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AMSTERDAM CRITERIA

•
 
Presenza

 
di cancro

 
colorettale istologicamente

 verificato
 

insorto
 

in almeno
 

3 membri
 

familiari
 

in cui 
almeno

 
uno

 
sia

 
parente

 
di I grado

 
degli altri

 
due 

•
 
Almeno

 
due generazioni

 
successive devono

 
essere

 affette
•

 
Almeno

 
un caso

 
deve

 
essere

 
diagnosticato

 
prima dei

 
50 

anni
•

 
La Poliposi

 
Familiare

 
deve

 
essere

 
esclusa

 (Dis
 

Colon Rectum 1991)





Verticalità: Neoplasie caratteristiche della sindrome, o in qualsiasi sede 
se insorte in età inferiore ai 50 anni, nei genitori o nei figli 
del probando.

Aggregazione: Almeno il 50% dei soggetti in una fratria affetti da cancro 
in qualsiasi sede ed a qualsiasi età.

Insorgenza precoce: Casi di neoplasia in qualsiasi sede insorti ad età inferiore ai 
50 anni.

Localizzazione destra: Neoplasie intestinali, nel probando o nei familiari di I 
grado, localizzate nel tratto prossimale (dal ceco alla 
flessura splenica).

Istotipo mucinoso: Cancro colorettale, nel probando o nei familiari di I grado, 
che mostri componente mucinosa nel 50% delle cellule.

Tumori multipli: Tumori multipli, sincroni e\o metacroni, di qualsiasi sede 
insorti nel probando o nei familiari di I grado.

Criteri di Modena
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Epidemiology of HNPCC:Frequency

Study Evaluation 
 Clinical 

  
 Mecklin (1987) 3.8-5.0% 
 Kee (1991) 1.0% 
 Stephenson (1991) 4.0% 
 Westlake 3.4% 
 Ponz de Leon (1993) 2.6-4.5% 

 

 

expressed as percent of all colorectal malignancies



Thibodeau, S. N.; Bren, G.; Schaid, D. : 
Microsatellite instability in cancer of the proximal colon. 

Lancet 260: 816-819, 1993. 

L’Instabilità dei Microsatelliti (MSI)







MSH2 MLH1

Analisi
 
immunoistochimica

 
delle

 proteine
 
del Mismatch Repair





Epidemiology of HNPCC:Frequency

Study Evaluation 
 Clinical Biomolecular 

   
 Mecklin (1987) 3.8-5.0% - 
 Kee (1991) 1.0% - 
 Stephenson (1991) 4.0% - 
 Westlake 3.4% - 
 Ponz de Leon (1993) 2.6-4.5% - 
 Aaltonen (1998) - 2.0% 
 Saalovara (2000) - 2.8% 
 Peel (2000) - 1.0% 
 Percesepe (2001) - 0.3% 
 Kerber (2005) 3,1% 0,9%% 

 

 

expressed as percent of all colorectal malignancies





Sindrome di Lynch
Evidenza documentata di alterazione del sistema del 
Mismatch repair
(mutazioni genetiche costituzionali, MSI-H, mancata 
espressione immunoistochimica della corrispondente 
proteina)

HNPCC

HNPCC clinica
Aggregazione di tumori maligni all’interno di un nucleo 
familiare tale da rientrare nei criteri di Amsterdam ma 
senza evidente alterazione del sistema del Mismatch 
repair

Classificazione dei Tumori Colorettali
 

Ereditari
(Ponz de Leon M, Bertario L, Genuardi M, Lanza G, et al.; Dis Col Rectum 2007)



Caso incidente

Espansione albero genealogico

Stratificazione in
gruppi di rischio

• insorgenza precoce (<50 anni)
• verticalità
•aggregazione
• tumori multipli
• istotipo mucinoso
• localizzazione prossimale

Analisi espressione immunoistochimica 
proteine MLH1, MSH2, MSH6

Sì

Sì

Espressione alterata Espressione normale

Analisi instabilità dei 
microsatelliti di DNA

Analisi mutazionale
(hMLH1, hMSH2, hMSH6)

Sì

3 o più criteri?

•Criteri di Amsterdam I o II?
•Linee guida di Bethesda?

