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Screeningul imunohistochimic al mutatiilor genelor hMLH1 respectiv hMSH2
la pacientii diagnosticati cu cancere colorectale si suspiciune de instabilitate
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Rezumat

Scopul studiului: screeningul imunohistochimic al mutatiilor
genelor hMLHI1, respectiv hMSH2 la pacientii cu cancere
colorectale susceptibile de instabilitate microsatelitarg,
diagnosticate in intervalul ianuarie 2002-decembrie 2009 in
Clinica Chirurgie IV a Spitalului Clinic C.E Cluj-Napoca
(studiu prospectiv non- randomizat).

Material si metodd: criteriile de includere au fost diagnosticul
histopatologic de adenocarcinom si satisfacerea a minim unul
dintre criteriile Bethesda revizuite pentru testarea genetica a
instabilitatii microsatelitilor in tumorile maligne colorectale.
110 pacienti eligibili au fost subimpartiti in doua grupuri, in
functie de numarul de criterii Bethesda indeplinite (grupul A
- un criteriu, respectiv grupul B — doua sau mai multe criterii).
Grupurile au fost comparate statistic sub aspectul parametrilor
clinico-patologici specifici sindroamelor Lynch. Pentru toti
pacientii au fost efectuate coloratii imunohistochimice pentru
analizarea expresiei genelor hMLHI, respectiv. hMSH2 la
nivelul epiteliului tumoral.

Rezultate: varsta, prezenta antecedentelor familiale de cancer
colorectal si localizarea pe hemicolonul drept au fost parametrii
la care s-au constatat diferente semnificative statistic intre
grupurile analizate. Coloratiile imunohistochimice au relevat
lipsa expresiei genei hMLHI1 la 9 pacienti, respectiv a genei

hMSH? la 4 pacienti.
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Concluzii: Imunohistochimia permite identificarea pacientilor
care trebuie testati genetic pentru obiectivarea mutatiilor la
nivelul genelor reparatoare ale ADN si stabilirea diagnosticului
de sindrom Lynch.

Cuvinte cheie: imunohistochimie, cancer colorectal, instabili-
tate microsatelitard, sindrom Lynch

Abstract

Immunohistochemical screening of hMLH1 and hMSH?2
gene mutations in patients diagnosed with colorectal cancer
and microsatellite instability suspicion

Study aim: immunohistochemical screening of hMLH1 and
hMSH?2 gene mutations in patients diagnosed with colorectal
cancers, suspected of having microsatellite instability, as
diagnosed between January 2002 and December 2009 in the
Surgery Department of the CF Clinical Hospital Cluj-Napoca
(prospective non-randomised study).

Methods: inclusion criteria were adenocarcinoma pathology
finding and also minimum one of the revised Bethesda
criteria for genetic testing of microsatellite instability in
colorectal cancers. 110 eligible patients were divided in 2 study
groups according to the number of Bethesda criteria met
(group A - 1 criteria; group B — 2 or more criteria). Both
groups were statistically compared considering the clinical and
pathological parameters specific to the Lynch syndrome. We
performed immunohistochemical staining to determine the
expression of hMLH1 and hMSH2 genes in the tumors of all
the patients.
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Results: we found the differences in age, colorectal family
history and right colon tumor site between the two groups to
be statistically significant. Immunohistochemical stainings
showed lack of h(MLHI1 gene expresion in 9 patients and of
hMSH2 gene in 4 patients respectively.

Conclusions: Immunohistochemical staining can identify
patients who need to be genetically tested for mutations of
the DNA mismatch repair genes, in order to establish the
correct diagnostic of Lynch syndrome.

Key words: immunohistochemistry, colorectal cancer, micro-
satellite instability, Lynch syndrome

Introducere

Circa 10-15% din carcinoamele colorectale sporadice si 90-95%
din cancerele colorectale ereditare nonpolipozice (cunoscute
sub termenul HNPCC - Hereditary NonPolyposis Colorectal
Cancer - sau mai corect sub denumirea de sindrom Lynch) apar
ca urmare a instabilititii microsatelitilor - secvente repetitive de
mici dimensiuni din structura ADN. Instabilitatea micro-
satelitilor este caracterizatd prin acumularea - in cursul replicirii
ADN - a unor mutatii genetice succesive in structura acestora,
erori care sunt corectate in conditii obisnuite de genele de
reparare ale imperecherilor nepotrivite de baze azotate (MMR-
MisMatchRepair) (1,2,3,4,5,6). Apérut consecutiv inactivarii
prin mutatii (transmise autosomal dominant in sindromul
Lynch, ori survenite sporadic) ale genelor reparatoare ale ADN,
fenomenul de instabilitate microsatelitari este responsabil de
acumularea rapidd a unor mutatii somatice la nivelul unor
oncogene, respectiv gene supresoare tumorale cu rol fundamen-
tal in procesul de initiere si progresiune tumorala.

