0/6)
Pagin et al. 2013 (rétro) | Tum  sébacées | IHC / mutation constit. 5/7 5/5 + 1 «FP» comparé a IHC: Hexa (B40 et B26 instables); Penta (B26 seul instable) (mutation
(7) / méthyl M1 (2/7) (1/2) constitutionnelle ND)
Pagin et al. 2013 (rétro) | Estomac (6) IHC / mutation constit. 1/6 1/6
/ méthyl M1 (5/6) (0/5)
Pagin et al. 2013 (rétro) | SNC (2) IHC / mutation constit. 1/2 1/1
/ méthyl M1 (1/2) (0/1)
Pagin et al. 2013 (rétro) | Adénomes CR (7) | IHC / mutation constit. 3/7 2/3 1FN:adRdyBG
/ méthyl M1 (4/7) (1/4) + 1 « FP » comparé a IHC: Hexa (B40 et B25 instables) ; Penta (B25 instable) (mutation constitutionnelle
ND)
* seuil 2 1/6 marqueur instable
Réf. Tumeurs testées Référence IHC | Beth | P1/P2 Commentaires
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Réf. Tumeurs testées Référence IHC Beth P1/P2 Commentaires

Nguyen et al. Fam. | Médulloblastome et Leucémie (1)* mutation constit. MLH1 | 3/3 6/6 P1:6/6 mais Suggéré que di-nucléotidiques seraient

Cancer 2016 (case plus sensibles (profils « MSI typiques » vs D

report) Lymphome T et gliome (1)* *2  mutations MLH1 | (Méd, (Méd, Leu, Lym, Glio, | D1-2 pb sf pour CCR 1-2 nt pour mononucléotidiques)
(CMMRD) Gliome, Myx) | Myx, CCR)

Myxofibrosarcome (1)

CCR (1)

Autres articles d’intérét potentiel
Revue : Ladabaum et al. (Am Gastro Assoc.) Gastroenterology 2015, 149 : 783-813. Revue de la littérature focalisée sur CCR

1. Détermination des performances des tests (MSI, IHC) chez des patients avec CCR avec pour objectif I'identification des patients avec SL

Identification de 41 études (/1374 citations) avec évaluation de Se/Sp. Référence (gold std) = résultat analyse constitutionnelle génes MMR.

N.B. : alerte concernant I’'hétérogénéité des méthodes, les effectifs parfois faibles et le caractére incomplet de certaines études (analyse parfois limitée a MLH1 et
MSH2, absence d’étude de la méthylation MLH1 ou mutation BRAF) induisant une baisse apparente de la Sp.

Résultat :

MSI : Se 0.93 (0.87-0.96) ; Sp 0.79 (0.70-0.86)

IHC : Se 0.91 (0.85-0.95) ; Sp 0.83 (0.77-0.88)

MSI +IHC : Se 0.97 (0.90-0.99) ; Sp 0.75 (0.62-0.84)

Léger effet de I’age sur performances : baisse de Sp avec 'augmentation de I'age. ~15 % des patients SL développent un cancer aprés 70 ans.

2. Détermination des performances des tests complémentaires (méthyl MLH1, mutation BRAF V600E) chez patients avec CCR et perte MLH1 en IHC avec pour objectif
d’identifier les cas sporadiques.

Identification de 25 études (/859 citations) avec évaluation de Se/Sp. Référence (gold standard) = résultat analyse constitutionnelle génes MMR.

N.B. : alerte concernant I’hétérogénéité des méthodes (méthylation promoteur MLH1 surtout (variabilité ++ dans la définition d’'une tumeur hyperméthylée)).
Résultat :

Méthylation MLH1 : Se 0.75 (0.59-0.86) ; Sp 0.94 (0.79-0.98)

BRAF V600E : Se 0.76 (0.60-0.87) ; Sp 0.96 (0.60-0.99)

Conclusion : MSI ou IHC identifient la vaste majorité des patients avec CCR et mutation constitutionnelle MMR ; études combinant MSI + IHC identifient ~tous patients
avec mutation constitutionnelle MMR. Tests de 2% intention, méthylation MLH1 ou mutation BRAF, ont bonne Se pour identifier les CCR sporadiques parmi ceux avec
PE MLH1 ; Sp élevée mais imparfaite, un petit nombre de patients avec SL pouvant avoir une tumeur avec méthylation MLH1 ou mutation BRAF.

