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DIAGNOSIS FEATURES IN NON POLIPOSYS HEREDITARY COLORECTAL CANCER (Abstract): Non
polyposis colorectal cancer has been identified as an appropriate candidate for early detection and treatment.
Incidence of colorectal cancer among persons at average risk is sufficiently high to justify an early diagnosis.
The introduction into clinical practice of genetic testing for the assessment of colon cancer risk has led to more
effective management for patients with high-risk colorectal cancer and has new features of challenge. This
review presents complex elements in the non polyposis colorectal cancer assessment.
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INTRODUCERE

Aproximativ 5-10% din totalul pacientilor cu cancer colo-rectal fac parte din familii
cu cancer colo-rectal nonpolipozic ereditar (HNPCC). In anumite familii cu risc crescut
pentru cancer colo-rectal malignitatea nu este asociatd cu un numar excesiv de polipi colonici,
de aceea termenul de “non-polipozic” se refera la prezenta unui numar mic de polipi (mai mic
de 100), frecvent solitari si cu aspect macroscopic plat; transformarea maligna a acestora este
mai rapida decat cea a polipilor colo-rectali diagnosticati in populatia generala.

Sindromul Lynch I cuprinde doar pacientii cu risc crescut de dezvoltare a cancerului
colo-rectal, iar sindromul Lynch II pe aceia care asociaza si un risc crescut de aparitie a unor
cancere extracolonice (ovar, endometru). Varietati genetice ale HNPCC sunt sindromul Muir-
Torre (manifestarea extracolonica fiind cancerul cutanat) si sindromul Turcot II (asocierea
oligopolipozei cu glioblastoame).

Cancerul colo-rectal ereditar non-polipozic a fost descris prima data in 1913 si ulterior
in 1966 de Lynch [1]. Sub numele de ,sindromul cancerului familial” HNPCC se
caracterizeaza prin aparitia precoce a cancerului colo-rectal si a unor cancere extracolonice
(ex. cancer de endometru, ovar, stomac, tract urinar, renal, biliar sau al vezicii biliare, sistem
nervos central, intestin subtire) la mai multi dintre membrii unei familii. Ceea ce este sugestiv
pentru diagnosticul de HNPCC este aparitia unor cancere colonice sincrone sau metacrone in
special la nivelul colonului drept la mai multi indivizi facand parte din aceeasi familie. La
aproximativ 45% din membrii afectati ai unei familii cancerele colo-rectale multiple sincrone
sau/si metacrone vor apare la mai putin de 10 ani de la rezectia tumorii initiale. In ciuda
denumirii, aceste cancere colo-rectale nu se dezvolta ca leziuni de novo ci apar la nivelul unor
adenoame care par a avea o ratd de transformare malignd extrem de acceleratd [2].
Adenoamele descoperite la pacientii cu HNPCC sunt frecvent diagnosticate intr-un stadiu
histologic avansat si prezinta arii intinse de displazie severa. Criteriile de diagnostic clinic
care definesc HNPCC s-au modificat treptat din 1990 cand erau reprezentate de criteriile
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Amsterdam. Acestea au fost create incercand sa se stabileascd un set de elemente clinice
consistente care sda defineasca HNPCC. Din momentul descoperirii etiologiei genetice a
majoritatii tipurilor de HNPCC a fost acceptat faptul ca prin aplicare in procesul de
diagnosticare doar a criteriilor Amsterdam o parte dintre familiile care sunt purtdtoare ale
mutatiilor linilor germinative de la nivelul MLH1 si MSH2 ar putea fi excluse [3]. Consecinta
acestor concluzii Tn 1996 au fost elaborate criteriile Bethesda. Acestea au o sensibilitate
crescutd in comparatie cu criteriile Amsterdam si pot fi utilizate pentru identificarea
pacientilor care ar trebui sa intre Intr-un program de screening genetic pantru HNPCC,
specificitatea fiind Tnsa mult mai scazuta. Un al treilea set de criterii a fost elaborat in 1999 -
Amsterdam II- pentru a modifica strictetea criteriilor Amsterdam si a optimiza specificitatea
scazuta a criteriilor Bethesda [3, 4].

CRITERIILE CLINICE DE DIAGNOSTIC PENTRU HNPCC

L. Criteriile Amsterdam (diagnosticul este pozitiv cand sunt indeplinite toate criteriile)
1. Un membru al familiei diagnosticat cu cancer colo-rectal inaintea Implinirii varstei de
50 de ani;
Existenta doua generatii consecutive afectate;
Trei rude afectate, una dintre ele fiind ruda de gradul I cu celelalte doua;
FAP trebuie sa fie exclus;
Diagnosticul de cancer colo-rectal trebuie stabilit anatomo-patologic.