La ora actuald se cunosc urmitoarele gene implicate in
repararea imperecherilor nepotrivite de baze azotate: hMLH1
(human mutator L homolog 1), hMLH3 (human mutator L
homolog 3), hAMSH2 (human mutator S homolog 2), hAMSH3
(human mutator S homolog 3), GTBP (guanine/thymidine
mismatch-binding protein) /hMSH6 (human mutator S
homolog 6), hPMSI1 (human postmeiotic segregation
increased 1), hPMS2 (human postmeiotic segregation
increased 2). S-au evidentiat de asemenea numeroase copii ale
unor gene PMS? like (notate PMS2 L1-L14 sau PMS3-8), care
apartin familiei genelor reparatoare ale ADN.

In majoritatea cazurilor de sindrom Lynch (circa 90%),
mutatiile afecteazd genele hAMLH1 sau hMLH2. Mutatia genei
hMSHS6 se intalneste in circa 7-10% din cazurile de sindrom
Lynch, iar mutatiile genelor hPMS1 si hPMS2 apar la sub 5%
din cazuri.

In circa 15% dintre cancerele colorectale sporadice (cu
precidere in tumorile cu localizare la nivel proximal pe colon)
se poate constata instabilitatea microsatelitilor fard a exista
mutatii la nivelul celulelor germinale. In aceste situatii s-a
constatat metilarea bialelica a fragmentelor de citozina (Cp) de
la nivelul secventei promoter a genei hMLHI1 (regiune bogati

in citozind si guanind - CpG), modificare epigenetica
generatoare a deficientei mecanismelor reparatoare.

In 1996 a fost elaborat un set de criterii clinice si anatomo-
patologice cu scopul selectiei pacientilor cu cancere colorec-
tale in vederea testarii genetice pentru fenomenul de
instabilitate microsatelitard si anume criteriile Bethesda,
revizuite ulterior in 2004 (7).

Instabilitatea microsatelitard poate fi obiectivatd prin
testare geneticid. Pe de altd parte coloratiile imunohisto-
chimice deceleaza lipsa expresiei unei gene reparatoare a
ADN, a cérei mutatie determina instabilitatea microsatelitara.
Prezenta instabilitdtii microsatelitare si lipsa de expresie a unei
gene reparatoare impune testarea geneticd pentru identificarea
mutatiei mostenite a genei respective (indeosebi pentru
hMLH]) si excluderea hipermetildrii secventei promoter ca
element generator al deficientei mecanismelor reparatoare.
Odata identificatd genetic aceastd mutatie, avem certitudinea
diagnosticului de sindrom Lynch.

Sensibilitatea coloratiei imunohistochimice in depistarea
mutatiilor principalelor gene reparatoare ale ADN este de 74%
pentru hMLHI1, respectiv 91% pentru hMSH2, iar specifici-
tatea este de 81% pentru hMLHI, respectiv 90% pentru
hMSH?2, valori comparabile cu cele obtinute in cazul testirii
genetice a instabilititii microsatelitilor (8). Analiza imuno-
histochimica este insd mult mai putin costisitoare si poate fi
efectuatd mult mai rapid comparativ cu testarea genetici
pentru depistarea instabilitatii microsatelitare. In plus,
coloratia imunohistochimicd permite precizarea genei
reparatoare afectate de mutatie si ghideazd specialistul care
recomanda testarea genetica la pacienti proveniti din familii la
care se suspicioneazi existenta HNPCC.

Scopul studiului il constituie identificarea pacientilor cu
cancere colorectale susceptibile de a prezenta instabilitate
microsatelitara (selectati pe baza criteriilor Bethesda revizuite)
si efectuarea analizei imunohistochimice a acestor tumori
pentru decelarea lipsei expresiei uneia dintre genele hMLH1,
respectiv hMSH2 si pentru identificarea potentialilor pacienti
cu sindrom Lynch.