Yozu et al. Australasian Gastrointestinal Pathology Society (AGPS) consensus guidelines for universal defective MMR testing in colorectal carcinoma. Pathology. 2019,
51:233-9.

Hechtman et al. Retained mismatch repair protein expression occurs in approx. 6 % of MSI-H cancers and is associated with missense mutations in MMR genes. Modern
Path. 2019, online :
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Analyse résultats IHC dans 443 tumeurs MSI-H avec mutations cst ou/et acquises d’'un géne MMR. Pan-cancer.

Méthode de détermination MSI : MSK-IMPACT / MSisensor v0.2 | mais validation par détermination TMB dans les cas MSI/IHC discordants.

Résultat : 32/443 (7.2 %) discordances avec IHC (+ 4 autres avec mutation constitutionnelle MMR) # maintien d’expression en IHC (6 %) ou perte isolée non en accord avec
le résultat de mutation (en particulier perte isolée PMS2 avec mutation MLH1) (1 %). Population avec discordances enrichie en variants faux sens (vs variants pathogénes).
(discordances : 17 CCR, 9 Endo, 1 gréle, 1 thyroide, 1 col utérin, 1 sein, 1 sarcome, 1 prostate)

Remarques : NGS/MSlsensor et non Penta/Beth ; variants faux-sens : prédits pathogénes sur base d’un algorithme (= REVEL) et non un groupe d’experts (InSiGHT...).

Immunohistochemistry vs MSI testing for screening CCR patients at risk for HNPCC. Part I. The utility of IHC / Part II. The utility of MSI testing. J. Mol. Diag. 2008
Se similaires MSI / IHC (4 anticorps) (~¥90 %), mais chaque méthode permet de rattraper des cas non repérés par I'autre (Hechtman et al. 2019).

Part I. The utility of IHC. Shia :

Avantages Inconvénients
- Disponible en routine dans les labos anapath - IHC avec anticorps contre MLH1 peu sensible (mais résolu si test PMS2)
- IHC généralement vue comme peu coliteuse - Marquage IHC peut varier entrainant des incertitudes dans l'interprétation (marquages
- Aide a identifier le géne muté focaux, intensité moindre, marquage cytoplasmique...)
- Peut détecter des cas échappant au test MSI (mutés MSH6) - IHC peut ne pas étre valable sur biopsies de petite taille (pb de certains marquages focaux)

- Résultats d’IHC peuvent étre interprétés comme apportant une information génétique (pb
du consentement du patient)

- La sensibilité de I'lHC est dépendante du panel d’anticorps (risque d’omettre une déficience
liée a un autre gene que ceux testés) ?...

Part Il. The utility of MSI testing. Zhang :

Avantages Inconvénients

Bon marqueur de la déficience MMR et facile d’utilisation. NCI-Pentaplex a | MSI non spécifique du SL, mais méthylation MLH1, mutation BRAF...

augmenté l'efficacité du test MSI et réduit le colt. Utilisable a partir d’'une seule | Tumeurs liées a mutations constitutionnelle MSH6 ont un niveau d’instabilité moindre. On peut
coupe de tumeur (vs 4 pour IHC) ajouter ici les tumeurs SNC, urothéliales...

EEQ disponible (N.B. : idem pour IHC) ; reproductibilité proche de 100 % (trés peu
de variabilité inter labo)

Peut détecter une tumeur MMR déficiente avec IHC normale, avec mutation faux-
sens

Peut potentiellement détecter des tumeurs MMR déficientes du fait d’autres genes
que M1/M2/M6/P2, ex. MSH3 ?...
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2. Annexe IV.2 : Apport de la technique NGS pour la détection d’une MSI

_ Salipante, 2014 Bonneville etal 2017 Middha etal, 2017 Latham et al, 2019

Source UW-Oncoplex Coloseq  TCGA MSK-IMPACT

Méthode MSI-Plus mSINGS Mantis MSI Sensor MSI Sensor

Technique Panel (0,85 Panel Exome Exome Panel de génes (468) Panel de génes (468)

MB) (44MB)

Nombre de microsatellites 15 146 2957 2350 1000

Nombre de tumeurs 324 324 324 11139 12888 15045

Stade Tous stades Stade avancé Tous stades

Types tumoraux CCR CCR CCR 39 66 50

Taux MSI 3,8% 18% 2,2%

Types tumeur > 1 % MSI 10 types de tumeurs 10 types de tumeurs 18 types de tumeurs
Mésothéliome: 4% Gréle: 16 % Gréle: 30 %
Col: 2% Endomeétre: 16 % Endomeétre: 22%
Corticosurénalome: 2% CCR:8% Corticosurén: 45 %