Nk we

II. Criteriile Amsterdam II (diagnosticul este pozitiv cand sunt indeplinite toate
criteriile)
1. Existenta a cel putin trei rude cu un cancer HNPCC asociat (cancer colo-rectal sau un
cancer de endometru, intestin subtire, ureter sau pelvis renal);
2. Unul dintre membrii familiei diagnosticat cu cancer colo-rectal trebuie sa fie ruda de
gradul I cu ceilalti doi;
Cel putin doua generatii succesive trebuie sa fie afectate;
4. Cel putin unul dintre membrii diagnosticati ai unei familii trebuie sa aiba sub 50 de
ani;
6. FAP ar trebui sa fie exclus 1n cazurile cu cancer colo-rectal;
7. Diagnosticul de cancer colo-rectal trebuie stabilit anatomo-patologic .

(O8]

II1. Bethesda guidelines (oricare dintre criteriile de mai jos este suficient pentru
diagnostic)

1. Membru al unei familii in care s-au diagnosticat neoplazii si indeplineste criteriile
Amsterdam;

2. Persoane cu doud rude afectate de neoplazii care pot insoti HNPCC, inclusiv cancere
colo-rectale sincrone si metacrone sau cancere extracolonice asociate (cancer
endometrial, ovarian, gastric, hepato-biliar, de intestin subtire, carcinom celular
tranzitional al pelvisului renal sau ureter);

3. Persoane cu cancer colo-rectal cu rude de gradul I cu cancer colo-rectal si/sau cancer
extracolonic ce insoteste HNPCC si sau adenoame colo-rectale; unul dintre cancere
diagnosticat la o varstd mai mica de 45 de ani, iar adenoamele diagnosticate la o varsta
mai mica de 40 de ani;

4. Persoane cu cancer colo-rectal sau endometrial diagnosticat la o varstd mai mica de 45
ani;

5. Persoane cu cancer colo-rectal la nivelul colonului drept de tip nediferentiat
(solid/cribriform) cu varsta mai mica de 45 de ani. (Nota: solid/cribriform defineste un
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carcinom nediferentiat sau slab diferentiat alcatuit din teci solide neregulate de celule
eozinofile ce contin spatii mici de tip glandular);

6. Indivizi cu cancer colo-rectal cu celule in inel cu pecete diagnosticat la varstd mai
mica de 45 de ani;

8. Indivizi cu adenoame colo-rectale diagnosticate la varste mai mici de 40 de ani [5].

In consecinti, actualmente se utilizeazi 3 tipuri de criterii clinice pentru diagnosticul
HNPCC toate fiind create in tentativa de a creste acuratetea diagnosticului clinic in vedere
identificarii indivizilor cu o probabilitate crescuta de a prezenta gene MMR (mismatch
repair). Cand posibilitatea de a exista mutatii in liniile germinative MLH1, MLH2 este
cuantificatd criteriile Amsterdam sunt cele mai stricte urmate de celelalte doua tipuri de
criterii. Daca criteriille Amsterdam sunt indeplinite existd posibilitatea de 25%-85% sa se
descopere mutatii ale liniilor germinative MSH2 sau MLHI1. Totusi dacda HNPCC este
suspectat dar criteriile Amsterdam nu sunt indeplinite doar 16%-30% dintre familiile
suspectate vor prezenta mutatii detectabile ale liniilor germinative MMR. Elaborarea a 3
seturi diferite de criterii clinice pentru stabilirea diagnosticului de HNPCC a condus la
efectuarea unor studii care sa stabileasca care set de criterii este optim in identificarea
pacientilor care vor recurge ulterior la teste genetice care sd descrie existenta mutatiilor
liniilor germinative caracteristice in HNPCC. Anumiti experti recomanda pentru testare
geneticd persoanele care indeplinesc primele 3 criterii Bethesda, In timp ce altii recomanda
intai testarea tesutului tumoral pentru detectarea MSI (instabilitate microsatelitd) [6] .