Material si Metoda

Subiectii eligibili pentru cercetare provin din randul pacientilor
care au suferit interventii chirurgicale pentru cancere colonice
sifsau rectale in Clinica Chirurgie IV a Spitalului Clinic C.E
Cluj-Napoca in intervalul ianuarie 2002-decembrie 2009.

Ciriterii de includere in studiu:

1. diagnostic de adenocarcinom colonic si/sau rectal
confirmat histopatologic;

2. indeplinirea a cel putin unuia dintre criteriile Bethesda
revizuite pentru testarea instabilitatii microsatelitare in
tumorile maligne colorectale.

Criterii de excludere din studiu:

1. absenta diagnosticului histopatologic de adenocarcinom
colonic sau rectal;

2. cancerul colonic sau rectal dezvoltat pe fond de
polipozd adenomatoasa familial;

3. cancerul colonic sau rectal dezvoltat pe fond de recto-



colitd ulcero-hemoragica sau boala Crohn cu
localizare colonica sau rectald.

Am obtinut informatiile necesare pentru includerea
pacientilor in studiu in urma anamnezei, respectiv din
evidenta informatizata (bazd de date personald), referitoare la
pacientii diagnosticati si operati pentru cancere colonice sau
rectale.

Pacientii eligibili au fost repartizati in doud grupuri, in
functie de numarul de criterii Bethesda indeplinite: grupul
A - pacienti care indeplineau un singur criteriu Bethesda,
iar grupul B - pacientii care indeplineau doua sau mai multe
criterii Bethesda.

Pentru ambele grupuri de pacienti am centralizat
informatiile referitoare la urmatorii parametri: varsta, sexul,
istoricul familial de cancer colorectal sau de cancer extracolonic
specific pentru sindromul Lynch, valoarea preoperatorie a anti-
genului carcino-embrionar (CEA), localizarea topografici a
tumorii (hemicolon drept, respectiv hemicolon stang sau rect),
tumorile multiple (sincrone) colorectale sau extracolonice, tipul
histopatologic al tumorii, gradingul histologic, stadializarea
postoperatorie (stadializarea TNM), prezenta embolilor tumorali
limfatici, a embolilor tumorali venosi, a invaziei perineurale, a
infiltratului intratumoral cu limfocite (TIL - Tumor Infiltrating
Lymphocytes) si valoarea acestuia, a agregatelor limfoide la nivel
peritumoral (a reactiei de tip Crohn-like), a tumorilor
metacrone.

In vederea efectuarii coloratiilor imunohistochimice
pentru evidentierea expresiei genelor hMLHI1 respectiv
hMSH?2, pentru fiecare dintre pacienti am procurat cel putin
un bloc de parafind cu material histologic (tesut tumoral
colonic si mucoasd colonicid normali adiacentd tumorii),
conform indicatiilor medicului specialist anatomopatolog care
a reexaminat lamele cu sectiuni histologice provenite de la
acesti pacienti. In cazul pacientilor cu cancere colorectale
sincrone sau metacrone am procurat cel putin un bloc de
parafina de la fiecare dintre tumori.

Pentru realizarea coloratiilor imunohistochimice s-au folosit
materiale si reactivi specifice (anticorpi anti proteina hMLHI,
respectiv anti proteina hMSH2 si kitul de detectare a reactiei
antigen-anticorp NovoLink Max Polymer Detection System -
Novocastra Laboratories Ltd, Newcastle, UK), iar citirea
lamelor s-a efectuat in mod independent de cétre doi medici
anatomopatologi. Prezenta coloratiei nucleare la nivelul
celulelor din epiteliul tumoral, respectiv din mucoasa colonici
normala adiacentd acestuia a fost notata cu “+” (indiferent de
intensitatea coloratiei) si semnifica prezenta expresiei genetice
pentru hMLH1 respectiv hMSH2. Absenta coloratiei nucleare
la nivelul celulelor din epiteliul tumoral (dar cu prezenta in
celulele mucoasei colonice normale adiacente acestuia) a fost
notatd cu “-" si semnificid lipsa expresiei genetice pentru
hMLHI1 respectiv. hMSH2. Prezenta coloratiei nucleare la
nivelul celulelor epiteliale din mucoasa colonici normali adia-
centd tumorii (obligatorie la toti pacientii) a fost considerata ca
si coloratie-martor de control.