Mésothéliome: 4 %
Concordance Pentaplexet 100 % 96 % 100 % 99,4 % ( colon et 98,2 % avec IHC

IHC endomeétre)

_ Escudié, 2019 FoundationOne®CDx (F1CDx)

Méthode Panel de genes ciblés (45) Panel de genes (324)

Technique Amplicon Capture

panel 1(ERP114314) =6 marqueurs
(NR21, NR22, NR27, Bat25, Bat26,
HT110)

Panel 2 (ERP110591)24
homopolyméres courts

286 (50% MMS, 50 % MSI)

Tous stades

95 intronic homopolymer repeat
loci (10-20 bp long in the human
reference genome)

Nombre de microsatellites

Nombre de tumeurs
Stade
Types tumoraux 6

Non faite

84 % par rapport a IHC/PCR, mais sur
26 cas seulement (Jaffrelot et al,
soumis)

99 % pour panel 1
100 % pour panel 2

Concordance Pentaplex et IHC
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3. Annexe IV.3 : ADN tumoral circulant

Abréviation : ctDNA : ADN tumoral circulant

Article Georgiadis et al. 2019 Cai et al. 2020 Razavi et al. 2019 Willis et al. 2019
Méthode NGS NGS NGS NGS
classique + retraitement Probabilité MSlsensor Modeéle probabilistique

Technique bioinformatique

informatique

hypergéométrique

Panel

Microsatellites

Panel couvrant 98 kb de
genes

70 loci

Panel de 41 genes

Panel de 508 génes (2Mb)

Panel de 74 génes

Echantillons

61 plasmas associés a des
tumeurs et 163 plasmas de

87 plasmas de cancers
colorectaux

124 plasmas avec cancer
métastatique

1 145 plasmas avec
I'information tumorale

Type tumoral sujet sains
e y 28459 plasma
Limite de détection - 04al1l% - 0.1%
78 % 98 % a un seuil de 1 % - Détection a 87 % (71/82)
Sensibilité ctDNA et 91.8 % a un seuil pour les tissus MSI-H
de 0.4 % ctDNA
Spécificité 100 % 100 % - 99.5 % pour les tissus MSS
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4. Annexe IV.4 : Intérét de la méthylation MLH1 dans les cancers non CCR et non endométriaux pour distinguer SL et tumeur sporadique

Référence

Tumeurs testées

Méthylation MLH1

Kim et al. 2013

Estomac:
n =90 avec perte MLH1/PMS2

(issues cohorte de 102 dMMR, soit 88 % des
dMMR)

Technique : MethyLight (méthode quantitative)
Résultat : 80/90 (78.4 %) méthylées

Pas d’analyse constitutionnelle chez ces patients, ni d’éléments permettant de distinguer un groupe de patients suspect de
SL. Seulement notion que les tumeurs non méthylées MLH1 sont généralement identifiées chez des patients plus jeunes (60,9
+ 10,26 ans vs. 66,9 £ 10,43 ans)

(N.B. : méthylation testée sur toutes les tumeurs dMMR (n = 102), mais toutes les tumeurs avec méthylation du promoteur de
MLH1 montraient une PE de la protéine MLH1 ; comparaison des ages inclut les tumeurs non méthylées avec perte de MSH2,
MSH6, PMS2....)

Bennett et al. 2019

Ovaire :
n =5 avec perte MLH1/PMS2

(issues cohorte de 20 dMMR)

Technique : MSP
Résultat : 5/5 (100 %) méthylées

Pas de notion d’analyse constitutionnelle chez ces patients. Seulement notion que les tumeurs non méthylées MLH1 ont
tendance a étre identifiées chez des patientes plus jeunes (<50 ans)

Leskela et al. 2020

Ovaire :

MLH1/PMS2: 13
cellule claire, 1

n =16 avec perte
endométrioides, 1

séromucineux, 1 indifférencié

(issues cohorte de 36 carcinomes stade
précoce dMMR)

Technique : MSP
Résultat : 13/16 (81 %) méthylées

Pas de notion d’analyse constitutionnelle chez ces patientes. Mutation constitutionnelle identifiée dans 2 cas/17 tumeurs
dMMR testées en NGS, mais apparemment non testées pour la présence de méthylation MLH1

Ruemmele et al. 2009

Ampoule :

n = 6/7 carcinomes et 4 adénomes avec perte
MLH1/PMS2

(issues d’une cohorte de 15 carcinomes et 8
adénomes MSI-H/dMMR)

Technique : MSP
Résultat : 5/6 (83 %) carcinomes et 3/4 (75 %) adénomes méthylés

Pas de notion d’analyse constitutionnelle chez ces patientes.