MSI+

Algoritmo diagnostico 
per la sindrome di Lynch

(Modena 2007)





QUADRO GENERALE HNPCC   
(1984-2007)

Famiglie con HNPCC 65
Famiglie valutate 57 (87,7%)
Famiglie con Mutazioni costituzionali 
(Sindrome di Lynch)

32 (49,2%)

hMLH1 15
hMSH2 13
hMSH6 4
“Gene Carriers

 
asintomatici” 15
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colorettali HNPCC e FAP nel
 

periodo
 

1984-2004



HNPCC e hMLH1 
•

 
Età

 
d’insorgenza più

 
precoce rispetto a pazienti con 

mutazioni di altri geni. 

•
 
Più

 
frequente localizzazione nel colon destro.

•
 
Maggior rischio di tumori multipli colorettali.

•
 
Minor frequenza di neoplasie extracoliche ad 
eccezione di neoplasie endometriali

 
e gastriche.

Ponz de Leon et al., Scand J Gastroenterol, 2007



Famiglie Mutazione Conseguenza MSI IHC
MLH1

1-4-6-8-9-30 *Ins T 2269- 2270
Codone 757, Esone 19

Allungamento proteina 33 aa + -

3 +5 Introne 17; G→C Delezione Esone 17 + -

7 CTA→CCA 2246
Codone 749, Esone 19

Missenso
(Significato da chiarire)

+ + -

10 +1 Introne 13; G→T Delezione Esone 13 + -

15 Ins T 1542-1543
Codone 514, Esone 13

Proteina tronca + -

16 GCT→ACT 2041
Codone 681, Esone 18

Missenso
(riportata in letteratura)

+ -

17 TCG→TAG 2084
Codone 695, Esone 18

Proteina tronca + -

21 CGA→TGA 1459
Codone 487, Esone 13

Proteina tronca + -

23 Del AATC 727
Codone 243, Esone 9

Proteina tronca + -

24 Del GGGA 1952
Codone 651, Esone 17

Proteina tronca + -

Mutazioni costituzionali del gene hMLH1 osservate in famiglie con S. di Lynch (1984-2007)

*: founder mutation
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HNPCC e hMSH2
•

 
Età

 
d’insorgenza più

 
tardiva delle neoplasie coliche, più

 
precoce 

nelle extracoliche (Peltomaki P,Fam Cancer 2001)

•
 
Maggior frequenza di tumori extracolici (Vasen H, JCO 2006) 

•
 
Nelle donne, il rischio di sviluppare tumori extracolici è

 
superiore 

a quello di sviluppare neoplasie colorettali (Lin W, J Gastrointest

 

Surg

 

1998)

•
 
Più

 
frequentemente coinvolto nella sindrome di Muir-Torre

 
(Ponti G, 

Lancet Oncol 2006)
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•
 
Fenotipo meno aggressivo rispetto alle forme causate 
da mutazioni di hMLH1 e hMSH2

•
 
Penetranza incompleta

•
 
Età

 
d’insorgenza più

 
tardiva

•
 
Tumori extracolici frequenti

•
 
Instabilità

 
dei microsatelliti non costante

HNPCC e hMSH6
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HNPCC e hMSH6



hMLH1 hMSH2 hMSH6

Sede neoplastica % del 
totale

Età media 
(anni)

% del 
totale

Età media 
(anni)

% del 
totale

Età media 
(anni)

Colon-retto 62.5 47 43.7 49 66.7 57

Sedi HNPCC 
correlate* 25.0 50 39.1 50 20.0 44

Sedi extra HNPCC 12.5 57 17.2 51 13.3 70

Totale 100 49 100 49 100 55

*: Endometrio, stomaco, pelvi renale-uretere, ovaio, tenue, pancreas, vie biliari, lesioni sebacee, encefalo $$

CARATTERISTICHE CLINICHE DELLA SINDROME 
DI LYNCH IN RELAZIONE AL GENE MUTATO



hMLH1 hMSH2 hMSH6

Sede neoplastica % del totale % del totale % del totale

Colon-retto 52.1 29.7 100

Sedi HNPCC 
correlate* 26.9 56.1 -

Sedi extra HNPCC 21.0 14.2 -

Totale 100 100 100

*: Endometrio, stomaco, pelvi renale-uretere, ovaio, tenue, pancreas, vie biliari, lesioni sebacee, encefalo $$

FOLLOW UP DELLE FAMGLIE CON SINDROME DI 
LYNCH IN RELAZIONE AL GENE MUTATO



Sindrome di Muir-Torre

•
 
Genodermatosi

 
caratterizzata dall’associazione tra 

tumori viscerali e lesioni dermatologiche di natura 
sebacea (adenomi, carcinomi) e/o keratoacantomi.