Diferentele dintre parametrii examinati pentru cele dou
grupuri au fost investigate statistic utilizand programul
OpenEpi, versiunea 2.3.1 si anume cu ajutorul testului * (chi
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patrat) cu corectia Yates (pentru numir de pacienti sub 10),
respectiv prin testele de exactitate Fischer sau Mid-P (9).
Pragul de semnificatie statisticd a fost considerat p<0.05.

Rezultate

In perioada ianuarie 2002-decembrie 2009, am identificat un
numir de 110 pacienti care au suferit interventii chirurgicale
pentru cancere colonice sau rectale si care au indeplinit cel
putin unul dintre criteriile Bethesda revizuite pentru testarea
instabilitatii microsatelitare.

Distributia pacientilor in cele doud grupuri a fost urma-
toarea: grupul A (un criteriu Bethesda) a inclus 57 de pacienti,
iar grupul B (doua sau mai multe criterii Bethesda) a inclus 53
de pacienti. Caracteristicile studiate comparativ intre cele
dou grupuri de pacienti sunt ilustrate in Tabelele 1 si 2.

S-au constatat diferente semnificative statistic intre cele
doud grupuri sub aspectul varstei pacientilor la momentul
diagnosticului  (}’=62.91, p<0.0000001), al prezentei
antecedentelor heredocolaterale de cancer (¢*=5.73,
p=0.01668 - cu corectia Yates), al localizarii topografice a
tumorii pe hemicolonul drept (y*=14.89, p=0.0001).

Nu exista diferente semnificative statistic intre cele doud
grupuri de pacienti in ceea ce priveste: repartitia pe sexe
(*=0.07687, p=0.7816), valoarea preoperatorie a CEA

Tabelul 1. Caracteristicile clinico-patologice studiate comparativ
la grupurile A si B

Caracteristica studiati Nr. de pacienti

in grupul A

Nr. de pacienti
in grupul B

Varstd la data diagnosticului

- sub 50 de ani 2 41

- minimum 50 de ani 55 12
Sex

- masculin 38 34

- feminin 19 19
Antecedente familiale de cancer

- prezente 9 20

- absente 48 33
Vialoare preoperatorie a CEA

- sub 3 ng/ml 26 34

- minimum 3 ng/ml 31 19
Cancere colorectale

- unice 52 52

- multiple sincrone 5 1
Localizare topograficc

- hemicolon drept 11 29

- hemicolon stang sau rect 46 24
Cancere sincrone colonice sau extracolonice

- prezente 11 13

- absente 46 40
Tip histologic

- mucinos sau tip “inel cu pecete” 6 13

- altul 51 40
Grading histologic

- G3 (slab diferentiat) 5 12

- Alt grading histologic 52 41
Stadiu pT

-pTl sau pT2 6 2

- pT3sau pT4 51 51
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Tabelul 2. Caracteristicile anatomo-patologice studiate comparativ
la cele doud grupuri de pacienti

Caracteristica studiati Nr. de pacienti  Nr. de pacienti

in grupul A in grupul B

Metastaze limfoganglionare

- absente (pNO) 23 25

- prezente (pN1 sau pN2) 34 28
Metastaze la distanta

- absente (pMO) 44 46

- prezente (pM1) 13 1
Invazie limfatici

- absenta (LO) 19 21

- prezenta (L1) 38 32
Invazie venoasa

- absenta (VO0) 47 39

- prezenta (V1) 10 14
Invazie perineural

- absenta 37 37

- prezenta 20 16
Reactie Crohn like

- absenta 34 33

- prezenta 23 20
Stadiu TNM

- I'sau I TNM 22 25

- 1II sau IV TNM 35 28
Aparitia de tumori metacrone

- nu 54 48

- da 3 5
TIL / 1000 celule tumorale

- sub 20 51 42

- minimum 20 6 11

(*=3.806, p=0.051), prezenta cancerelor colorectale multiple
sincrone (y*=1.366, p=0.2432 - cu corectia Yates, test de
exactitate Fischer: p=0.2411, test de exactitate Mid-P:
p=0.1375), prezenta cancerelor sincrone colonice si extra-
colonice (y*=0.4404, p=0.5069), tipul histologic mucinos sau

in “inel cu pecete” (¢*=2.852, p=0.091 - cu corectia Yates),
gradingul tumoral G3 (¢*=3.051, p=0.08 - cu corectia Yates).