Conclusion : Les études montrent que la méthylation MLH1 est trés fréquente dans ces tumeurs, suggérant une majorité de cas sporadiques. Cependant, elles ne
fournissent pas d’argument fort permettant d’exclure la possibilité d’'une mutation constitutionnelle associée (pas d’analyse constitutionnelle des génes MMR), une
inactivation par méthylation de ’ADN pouvant constituer le 2" événement.
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6. Annexes Chapitre V : indication des tests MIMIR tumoraux

1. Tumeurs cutanées

Tableau 16 : Principales études publiées dans la littérature anglo-saxone ayant réalisé une analyse immunohistochimique pour les protéines du systeme

MMR dans des tumeurs cutanées

Légendes : AS = adénome sébacé ; BM : biologie moléculaire, CBC-S = Carcinome basocellulaire a différenciation sébacée ; CE-S = Carcinome épidermoide a différenciation sébacée ; CS = Carcinome sébacé ; dMMR
= Systeme MissMatch Repair deficient; HS = Hyperplasie sébacée; HVS = Hamartome verruco-sébacé; KA = Kératoacanthome; NC =Tumeur non classée ou type histologique non connu; P =Patients; S
= Sébacéome ; SMT-SL = Syndrome de Muir-Torre/Syndrome de Lynch ; T = Tumeurs ; Tl = Tumeur inclassable ; TSA = Tumeur sébacée atypique ; TSI = Tumeur sébacée inclassable ; TSK = Tumeur sébacée kystique.

Nombre de tumeurs

L. . ) Nombre de Tumeurs Perte MLH1/PMS2 Perte MSH2/MSH6 Perte MSH6 Perte PMS2 Commentaire
Références testées (et de patients) et .. .
. . dMMR (%) ou MLH1 ou MSH2 isolée isolée
types histologiques
Boennelycke M (Pathol 32T(32P) 18T (56 %) 4T (22 %) 12T (67 %) 2T (11 %) oT 4 anticorps
Res Pract 2015)
26 AS 17 AS (65 %) 3 AS 12 AS 2 AS Pas de BM
6CS 1CS (17 %) 1CS 2 cas équivoques
Cesinaro AM (Am J 79T (70P) 25T (32 %) 5T (20 %) 20T (80 %) 2 anticorps (MLH1/MSH2)
Dermatopathol 2007)
23 HS 2 HS (9 %) 3 AS 2 HS BM
35AS 16 AS (46 %) 2CS 13 AS
21CS 7 CS (33 %) 5CS
Chhibber V (Mod Pathol 41T (36 P) 24T (59 %) 7 T (29 %) tous MLH1 14T (58 %) 3T(12,5%) oT PMS2 fait uniqguement si perte
2008 | testé isolée de MSH6
) 31 AS 17 AS (55 %) seutteste 12 AS 2AS isolee ae
3 AS BM
10S 75 (70 %) 2 S (1 perte isolée 1S
4S (dont 1 perte MLH1 MSH2 et 1 perte
+MSH6) MSH2/MSH6/+MLH1
)
Entius MM (Clin Cancer 21T (21P) 8T(38%) 4T (50 %) 4T (50 %) 2 anticorps (MLH1/MSH2)
Res 2000
es ) 21CS 8CS 1 dossier non contributif

BM

RECOMMANDATIONS PROFESSIONNELLES
Evaluation du statut MMR tumoral »> ARGUMENTAIRE