•
 
Variante della sindrome di Lynch.
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•
 
In sei famiglie (tre del registro, tre di aree limitrofe) è

 
stata 

identificata la stessa mutazione.

•
 
Questa consiste nell’inserzione di una T in una posizione 2269-70 (codone

 757, esone
 

19, gene MLH1) che causa allungamento della proteina e sua 
instabilità. 

•
 
I tumori mostrano instabilità

 
dei microsatelliti e mancata espressione 

della proteina codificata da hMLH1.

•
 
La segregazione nelle famiglie, l’area di origine, il fatto di non essere 
stata riportata in letteratura depongono per una Founder

 
Mutation.

LA FOUNDER MUTATION

Caluseriu et al., Journal of Medical Genetics, 2004



LA FOUNDER MUTATION: 
caratteristiche cliniche

SEDE CRC (%) FOUNDER MUTATION MLH1 MSH2 MSH6
Colon dx 68,6 70,0 52,9 50,0
Colon sx 9,8 20,0 29,5 0,0
Retto 21,6 10,0 17,6 50,0
Totale 100 100 100 100

SEDE FOUNDER MUTATION MLH1 MSH2 MSH6
CRC 59,3 66,7 43,2 66,7
HNPCC relato 25,9 23,8 39,7 20,0
Extra HNPCC 14,8 9,5 17,1 13,3
Totale 100 100 100 100





•
 
Identificazione progenitore comune

•
 
Identificazione soggetti a rischio 

•
 
Screening biomolecolare

 
in tutti i soggetti 

con cancro colorettale
 
ad età

 
precoce 

(immunoistochimica)

LA FOUNDER MUTATION: 
sviluppi futuri



CONCLUSIONI

1) Grazie all’esistenza di un Registro Tumori specializzato per il colon-retto è
 

stato 
possibile elaborare un approccio clinico-biomolecolare

 
per diagnosticare le 

sindromi ereditarie di cancro colorettale
 

nella popolazione generale.

•
 
Tra i tumori ereditari colorettali, l’HNPCC rappresenta la sindrome più

 frequente, costituendo quasi il 2% del totale dei cancri colorettale.

•
 
Dal 1984 ad oggi sono state identificate, 65 famiglie con HNPCC:

 
di queste 32 

risultano portatrici di mutazione: 15 di hMLH1, 13 di hMSH2 e 4 di hMSH6.

•
 
Nel territorio modenese-reggiano è

 
stata identificata una mutazione del gene 

hMLH1 con effetto fondatore: questo potrebbe consentire screening mirati in 
pazienti con cancro colorettale

 
con caratteristiche sospette per sindromi 

ereditarie.



SVILUPPI FUTURI
1)

 
Identificazione dell’origine della mutazione founder

2)
 
Screening bimolecolare

 
nella popolazione di soggetti con 

cancro colorettale
 
con caratteristiche sospette per forme 

ereditarie, residenti nel territorio reggiano-modenese

3)
 
Caratterizzazione biomoecolare

 
delle famiglie con HNPCC 

clinica senza mutazione dei geni maggiori del MMR: PMS2? 
altri geni?

4)
 
Analisi dell’interazione ambiente-genotipo-fenotipo
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L’Instabilità dei Microsatelliti (MSI)
•

 
Espressione

 
fenotipica

 
dell’

 
alterazione

 
del sistema

 
del 

Mismatch Repair.
•

 
MSI è

 
presente

 
nel

 
95% dei

 
tumori

 
HNPCC e nel

 
15% dei

 tumori
 

colorettali sporadici.
•

 
MSI si

 
osserva

 
più

 
frequentemente

 
in pazienti

 
con età

 inferiore
 

ai
 

45 anni
 

o con età
 

superiore
 

ai
 

70.
•

 
Relazione

 
con la sede

 
prossimale, l’istotipo

 
mucinoso, il

 grading scarsamente
 

differenziato, il
 

contenuto
 

di DNA 
tumorale

 
diploide.

•
 
Marcatore

 
prognostico?

•
 
Sensibilità

 
alla

 
chemioterapia?