De asemenea, nu s-au constatat diferente semnificative
statistic intre cele doud grupuri in ceea ce priveste stadiul pT
0’=0.9907, p=0.3196 - cu corectia Yates, test de exactitate
Fischer p=0.3206, test Mid-P: p=0.1985), prezenta metas-
tazelor limfoganglionare (¢*=0.5192, p=0.4712) sau a celor la
distanta (y*=1.117, p=0.292 — cu corectia Yates), prezenta
embolilor tumorali limfatici (¢*=0.4695, p=0.4932) sau venosi
(’'=1.267, p=0.2612), invazia perineurald (y*=0.2994,
p=0.5843), stadiul TNM (¥*=0.8249, p=0.3638), reactia
Crohn-like (¢*=0.07888, p=0.7788), infiltrarea intratumorala
cu limfocite (TIL) (¢*=1.486, p=0.2233 cu corectia Yates) sau
aparitia tumorilor metacrone (y’=0.2249, p=0.6353 - cu
corectia Yates, test de exactitate Fischer p=0.636, test Mid-P
p=0.431).

In urma efectuarii coloratiilor imunohistochimice, s-a
constatat lipsa expresiei genetice a hMLHI sau hMS2 la un
numér de 13 pacienti. In grupul A, la un pacient s-a constatat
lipsa expresiei genetice pentru hMLH], in timp ce in grupul B
au fost identificati 12 pacienti la care coloratiile imuno-
histochimice au relevat lipsa expresiei genetice fie a genei
hMLHI1 (8 pacienti), fie a genei hMSH2 (4 pacienti). S-au
constatat diferente semnificative statistic intre cele doud grupuri
studiate atat sub aspectul numirului pacientilor la care s-a
evidentiat imunohistochimic lipsa expresiei oricéreia dintre
genele reparatoare studiate (¢*=9.58, p=0.001967 cu corectia
Yates), cat si a numarului pacientilor la care s-a evidentiat numai
lipsa expresiei hAMLH1 (p=0.023 la testul de exactitate Fischer,
p=0.012 la testul de exactitate Mid-P). Nu exista diferente
semnificative statistic intre cele doud grupuri studiate in ceea ce
priveste lipsa expresiei h(MSH2 (p=0.1014 la testul de exactitate
Fischer, p=0.05072 la testul de exactitate Mid-P).

In Tabelul 3 sunt ilustrate caracteristicile clinico-patologice

Tabelul 3. Caracteristicile clinico-patologice ale pacientilor la care s-a evidentiat imunohistochimic lipsa expresiei genei hMLHI sau

hMSH?2
Pacientul nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Apartenenta la grupul A + - - - - - - - - - - B
Apartenenta la grupul B - + + + + + + + + + + + +
Lipsa expresiei hMLH1 + + - + - - + + + + + + -
Lipsa expresiei h(MSH2 - - + - + + - - - +
Nr. criterii Bethesda indeplinite 1 3 3 4 3 3 2 4 2 2 3 5 2
Nr. criterii Amsterdam II indeplinite 0 5 5 5 4 4 3 4 3 3 3 5 0
Virsta (ani) 56 61 40 34 44 36 38 42 45 49 44 44 47
Sexul F F M F M M M M M M F M M
Istoric familial de cancer colorectal - + + + + + - + - - - + .
Cancer pe hemicolonul drept + + - + + + + - + + + -
Mucinos sau “inel cu pecete” - + + + - - + + + - +
Grading tumoral G3 - + - - + - - - . . . +
Cancere colorectale sincrone - - - - + + - + - . + .
TIL/1000 celule epiteliale > 20 + + - + - - + + - + .
Reactie Crohn-like + + + - + - - + + + - + -
Stadiul pTNM II 11 111 II 11 11 II II II 111 11 11 11
A A C C C C C A B C A B B

Legenda: + semnifica prezenta caracteristicii studiate la un anumit pacient; - semnific absenta caracteristicii studiate la un anumit pacient

M - sex masculin; F - sex feminin



ale pacientilor la care coloratiile imuno-histochimice au
evidentiat lipsa expresiei genetice pentru hMLH1 sau hMSH2.