198




ANNEXES

Nombre de tumeurs

L , . Nombre de Tumeurs Perte MLH1/PMS2 Perte MSH2/MSH6 Perte MSH6 Perte PMS2 Commentaire
Références testées (et de patients) et L. L
. . dMMR (%) ou MLH1 ou MSH2 isolée isolée
types histologiques
Everett JN (JAMA 77T(?P) 38 T (49 %) 9T (24 %) perte 27 T (71 %) perte 2T(5%) oT 14/38 (37 %) ont une mutation
Dermatol 2014) MLH1/PMS2 ou MLH1 MSH2/MSH6 ou perte germinale.
seule MSH?2 seule équivoque
BM
Gaskin BJ Br J Ophthalmol | 26 T (26 P) 4T (15 %) 2T (50 %) 2T (50 %) 0T oT 4 anticorps mais pas sur toutes
2011 lest
26 CS (périoculaires) MSH2 seul cité es tumeurs
Pas de BM
Harvey NT (Pathology 24T (23 P) 9T (37 %) 0T 9T (100 %) 0T oT 4 anticorps
2016
) 10 AS 5 AS (50 %) 5AS Pas de BM
8S 25(25%) 2S
6CS 2.CS (33 %) 2CS
Harwood CA (J Invest 17T(9P) 3T (18 %) 0T 3T 2 anticorps
Dermatol 2001) . .,
1AS Patients transplantés d’organe
solide
10CS 3 CS (30 %) 3CS
5CE
1CBC
Jessup CJ (Hum Pathol 216 T (216 P) 143 T (66 %) 27 T (19 %) 90 T (63 %) 22T (15 %) 4(3%) 4 anticorps
2016
) 133 AS Pas de BM
68 S
15CS
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Nombre de tumeurs

L , . Nombre de Tumeurs Perte MLH1/PMS2 Perte MSH2/MSH6 Perte MSH6 Perte PMS2 Commentaire
Références testées (et de patients) et L. L
. . dMMR (%) ou MLH1 ou MSH2 isolée isolée
types histologiques
Joly MO (Hum Mutat 19T (17 P) 19 T (100 %) 6T (31%) 12T (63 %) 1T (5%) 0T 4 anticorps
2015
) 1HS 1 HS (5 %) 1HS BM faite (avec méthylation)
6 AS 6 AS (31 %) 3AS 2AS 1AS Etude génétique somatique et
germinale
6S 65 (31%) 2S 4s
3CS 3CS (16 %) 3CS
3NC 3 NC (16 %) 3NC
Dont 4 lésions MLH1
seul
Kuwabara K (Jpn J Clin 49T (44 P) 8T (17 % - 50 % si KA 1T (12 %) 7T(87 %) 0T oT 4 anticorps
Oncol 2018) exclus) . .
2 AS 1AS Génétique et analyse somatique
1AS(12 %
35S (12%) 1s 1s
2S(259
11CS (25 %) 5CS
5CS (629
32 KA (62 %)
Lamba AR (Fam Cancer 162 T (162 P) 50T (31 %) 9T (18 %)* 37T (74 %)* 2 anticorps (MLH1, MSH2)
2015)
91 AS 27 AS (30 %)
43S 21S (49 %) *4 T avec perte MLH1/MSH2
2%
15¢CS 1CS (7 %) (2%)
4 HVS
BM
1KA
2NC 1 NC (50 %)
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Nombre de tumeurs

L , . Nombre de Tumeurs Perte MLH1/PMS2 Perte MSH2/MSH6 Perte MSH6 Perte PMS2 Commentaire
Références testées (et de patients) et L. L
. . dMMR (%) ou MLH1 ou MSH2 isolée isolée
types histologiques
Liau JY (Hum Pathol 2014) | 21T (21 P) 0T (0%) 0T oT 0T oT 4 anticorps
21 CS (périoculaires) Pas de BM
Lee BA (J Am Acad 102 T (100 P) 27T(16%-35%siHS | 2T (7 %) 15T + 10 T*(93 %) oT oT 4 anticorps
Dermatol 2012) exclues)
25 HS Pas de BM
45 AS 2 AS 14 AS + 6AS*
15S 1S+45S*
17 CS
*perte MSH2 avec
diminution
expression MSH6
Machin P (J Cutan Pathol 10T (6P) 10T (100 %) 1T(10%) 9T (90 %) 2 anticorps (MLH1/MSH2)
2002)
7 AS 7 AS 1AS 6 AS BM
1CS 1CS 1CS 6 Patients avec un cancer
profond
1KA 1KA 1KA
Mathiak M (Am J Surg 28 T (17 P) 18T (64 %) 2T (11 %) 16 T (89 %) 2 anticorps (MLH1/MSH2)
Pathol 2002)
4 HS 1 HS (25 %) 1HS BM
6 AS 5 AS (83 %) 1AS 4 AS 20 patients SMT-SL et 8
controles
8s 55 (62 %) 1S 4s
3¢S 1CS (33 %) 1CS
3 TSK 3 TSK (100 %) 3 TSK
3 KA 1 KA (33 %) 1 KA
1CE 1 CE (100 %) 1CE
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Nombre de tumeurs