•
 
Marcatore

 
di screening per le forme

 
ereditarie

 
da

 mutazioni
 
costituzionali

 
dei

 
geni

 
del MMR



Proteins involved in mismatch repair

Jiricny
 

et al, Curr
 

Opin
 

Genet Dev 2000
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1960s 1970s 1980s

1913: 
1st description 
of cancer-prone 

family “G”

1966: 
description of two 

extended kindreds called 
“Cancer Family Syndrome”

1971: 
Cancer 

family “G”

 
revisited

1984: 
two distinct 

phenotypes of 
HNPCC called 

Lynch syndrome 
I and II 1991: 

Amsterdam 
Criteria for 

HNPCC

May 1993: 
MSI in HNPCC 

and sporadic CRC

June 1993: 
HNPCC locus 
mapped to 2p

Nov 1993: 
2nd

 

HNPCC locus 
mapped to 3p

Dec 1993: 
hMSH2 cloned 

linked to HNPCC

Mar 1994: 
hMLH1 

cloned on 3p

Sep 1994: 
two new HNPCC 
genes:

 

hPMS1 
and hPMS21960: Mutations 

arise from
“helix-with-loops”

1966: DNA 
polymerase slippage at 

repeated sequences

1975-76: 
Mismatch Repair 
activity in E. Coli

1983-84: 
mutHLS
system 

in E. Coli

1988-91:
Mismatch Repair 

activity in human cells

1989: 
PMS genes in 

yeast
1997: 

hMSH6
linked to 

atypical HNPCC

1998: 
germline

 

TGFβRII 
mutation

found in HNPCC

HNPCC timeline



“Who could have predicted that 
a bacterial mismatch-binding 
protein might save human lives?”

(Joseph Jiricny, 1994)



Mutazioni costituzionali del gene hMSH2 osservate in famiglie con S. di Lynch (1984-2007)

Famiglia Mutazione Conseguenza MSI◊ IHC*

MSH2 MSH6

2 Del CCTA 1243; Codone 415, Esone 7 Proteina tronca + - -

5-12 +3 Introne 5; A→T Delezione Esone 5 + - -

10 TGG→TGA 1034; Codone 345, Esone 6 Proteina tronca + - -

13 Del A 2647; Codone 883, Esone 16 Proteina tronca + - -

18 Del TT 880; Codone 294, Esone 5 Proteina tronca + - -

19 GAA →TAA, Codone 290, Esone 5 Proteina tronca + - -

20 Del AAT 1786; Codone 596, Esone 12 Perdita di un aminoacido + - -

22 Ins A 2362-2363; Codone 788, Esone 14 Proteina tronca + - -

25 GGC→GAC 2005; Codone 669, Esone 13 Missenso + - -

26 GCA→CCA 2286, Codone 762, Esone 14 Missenso
(Significato da chiarire)

+ - +

31 (MT1) Del Esone 1 Proteina tronca + - -

32 (MT2) GCA→TGA 2133; Codone 711, Esone 13 Proteina tronca + - +



Famiglia Mutazione Conseguenza MSI◊ IHC

MSH6

14 Del A 2984
Codone 995, Esone 4 

Proteina tronca + -

28 Del AGG 
Codone 385, Esone 4

Perdita di un 
aminoacido

+ -

29 Del CGT 
Codone 1242, Esone 8

Perdita di un 
aminoacido

+ -

27 Del TT 3098 
Codone 1032, Esone 4 

Proteina tronca + -

Mutazioni costituzionali del gene hMSH6 osservate in famiglie con S. di Lynch (1984-2007)



ANALISI IMMUNOISTOCHIMICA DELLE PROTEINE 
MLH1, MSH2 E MSH6 NELLA DIAGNOSI DI HNPCC

•
 
VANTAGGI:
— il

 
test può

 
essere

 
eseguito

 
su

 
preparati

 
istologici

 
paraffinati;

— in presenza
 
di sospetto

 
clinico

 
di forma familiare, la mancata

 espressione
 

di una
 

specifica
 

proteina
 

può
 

indirizzare
 

direttamente
 

alla
 sequenza

 
di un determinato

 
gene;

— particolarmente
 

utile nella
 

ricerca
 

di mutazioni
 

di hMSH6.

•
 
PROBLEMI: le proteine

 
potrebbero

 
essere

 
normalmente

 
espresse

 nonostante
 

la presenza
 

di mutazioni
 

germinali; ciò
 

può
 

accadere
 

per:
— produzione

 
di proteine

 
di normale

 
lunghezza

 
che, sebbene

 
non 

funzionali, possono
 

essere
 

identificate
 

dall’anticorpo
 

utilizzato;
— produzione

 
di frammenti

 
proteici

 
stabili

 
che

 
possono

 
essere

 
anch’essi

 identificati
 

dall’indagine
 

immunoistochimica.
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