Pathologie moléculaire dans le Cancer colorectal avec les mutations du gène KRAS

Aujourd'hui le Dr. Marius Ilie, du laboratoire INSERM à la faculté de Nice nous présente un petit cours sur la Pathologie moléculaire dans le Cancer colorectal avec les mutations du gène KRAS.

Les rôles de la pathologie moléculaire consistent à aider à établir des diagnostics anapath (organes et tissus) et moléculaires.

On voit d'abord quelques rappels anatomiques sur le côlon qui constitue le cadre colique:

[image: image1.emf]Le côlon a un diamètre volumineux,des bandelettes musculaires longitudinales entre lesquelles on trouve des bosselures, elles_mêmes séparées par des valvules coliques qui sont des replis de la muqueuse. On peut aussi voir les appendices épiploïques sur sa face antérieure.

Ensuite on a quelques rappels sur la structure histologique de la paroi du côlon:

 4 couches histologiques: 

  - la muqueuse, avec les glandes tubuleuses de Lieberkuhn, serrées, droites, soutenues par le chorion qui contient des amas lymphoïdes et des capillaires. Ce chorion et la base des glandes de Lieberkuhn reposent sur une fine couche de musculaire muqueuse.

On retrouve 2 types cellulaires dans ces glandes:  les entérocytes (Ȼ hautes, cylindriques a noyau allongé et plutôt central); les cellules caliciformes sécrétantes (mucus) avec un noyau refoulé en position basale.

  - la sous-muqueuse,

  - la musculeuse,

  - la séreuse.

Séquence adénome-carcinome:

Le carcinome colorectal est une tumeur maligne qui se développera au cours de  plusieurs "étapes" constituant une séquence. On pourra alors retrouver le plus souvent des lésions hyperplasiques/dysplasiques, le développement d'un adénome (tumeur plutôt bénigne) dans cette séquence.
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Le carcinome colorectal est une tumeur maligne où l'on trouvera des modifications cytologiques et architecturales associées entre elles :

  - Critères cytologiques de malignité: les cellules ne ressemblent pas ou très peu aux cellules                normales, augmentation du  rapport nucleoplasme/cytoplasme, polymorphisme avecc noyaux atypiques (hyperchromatiques, contours irréguliers, anguleux...), mitoses ++ et anormales.

  - Critères architecturaux de malignité: agencement du tissu désorganisé, perte de la maturation des cellules et de leur différenciation, disparition des cellules claires superficielles.

Epidémiologie du carcinome colorectal:

Majoritairement au niveau du rectum (40-50%), 20-35% pour le côlon descendant et sigmoïde, 16% pour le côlon ascendant, et moins pour le transverse (8%). Il est prévalent après 50 ans, et on le retrouve autant chez l'homme que chez la femme.

Avec un dépistage précoce on a 91% de survie, 63% sans dépistage. C'est la 2ème cause décès par  cancer dans le monde!

Sous types histologiques:

Forme commune, Adénocarcinome (ADK) Lieberkuhnien (98% de tous les cancers du côlon). On le caractérise par la différenciation des cellules des glandes par rapport aux cellules normales.

L'OMS a établi une classification de ces carcinomes: ADK mucineux(10% des carcinomes, avec une production de 50% de mucus en plus, d'où son nom), ADK à cellules en bague à chaton, adénosquameux, à petites cellules, épidermoïde, médullaire, indifférencié... Retenez le mucineux et ça ira très bien.

 Dans l'ADK lieberkuhnien, on va donc voir trois grades de différenciation cellulaire au niveau de la muqueuse:

Tumeur bien différenciée, puis moyennement (elle commence a perdre l'architecture glandulaire normale) et peu différenciée (plus du tout d'architecture, uniquement massif solide). Quand ici on parle de différenciation, on parle de la de la différenciation de la cellule de base en cellule spécialisée de la glande de Lieberkuhn. Donc quand on dit "peu différenciée", ça veut dire que la cellule n'a pas pu se spécialiser correctement pour devenir une cellule normale. Parce que oui, la cellule de l'ADK est très différente de la cellule normale que l'on devrait retrouver. 
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  Dans l'ADK à cellules en bague a chaton on retrouvera des cellules optiquement vides à cause du mucus qu'elles contiennent.

Diagnostic moléculaire:

Définition à retenir:

Cancer = tumeur maligne formée à partir d'une cellule initialement normale se transformant grâce a une accumulation d'événements moléculaires délétères (instabilité génétique, par exemple les mutations)

La transformation cellulaire tumorale se traduit par une prolifération accrue, c'est-à-dire la perte de contrôle du cycle cellulaire, une insensibilité à l'apoptose (normalement quand il se passe un truc pas net dans une cellule, elle décide de mourir dans le doute), des anomalies de la réparation de l'ADN, et enfin migration, invasion et métastases.

A propos des mutations : une mutation est une variation de l'ADN par rapport à uyne séquence de référence. 
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Ici on a en haut la séquence de référence (normale) du gène KRAS et en bas une de ses mutations possibles. 

La mutation ici est la substitution d'un nucléotide G par un T. Un nouveau codon est donc formé, entrainant une modification de l'acide aminé codé : c'est une valine au lieu d'une glycine. Cette mutation est délétère pour une cellule normale, mais représente un gain de fonction pour une cellule cancéreuse. 