L , . Nombre de Tumeurs Perte MLH1/PMS2 Perte MSH2/MSH6 Perte MSH6 Perte PMS2 Commentaire
Références testées (et de patients) et L. L
. . dMMR (%) ou MLH1 ou MSH2 isolée isolée
types histologiques
Mojtahed A (Mod Pathol 9T 24T (49 %) 6T (25 %) 17T (71 %) 1T (4%) oT 4 anticorps
2011
) 26 AS/S 12 AS/S (46 %) 2 AS 9AS 1 AS (2AS BM
125 3.CS (25 %) 25 15 avee
marquage
11 TSA 9 TSA (82 %) 2TSA 7 TSA MSH6
équivoque)
Morales-Burgos A (P R 15T (15P) 5T(33%) 0T 57T (100 %) 2 anticorps
Health Sci J 2008
: ) 5 AS 3 AS (60 %) 3AS Pas de BM
6S 25(33%) 2S 6P avec cancer profond
4CS 2 cas Snon
diagnostiques
Orta L (Am J Surg Pathol 51T (27 P) 27T(53%-61%siHS | 3T (11%) 21T (78 %) 1T (4%) 2T (7%) 4 anticorps
2009) exclues)
7 HS Pas de BM
[
14 AS 12 A5 (86 %) 2 AS 9 AS 1AS
15 CS (50 %)
30CS 1CS 12 CS 1CS 1CS
Plocharczyk EF (Am J 43T (39P) 14 T (33 %-39 % si HS 3T (21 %) 10T (71 %) 1T(7%) oT 4 anticorps
Dermatopathol 2013) exclues)
7 HS Pas de BM
1AS (17 %
6 AS (17%)
3S
4 CS (279
15CS (27 %)
9 TSI (759
12 TSI (75 %)
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Nombre de tumeurs

L , . Nombre de Tumeurs Perte MLH1/PMS2 Perte MSH2/MSH6 Perte MSH6 Perte PMS2 Commentaire
Références testées (et de patients) et L. L
. . dMMR (%) ou MLH1 ou MSH2 isolée isolée
types histologiques
Ponti G (Cancer 2005) 128 T (120 P) 77T(54 %) 2T (29 %) 5T (71 %) 0T 3 anticorps
MLH1/MSH2/MSH6
23 AS 3AS (13 %) 1AS 2 AS ( / / )
BM
5S
7 patients suspects de SMT-SL
10CS 1CS (10 %) 1CS
103 témoi
90 KA 3 KA (3 %) 1KA 2 KA emoins
Popnikolov NK (J Cutan 39T(?P) 11T (28 %) 5T (45 %) 6T (55 %) 2 anticorps (MLH1/MSH2)
Pathol 2003)
10 HS 2 HS (20 %) 1HS 1HS Pas de BM
12 AS 6 AS (50 %) 3AS 3AS
7CS 3 CS (43 %) 1CS 2CS
10 HVS
Rajan KD (AmJ 10T (10P) 1T(10 %) oT 1T 100 %) 4 anticorps
Ophthalmol 2014) L. . .
10 CS (périoculaires) 1CS (10 %) 1CS Patients avec tumeurs
périoculaires
BM
Roberts ME (J Genet ?2T(90P) 51P (57 %) 6P (12 %) 24P (47 %) 15P (29 %) 1P (2 %) 4 anticorps
Couns 2013) o,
2 P (4 %) avec perte 3 P (6 %) perte isolée Pas de BM
MLH1/PMS2 +MSH6 de MSH2 . .
Etude sur des patients, pas des
tumeurs
Schon K (Clin Exp 53T 26 T (52 %) 6T (23 %) 19T (73 %) 1T (4%) 4 anticorps
Dermatol 2018)
Pas de BM
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Nombre de tumeurs

L , . Nombre de Tumeurs Perte MLH1/PMS2 Perte MSH2/MSH6 Perte MSH6 Perte PMS2 Commentaire
Références testées (et de patients) et L. L
. . dMMR (%) ou MLH1 ou MSH2 isolée isolée
types histologiques
Singh RS (Am J Surg 111 T (109P) 33 T (30 %-35 % si HS 3T(9%) 30T (91 %) 3 anticorps (MLH1, MSH2,
Pathol 2008) exclues) MSH®6)
17 HS
Pas de BM
46 AS asde
13S
35CS
Walsh MD (Autralas J 919 T (?P) 282 T (31%) 60T (21 %) 187 T (66 %) 30T (11 %) 4T (1%) 4 anticorps
Dermatol 2019) Lo
594 AS 210 AS (35 %) 46 AS 137 AS 22 AS 4 AS 1 tumeur sans détails des
dsultats d
1415 345 (24 %) 75 24 35 resutatsde
I'immunohistochimie
150 CS 34 CS (23 %) 6 CS 25CS 3CS
Pas de BM
18 CBC-S 2 CBC-S (11 %) 1 CBC-S 1 CBC-S
13 CE-S 1 CE-S (8 %) 1 CE-S
37l 171 (33 %) 1Tl
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Tableau 17 : Principales études publiées dans la littérature ayant réalisé une recherche d’instabilité des microsatellites ou d’hyperméthylation du