Discutii

Instabilitatea microsatelitara reprezinti o caracteristici a tumo-
rilor maligne colorectale apérute in cadrul sindromului Lynch,
o formi de cancer colorectal ereditar caracterizatd prin agre-
garea familiald a cancerelor colorectale aparute la varsta tanira
(varsta medie la debut este de 45 de ani), localizate predilect la
nivelul colonului proximal (in 60-80% din cazuri proximal de
flexura splenicd a colonului), multiple (sincrone sau
metacrone) (10,11,12). Riscul de a dezvolta un cancer colo-
rectal pe parcursul vietii pentru pacientii cu sindrom Lynch
este de circa 80%. Cancerele colorectale aparute la pacienti cu
HNPCC prezinta si alte trasaturi definitorii cum ar fi tipul
histologic agresiv (mucinoase, cu celule “in inel cu pecete” sau
nediferentiate), prezenta infiltrérii intratumorale cu limfocite si
a agregatelor limfoide la periferia tumorii (reactie Crohn-like).
Datoritd caracterului diploid al tumorilor si a prezentei
limfo-citelor intra si peritumorale, au un prognostic favorabil,
indiferent de stadiul TNM, comparativ cu cancerele colo-
rectale sporadice.

Analiza studiului s-a axat pe compararea principalilor para-
metri clinici si anatomo-patologici specifici pentru sindromul
Lynch intre cele doud grupuri de pacienti, care prezentau
tumori susceptibile de a prezenta instabilitate microsatelitar.
Varsta mai tandrd la momentul diagnosticului, prezenta
antecedentelor heredocolaterale de cancer colorectal,
localizarea topograficid pe hemicolonul drept si lipsa expresiei
genetice a genelor reparatoare (comparati global, precum si
separat pentru hMLH1) au fost semnificativ mai frecvente in
grupul cu minimum 2 criterii Bethesda indeplinite, compara-
tiv cu grupul cu un singur criteriu Bethesda.

Lipsa unei diferente semnificative statistic intre cele doud
grupuri studiate sub aspectul tipului histologic (mucinos sau cu
celule «in inel cu pecete»), al gradingului tumoral G3 si al
expresiei genetice a hMSH2 poate fi consecinta numérului
relativ mic de pacienti inclusi in fiecare grup, un numir mai
mare de pacienti eligibili conducand probabil la diferente
semnificative si in ceea ce priveste respectivii parametri
specifici pentru sindromul Lynch.

Din punct de vedere imunohistochimic, este imposibili
diferentierea intre cancerele colorectale sporadice cu
instabilitate microsatelitari inaltd (asociate cu lipsa expresiei
hMLHI1 prin hipermetilarea regiunii sale promoter, fenomen
care nu caracterizeazd gena hMSH2) si sindroamele Lynch
determinate de mutatia mostenitd la nivelul genei hMLH1
(circa 50%). Este explicatia pentru sensibilitatea redusi a
imunohistochimiei in depistarea mutatiei genetice mostenite a
hMLHI1. Cu toate acestea, in circa 70% din cancerele
colorectale sporadice cu instabilitate microsatelitara inalta este
prezentd mutatia genei BRAF (V600E), modificare ce nu se
constatd in sindromul Lynch si nici in cancerele colorectale
sporadice fara instabilitate microsatelitara (13).

Utilizind metode de analiza statistici uni respectiv multi-
variatd s-a dovedit faptul ci anumite caracteristici clinice se
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asociazd in mod preferential cu mutatia genelor h(MLH1 sau
hMSH2. Astfel diagnosticul de cancer colorectal stabilit la o
varsta tandrd, satisfacerea tuturor criteriilor Amsterdam de
diagnostic, prezenta la un membru al familiei a cancerului
endometrial sau de intestin subtire, a cancerelor multiple
colorectale, ori a cancerului colorectal si endometrial
reprezintd factori predictivi puternici pentru existenta unei
mutatii mostenite la nivelul hAMLH1 sau hMSH2 (14).