INSTABILITATEA MICROSATELITA

Neoplaziile si majoritatea adenoamelor care se descriu in cadrul HNPCC prezinta o
modificare moleculard care poartd numele de instabilitate microsatelitd. MSI se recunoaste
prin frecventa aparitiei mutatiilor de insertie si deletie in repetarile microsatelite, care sunt un
numar variabil de secvente repetitive de mononucleotide, dinucleotide si trinucleotide care se
gasesc la nivelul genomului uman. Recunoagterea MSI la nivelul tumorilor care se dezvolta in
familiile HNPCC nu duc numai la descoperirea genelor care care cauzeazd HNPCC dar
conduc si la identificarea familiilor suspectate de HNPCC care pot fi purtatoare ale mutatiilor
liniilor germinative din MLH1 sau MSH2. MSI se identificd clinic, utilizdndu-se teste de
laborator care au ca bazd ADN extras din tesut proaspat sau inclus la parafind provenind din
tumori ale indivizilor suspectati a avea HNPCC. Identificarea MSI in diagnosticarea HNPCC
a dus la adoptarea unei strategii de diagnostic genetic care utilizeaza:

- teste care se bazeaza pe analizarea de probe sangvine pentru detectia mutatiilor liniilor
germinative;

- teste care se efectueazd pe material tumoral recoltat prin care se urmareste detectarea
pierderii functiei de productie a genei la nivel tumorilor indivizilor afectati.
Determinarea MSI tumorale poate fi utilizatd pentru diagnosticul diferential dintre

FAP (polipoza adenomatoasa familiald) si HNPCC in situatiile n care elementele clinice de
diagnostic sunt ambigui [7].

TESTAREA GENETICA PENTRU DIAGNOSTICAREA HNPCC

Mutatia genelor de reparare (MMR)

Testarea geneticd in familiille HNPCC se utilizeaza de rutind deoarece poate sustine
diagnosticul de HNPCC intr-o familie suspecta, important fiind faptul ca se poate utiliza in
testarea membrilor asimptomatici a unei familii cunoscuta ca fiind purtatoarea mutatiei liniei
germinative.
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Evaluarea riscului genetic - in vederea diagnosticului de HNPCC debuteaza cu:
- evidentierea antecedentelor familiale de neoplazie colonica,
- determinarea existentei altor cancere care pot fi intalnite in HNPCC,
- descoperirea unui istoric familial tipic, cu cancere sincrone si metacrone
- stabilirea varstei instalarii acestor cancere [8].

Istoricul medical familial poate fi utilizat pentru a orienta testarea genetica,
posibilitatea determindrii unei mutatii a liniei germinative a unei gene implicate Tn HNPCC
depinzand in principal de istoricul familial i varsta la care s-a instalat neoplazia. Actualmente
se apreciaza cd multe cazuri de HNPCC se datoreaza inactivarii procesului mutatiilor MMR
datorita defectelor unor gene ale liniilor germinative ale genelor care codeaza componentele
cheie ale complexelor de reparare MMR. Sistemul MMR al ADN-ului este alcatuit dintr-un
complex de proteine care recunoaste si repard perechile de baze MM care apar in timpul
replicarii. ADN-ului. Cel putin 8 gene, incluzdnd 7 care codeazd proteinele implicate in
sistemul MMR, au fost implicate cauzal HNPCC-ul familial cat si in HNPCC-ul familial
atipic. Aceste gene sunt in ordine crescatoare a frecventei aparitiei: EXO1, TGFBR2, PMS2
(la nivelul cromozomului 7q 11), PMS1 (la nivelul cromozomului 2q 31), MLH3, MSHS6,
MSH2 (la nivelul cromozomului 2p16), MLHI1 (la nivelul cromozomului 3p21). Se pare ca
existd o corelatie intre anumite mutatii genetice fenotipul maladiei [9]. Mutatiile liniei
germinative in cazul MSH6 sunt asociate cu forme atipice de HNPCC care adesea nu
indeplinesc criteriile Amsterdam datoritd varstei mai Tnaintate de aparitie a neoplaziilor si a
tumorilor care prezintd un nivel scazut de MSI [9,10].

Familiile cu HNPCC prezintd mutatii ale liniei germinative MSH2, MSH1 in 45%-
70% dintre familii care indeplinesc criteriile clinice de HNPCC. In mai mult de 95% dintre
cazurile de HNPCC 1n care s-a practicat diagnosticul molecular s-a observat ca afectiunea era
secundard mutatiilor liniilor germinative MLH1, MSH2. Mutatiile care apar la nivelul acestor
gene tind sa fie mutatii punctiforme care reprezinta substitutia unei singure perechi de baze,
deletii sau insertii. Existd un numar de mutatii recurente care au fost identificate la membrii
familiilor cu HNPCC. Totusi nu s-a evidentiat un anume punct mutagen care sa permitad
crearea unui test screening. Secventializarea ADN-ului este tehnica disponibild cea mai
precisa pentru identificarea mutatiilor genetice. Datoritd faptului cd o singurd aleld este
suficient s mentina activitatea MMR teste functionale care sa detecteze purtdtorii mutatiei
genei MMR nu au fost elaborate pentru uzul clinic. Studii recente au evidentiat cd in viitor
este posibila aparitia unui astfel de test prin fortarea unei celule la un status hemizigot,
conversie tehnologica, caz in care o alela MMR mutantd ar putea fi detectatd cu test
functional de screening [10].