promoteur de MLH1 dans des tumeurs cutanées et comparaison avec I'lmmunohistochimie.

Légendes : AS = adénome sébacé ; P = Patients ; T = Tumeurs ; S = Sébacéome ; CS = Carcinome sébacé ; HS = Hyperplasie sébacée ; KA = Kératoacanthome ; TSI = Tumeur sébacée inclassable ;
TSK = Tumeur sébacée kystique ; HVS = Hamartome verruco-sébacé ; AGM = Adénome des glandes de Meibomius, CGM = Carcinome des glandes de Meibomius; TSI = Tumeur sébacée
inclassable ; TI = Tumeur inclassable ; TSA = Tumeur sébacée atypique ; NC = Tumeur non classée.

Nombre de tumeurs testées

Nombre de Tumeurs MSI

Commentaire

Références . i Discordances IHC/BM Type de panel utilisé
et types histologiques (%)
Cesinaro AM (Am J 19T (6 NC) 7T (37 %) 7,7 % Panel NCI-Bethesda
Dermatopathol 2007
P ) 5HS-2NC 1HS 1AS MSS avec perte MSH2 (Bat 25, Bat 26, D25123, D55346,
D17S250)
7 AS—2 NC 2 AS
7CS—-2NC 4 CS
Chhibber V (Mod Pathol 2008) 2T 0 100 % Non précisé Analyse faite uniquement sur 2
tumeurs avec perte isolée de
(perte M6)
MSH6
Entius MM (Clin Cancer Res 21T 9T (43 %) 0% Panel NCI-Bethesda 1 (Bat 25, Bat 1 cas MSI avec analyse IHC non
2000) 26, Bat 40, D2S123, D17S250 interprétable
21CS 8 CS
Everett JN (JAMA Dermatol 24T 16 T (66,7 %) 8,3% Non précisé
2014
) 1 AS avec perte MLH1/PMS2
et MSS
1 CS pMMR avec MSI-L
Halling KC (Cancer 1995) 65T 9T (14 %) Pas de comparaison D5S346, D9S176, 635/636, p53, Pas de tumeur sébacée
. D18S34, D18549
65 KA 6/53 sporadiques (11 %)

3/12 associés a cancer du
colon (25 %)
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Nombre de tumeurs testées

Nombre de Tumeurs MSI

Commentaire

Références . . Discordances IHC/BM Type de panel utilisé
et types histologiques (%)
Harwood CA (J Invest Dermatol 17 T (9P) 3T (18 %) 0% D1S201, D1S214, D9S160, D9S176, | 9 patients greffés d’organes avec
2001) 1AS D9S162, D9S171, D10S185, de multiples Iésions.
D13S155, D17S520, D17S796, 1 patient avec CS MSI/dMMR
10CS 3CS(30%) D17S785 P .
avait 2 CE et 1 CBC MSS/pMMR
5CE . . -
3 patients avec multiples lésions
1CBC cutanées (dont 2 tumeurs
sébacées pour 2) étaient
pMMR/MSS pour toutes les
|ésions
Honchel R (Cancer Res 1994) 16 T (13P) 13T (81 %) Pas de comparaison Dans les génes APC, P53, Mfd26 et
locus 635/636 chromosome 15q
8 SA 8 SA
1S 1S
4 CS 3CS
1KA 1KA
1CBC
1 AGM
1CGM
Joly MO (Hum Mutat 2015) 19T (17P) 19T (100 %) 0% Non précisé 3 tumeurs avec perte de M1 ou
1HS 1HS M1/P2 étaient hyperméthylées
6 AS 6 AS
6S 6S
3CS 3CS
3NC 3NC
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Nombre de tumeurs testées