In studiul nostru, la 9 pacienti s-a constatat in urma
coloratiilor imunohistochimice lipsa expresiei genei hMLHI,
iar la 4 pacienti s-a constatat lipsa expresiei hMSH2.
Coroborand rezultatele coloratiilor imunohistochimice cu
caracteristicile clinico-patologice ale acestor pacienti, am
identificat 3 pacienti potential purtitori a unei mutatii
mostenite a genei reparatoare hMSH2 (identificati in tabelul
I prin numerele 3, 5 si 6), implicit 3 familii cu potential
sindrom Lynch datorat mutatiilor la nivelul acestei gene. De
mentionat ca toti cei 3 pacienti prezentau cancere colonice
aflate in stadiul III TNM. Pe de alti parte, cel de-al patrulea
pacient cu tumord hMSH2 negativa (desi nu prezenta istoric
familial de cancer colorectal) ar putea fi primul membru din
familie cu sindrom Lynch (cu atat mai mult cu cét prezenta o
tumord mucinoasa slab diferentiata histologic)

In ceea ce priveste cei 9 pacienti la care s-a constatat
absenta expresiei genei hMLH1, tindnd cont de posibilitatea
inactivarii acesteia prin hipermetilarea secventei promoter,
este mai dificil de precizat care dintre acestia ar putea fi purti-
torul unei mutatii mostenite la nivelul acestei gene. In pofida
acestui fapt, prezenta la 4 dintre acesti pacienti (numerele 2, 4,
8 si 12 din tabelul III) a unui numir ridicat de criterii
Bethesda, respectiv Amsterdam, a istoricului familial incércat
de cancer colorectal, a altor caracteristici clinico-patologice
sugestive (localizarea tumorald pe hemicolonul drept, histo-
logia de tip mucinos, reactia Crohn-like sau TIL) constituie
argumente solide in favoarea unei mutatii mostenite la nivelul
hMLHI1. Acesti 4 pacienti prezentau exclusiv cancere colonice
aflate in stadiul II TNM.

Una dintre limitele studiului o constituie inaccesibilitatea
efectudrii coloratiilor imunohistochimice pentru testarea
expresiei tuturor genelor reparatoare ale ADN potential
implicate in aparitia sindromului Lynch. Este posibil ca un
numar de cancere colorectale din cele doud grupuri studiate sa
manifeste imunohistochimic lipsa expresiei genetice pentru
alte gene reparatoare ale ADN (hMLH3, hMSH3, hMSH6,
hPMSI1 sau hPMS2), fapt care coroborat cu prezenta la respec-
tivii pacienti a caracteristicilor clinico-patologice specifice
sindromului Lynch ne-ar permite identificarea si a altor
pacienti cu potential sindrom Lynch.

De asemenea, studiul nu are in vedere pacientii peste 50 de
ani cu cancere colorectale sporadice, fara trisdturi histologice
sugestive pentru instabilitate microsatelitard, dar care pot
prezenta instabilitatea microsatelitara inaltd (si implicit mutatii
ale genelor reparatoare ale ADN) intr-o proportie de circa
15%. Raméne in discutie fezabilitatea efectudrii coloratiilor
imunohistochimice pentru toate formele sporadice de cancer
colorectal, vizand depistarea mutatiilor genelor reparatoare ale
ADN implicate in carcinogeneza colorectali.
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Studiul de fatd este primul de acest gen publicat in
Romania referitor la implicarea genelor reparatoare ale ADN
in carcinogeneza colorectald. Am identificat 13 pacienti la
care imunohistochimic s-a constatat lipsa expresiei uneia
dintre genele hMLH1 sau hMSH2, din care 7 pacienti cu
potential sindrom Lynch (3 cu lipsa expresiei h(MSH2 si 4 cu
lipsa expresiei hMLH1), pornind de la un numir total de 110
pacienti cu cancere colorectale testate imunohistochimic
pentru studierea expresiei genelor reparatoare hMLHI1 respec-
tiv hMSH2, a céror mutatie mostenita este responsabila de
circa 90% din sindroamele Lynch.

Pentru confirmarea diagnosticului de sindrom Lynch la
pacientii la care s-a obiectivat imunohistochimic lipsa expresiei
unei gene reparatoare a ADN sunt necesare teste genetice, mult
mai costisitoare. Este insd mult mai ieftin si fezabil de realizat o
supraveghere oncologicd atentd a acestui grup de risc si a
membrilor familiilor de provenientd a acestor pacienti pentru
depistarea intr-un stadiu precoce a neoplaziilor colorectale sau
extracolonice specifice sindromului Lynch, fapt care are reper-
cursiuni semnificative asupra prognosticului acestor pacienti.
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