Testarea instabilitatii microsatelite

Neoplaziile care apar in familiile care sunt suspectate ca ar avea HNPCC pot fi
evaluate pentru MSI. Utilizarea testdriit MSI este importanta in evaluarea HNPCC deoarece
imbunatateste raportul cost/eficienta al strategiei de diagnostic molecular a HNPCC. Analiza
mutatiilor directe ale MLH1 si MSH2 este foarte costisitoare motiv pentru care s-a elaborat un
algoritm de diagnostic care utilizeazd testarea MSI tumorale incercand imbunatatirea
directa a mutatiilor este eficientd pentru familiile care indeplinesc criteriile Amsterdam.
Familiile care indeplinesc criteriile Amsterdam II si Bethesda sau cel putin unul din criteriile
esentiale de diagnostic ar trebui testate primele pentru MSI tumorala [8, 9, 10]. Aceste familii
care prezintd MSI tumorald ar trebui sd fie supuse testdrilor pentru detectia prezentei
evetualelor mutatii. Initierea testarii genetice in cazul familiilor suspectate a avea HNPCC la
care s-a efectuat testarea MSI se realizeaza daca sunt indeplinite urmatoarele criterii:

1. persoane cu cancer de colon care au varsta mai mare de 45 de ani;
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2. persoane avand cancer de colon localizat la nivelul colonului drept cu o componenta
mucinoasa;
3. persoane diagnosticate cu cancer de colon care au o ruda de gradul II care are cancer

de colon sau o ruda cu cancer de colon care are varsta mai mica de 50 de ani [9,10].

Wijnen et al., a sugerat faptul ca daca existd posibilitatea de a exista 20% sanse de a
evidentia o mutatie a liniei germinative, ar trebui efectuatd analiza directa a liniei germinative
si nu testarea MSI tumorald a membrilor familiei afectate. Deoarece MLH1 si MSH2 sunt
genele cele mai frecvent afectate in familiile cu HNPCC, utilizarea immunostaining pentru
determinarea pierderii expresiet MLH1 si MSH2 in cancerul de colon a fost propusa ca test de
bazd in determinarea tumorilor pentru identificarea familiilor care ar trebui testate pentru
suspiciunea de mutatii a liniei germinative. Pierderea expresiei pentru proteine ar trebui
corelatd cu prezenta MSI si poate sugera ce gena specificd MMR este modificata la un anume
pacient [11].

Fiecare din acesti algoritmi are avantaje si dezavantaje de aceea este necesara
adresarea familiilor suspectate de a avea HNPCC unor cente specializate in testing genetic.
Trebuie mentionat faptul ca inactivarea somatici a MLHI1 prin metilare aberantd a
precursorului MLH1 produce o crestere cu 15% a aparitiei cancerelor sporadice de colon. Atat
in cazul HNPCC cat si a metilarii somatice a MLHI neoplaziile exprima MSI. Deci
identificarea MSI 1n cancerele de colon poate fi utilizatd pentru prezicerea probabilitatii
detectiei mutatiilor liniei germinative ale MLH1, MSH2 neputand fi utilizatd ca marker
surogat pentru detectia mutatiei liniei germinative intr-o gena MMR.

In ceea ce priveste detectia MSI aceasta este realizati prin analizarea ADN-ului
recoltat din adenoamele si cancerele de colon ale pacientilor afectati care prezintd alterari ale
locilor de MSI care frecvent sunt modificati in procesul de inactivare a MMR. Multe cancere
de colon prezintda mutatii standard intr-un mic procentaj de repetdri microsatelite.
Diagnosticul molecular de adenocarcinom de colon pe baza prezentei MSI se raporteaza la
detectarea a doi loci instabili din cei 5 loci posibil instabili care au fost selectati de National
Cancer Insitute, USA [12]. Cancerele care prezinta unul din cei cinci loci instabili sunt de
obicei testate pentru inca cinci markeri si ulterior retestate. Dacad o tumora prezintd markeri de
instabilitate in proportie de peste 30%-40% este clasificata ca avand MSI 1nalta iar dacd mai
putin de 30% dintre markeri sunt instabili tumora este consideratd ca fiind cu MSI scazuta.
Daca nici unul dintre loci nu este instabil tumora este considerata ca fiind microsatelit stabila
iar probabilitatea identificarii mutatiillor MLH1 sau MSH2 este foarte scdzuta. Majoritatea
tumorilor HNPCC vor fi cu MSI 1nalta.