Nombre de Tumeurs MSI

Commentaire

Références . . Discordances IHC/BM Type de panel utilisé
et types histologiques (%)
Kruse R (Am J Hum Genet 1998) 24T (16P) 23 T (96 %) Pas de comparaison Bat 25, Bat 26, D25123, D2S136, Patients avec diagnostic de MTS
D3S1298, D55346, D65470,
10 AS 10 AS (1 MSI-L) 1 KA MSS alors que les autres T
D16S663, D18S35, D18S37, .
du patient sont MSI-H
118 11S (1 MSI-L D21S171
1TsI 1TsI
2 KA 1KA
Kruse R (J Invest Dermatol 2003) | 58T 16 T (28 % - 60 % si HS Pas de comparaison 1% set : Bat 25, Bat 26, D25123,
32 HS exclues) D5S346, D175250
6 AS 1HS 2° set : BAT40, D351298, D351611,
D6S470, D18S69
4 AS
16S
9S
3CS
2CS
Kuwabara K (Jpn J Clin Oncol 1T ? 1 tumeur avec perte M1/P2 était
2018) hyperméthylée
Lamba AR (Fam Cancer 2015) 138 T (162P) 52T (37 %) 18 % Bat25, Bat 26, NR21, NR24, NR27 Pas de précision sur les
di d .
79 AS 26 AS (33 %) Iscordances
2 anticorps utilisés en IHC
38s 16'S (42 %) P
seulement.
14 CS 7 CS (50 %)
4 HVS 1 HVS (25 %)
1 KA 1 KA (100 %)
2NC 1 NC (50 %)
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Nombre de tumeurs testées

Nombre de Tumeurs MSI

Commentaire

Références . . Discordances IHC/BM Type de panel utilisé
et types histologiques (%)
Machin P (J Cutan Pathol 2002) 10T (6P) 10 T (100 %) 0% Bat 25, Bat 26, D25123, D5S346, 6 Patients avec un cancer
D17S250 profond
7 AS 7 AS
1CS 1CS
1KA 1KA
Mangold E () Med Genet 2004) 22 T (méme série que 22 MSI Bat 25, Bat 26, Bat 40, D25123, Patients avec un SMT
Mathiak ?) D25136, D351298, D55346,
D6S470, D17S250, D18S35,
D18S37, D21S171
Mathiak M (Am J Surg Pathol 20T (17P) 12T (60 %) 0% Bat 25, Bat 26, Bat 40, D25123, 20 patients MTS et 8 patients
2002) 3 HS D25136, D351298, D55346, contrdles
D65S470, D175250, D18S35,
3 AS 3 AS D18S37, D21S171
8S 6S
3CS 1CS
1 TSK 1 TSK
1KA
1CE 1CE
Mojtahed A (Mod Pathol 2011) 7T 6T (49 a 86 %) 14%a57% 1% set : Bat 25, Bat 26, D25123,
D5S346, D17S250
4 AS/S 3 AS (MSI-L) 1 AS MSS (perte MSH6 isolée)
2% set : Bat 25, Bat 26, NR21, NR24,
1CS 1 CS (MSI-H) 3 AS-MSI-L (perte MSH6
o, MONO-27, Penta C, Penta D
isolée
2 TSA 2 TSA (MSI-H)
Pagin A (Br J Cancer 2013) 7T 5T (71 %) 0 %* Bat 25, Bat 26, Bat 40, NR 21, NR *1 faux positif BM si utilisation

22, NR 27, D351260

de I'hexaplex
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Références

Nombre de tumeurs testées
et types histologiques

Nombre de Tumeurs MSI
(%)

Discordances IHC/BM

Type de panel utilisé

Commentaire

Ponti G (Cancer 2005) 128 T (120P) 5T (3,9 %) 0% Bat 25, Bat 26, Bat 40, D25123, 7 patients suspects de SMT-SL : 5
D5S346 MSI, 2 non connus
23 AS
103 témoins
5S
10CS
90 KA
Ponti G (J Invest Dermatol 2006) 5T (5P) 5T (100 %) 0% Bat 25, Bat 26, D25123, D5S346, 5 patients avec SMT connu
D17S250
1SA
1S
2SC
1KA
Ponti G (Fam Cancer 2014) 15P 13P (87 %) 0% Bat 25, Bat 26, Bat 40, D25123,
D5S346
Rajan KD (Am J Ophthalmol 7T (7P) 1T (14 %) 0% Bat 25, Bat 26, NR-21, NR-24, Patient avec SMT clinique

2014)

7 CS périoculaires)

MONO-27, Penta C, Penta D
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