Il y a deux types de mutations possibles dans l'ADN (n'entrainant pas forcément le cancer) :

· germinales : elles affectent les gamètes, et sont donc transmissibles à la descendance.

· Somatiques : elles ne touchent pas les cellules destinées à la reproduction et ne sont donc pas héréditaires, mais représente une cause importante de cancer. 

Il existe trois catégories de gènes associés aux pathologies cancéreuses (à l'oncogénèse) : 

1. Les oncogènes

Ce sont des accélérateurs de la prolifération cellulaire, et ils deviennent actifs indépendamment de tout signal extérieur. Parmi les plus connus, on a les gènes KRAS, EGFR, et myc. 

2. Les gènes suppresseurs de tumeur

Ce sont des freins de la prolifération cellulaire, ils sont inactifs dans les tumeurs. 

3. Les gènes de réparation cellulaire
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Ils sont capables de détecter et de réparer les lésions de l'ADN qui ont modifié les oncogènes ou les gènes suppresseurs de tumeur. Ces systèmes de réparation sont eux aussi inactivés dans les cellules cancéreuses. 

Derrière ces images figées d'observation microscopique, on peut détecter des processus moléculaires et cellulaires qui déterminent le développement du cancer : 

· la mutation de KRAS : elle intervient précocement au moment de la carcinogénèse. Cet événement détermine donc l'initiation et l'évolution tumorales. 

Modes de fonctionnement et rôle de KRAS : 

· il permet la transmission des messages intra- et extra-cellulaires vers le noyau. Le ligand se fixe sur son récepteur, qui va générer un signal intracellulaire qui est lui-même véhiculé vers le noyau, entrainant la transcription du gène cible. 

· Il a également un rôle d'interrupteur moléculaire au sein d'une réaction en cascade. 

Ce rôle est permis par la propriété qu'il a d'exister sous deux formes : 

→ inactive : la protéine K-RAS est alors liée à une molécule de GDP 

→ active : K-RAS est liée à un GTP. Cette forme active est mise « sous silence » par l'hydrolyse du GTP en GDP. Cette action est réalisée par des protéines GAP (de régulation). 

Lorsque K-RAS est activée, elle joue un rôle majeur dans les cellules cancéreuses, notamment dans les voies de régulation de la prolifération, de la survie et de la différenciation cellulaires. 

Les mutations du gènes K-RAS sont assez fréquentes dans différents types de cancers : 
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Il s'agit toujours de mutations ponctuelles (un nucléotide modifié), le plus souvent au niveau des codons 12 et 13. Ces mutations ont pour conséquence la production de protéines K-RAS constitutivement actives, indépendamment de tout signal extérieur. L'accumulation des protéines KRAS actives entraine une activation continue des voies de signalisation en aval de la protéine KRAS (et donc le développement de tumeurs) . 

Intérêt clinique de recherche de mutation(s) du gène KRAS dans le cancer colorectal. 

Depuis 2007 ou 2008, les boites pharmaceutiques ont développé des médicaments dirigés spécifiquement contre des protéines surexprimées par les cellules cancéreuses. On distingue : 

· Les Ac anti-EGFR : la protéine EGFR est un récepteur membranaire surexprimé dans les cellules cancéreuses. Le rôle de KRAS dans ce processus est le suivant :

Quand les médicaments inhibent le récepteur à EGF, et que le gène KRAS est normal, on observe une inhibition de toutes les voies de signalisation en aval de KRAS. La prolifération et survie des cellules ainsi que l'angiogénèse qui accompagne normalement cette prolifération ne se font plus. 

Au contraire quand le gène KRAS est muté, les voies en aval de la protéine KRAS sont de toute façon activées, sans besoin de signal extérieur. Les médicaments anti EGFR seront donc inactifs sur ce type de cellules (où le gène KRAS est muté). 

→ donc dans les cancers colorectal (on parle ici d'un stade IV métastatique), la présence de mutations de KRAS prédit une non-réponse au traitement par anti EGFR. Cette corrélation constitue une opportunité thérapeutique, car on peut identifier au préalable les patients qui répondront à ce type de traitement (augmentation de la probabilité de réponse) et on évitera les médicaments inutiles et toxiques aux patients pour lesquels ce ne sera pas efficace. 

→ On parle alors d'une médecine personnalisée, selon le profil moléculaire de chaque patient. 

En pratique (sans rentrer dans les détails) : 

A partir de tissu inclus en paraffine, ou à partir de tissu congelé : 

· on extrait puis on amplifie l'ADN tumoral

· par des techniques de biologie moléculaires, on identifie les mutations par différentes techniques : les plus utilisées sont : le séquençage direct, le proséquençage, la digestion enzymatique et le SnapShot (le prof ne détaille pas ces techniques)
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Conclusions : 

1. les mutations activatrices de KRAS prédisent la résistance aux Ac monoclonaux ciblant les REGF

2. Les patients porteurs de tumeurs mutées pour KRAS ne bénéficient pas de ttt à base d'Ac monoclonaux ciblant le REGF

3. La prescription et le remboursement de ces anticorps dans le ttt des carcinomes colorectaux (panitumumab, cetuximab) est soumise à la recherche de ces mutations sur la tumeur primitive ou la métastase

4. En laboratoire de pathologie moléculaire, on effectue en routine le diagnostic anatomo-pathologique et moléculaire des cancers colorectaux. 

5