O aplicatie recentd a testarii MSI este testul PreGen 26 (EXACT Sciences, Maynard,
MA). Acest detecteaza MSI ADN 1in probe de scaun utilizdnd un test care detecteaza
instabilitatea la nivelul locusului BAT-26, care este un locus de instabilitate in mai mult de
90% din cancerele MSI. Acest test este comercializat fiind utilizat actualmente pentru
supravegherea evolutiei pacientilor cu HNPCC, desi rolul sdu in managementul HNPCC nu a
fost clarificat inca [13].

Teste si testarea genetica in HNPCC

Obiectivul principal al testarii genetice este de a determina dacd elementele clinice
care au dus la indicatia de testare sunt suficiente pentru un examen molecular amanuntit. Daca
nu sunt indeplinite suficiente criterii clinice se va recomanda efectuarea initiala a unui test de
detectare a MSI la nivelul tumorilor colo-rectale ale membrilor afectati de neoplazie (daca
este posibil). Daca criteriile clinice de testare sunt indeplinite se recomanda efectuarea mai
intai testarea liniei germinative pentru detectarea mutatiilor MLH1 si MSH2. Daca o familie
nu satisface criteriile clinice de testare, este ,,MSI low” dar totusi suspiciune de HNPCC
persista atunci se recomanda testarea mutatiilor liniei germinative MSH6.
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Daca o mutatie este identificatd la o persoand afectatd testarea aceleasi mutatii se
recomanda sa fie facutd la toti membrii familiei considerati a fi cu risc inalt. Dacd nu se
identifica nici o mutatie la un membru afectat al unei familii atunci rezultatele nu pot indica
testarea unor rude care ar putea avea risc crescut de HNPCC. Un rezultat ambiguu nu indica
faptul cd membrii familiei suspecte nu ar putea prezenta susceptibilitate mostenita pentru
cancer de colon ci mai curand sugereaza faptul ca testul nu este suficient de sensibil pentru a
detecta gena mutanta [12].

Sensibilitatea actuala a testarii pentru detectia mutatiillor MLH1 si MSH2 la familiile
suspectate a prezenta HNPCC este situatd intre 50% si 90% in functie de metoda de testare
utilizatd. Un alt motiv pentru imposibilitatea detectdrii mutatiilor este faptul ca exista
posibilitatea dezvoltarii si a unor cancere sporadice la persoanele suspectate de a avea
HNPCC desi in cadrul familiei majoritatea membrilor au neoplazii aparute in cadrul HNPCC.

Esecul detectiei unor mutatii pot sa exprime si faptul ca intr-adevar familia nu prezinta
un risc crescut de HNPCC 1in ciuda criteriilor clinice care ar sugera acest fapt. Dacd nici o
mutatie nu poate fi identificatd testarea ulterioara nu este obligatorie pentru ceilalti membri ai
familiei. Membrii unei familii care prezinta risc crescut pentru HNPCC ar trebui considerati a
avea un risc crescut pentru aparitia cancerului colo-rectal si de aceea ar trebui indreptati catre
efectuarea unui screening intens In comparatie cu populatia generala [12].

CONCLUZII

Sindroamele ereditare non-polipozice sunt caracterizate prin instabilitate genetica.
Cancerele de colon sporadice neereditare au o prevalentd crescutd si au trasdturi comune, cele
doua fenotipuri genetice mutationale fiind bine definite. Caile utilizate de celulele maligne in
neoplaziile sporadice sunt similare celor utilizate de sindroamele ereditare. In timp ce
recurenta locald a cancerului colo-rectal este atipicd, reaparitia polipilor premaligni este
clasica si la fel de predictibild ca si cancerele secundare ale pldmanului, capului si gatului.
Scopul preventiei ar trebui sd fie reprezentat de inhibarea aparitiei si progresiei leziunilor
premaligne.

Actualmente, existd definit in ghidurile de screening un consens in ceea ce priveste
faptul cd@ screening-ul pentru depistarea cancerului colo-rectal este eficient, reducand
mortalitatea cand este efectuat corespunzitor. Totusi, desi aceste ghiduri au un mesaj
standard, recomandarile specifice difera.
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