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Introduction 
 

Le cancer de l’endomètre 
	
Le cancer de l’endomètre est une pathologie très fréquente du tractus génital féminin, de bon 

pronostic à un stade précoce, mais l’incidence et la mortalité sont en augmentation chaque 

année depuis 15 ans (1). Le développement de nouveaux marqueurs pronostiques semble être 

une voie de recherche prometteuse pour évaluer au mieux ces tumeurs. 

 

 Définition 

L’endomètre correspond à la muqueuse interne de l’utérus. Il est constitué d’un épithélium 

prismatique uni-stratifié (cilié ou non selon le stade fonctionnel) avec sa lame basale, des 

glandes utérines, et d’un tissu conjonctif (ou stroma) hautement spécialisé, riche en cellules 

contenant les vaisseaux sanguins, notamment les artères spiralées, branches des artères 

utérines, ainsi qu’un système de drainage veineux (2). 

 

On distingue 2 couches : 

• La couche fonctionnelle : elle siège au niveau des 2/3 supérieurs de la muqueuse, 

d’une épaisseur variable ; elle témoigne des modifications cycliques, et elle est 

régulièrement éliminée ; 

• La couche basale : située en profondeur au niveau du 1/3 inférieur, elle est très peu 

influencée par le cycle et n’est pas éliminée par desquamation. C’est à partir de celle 

ci que se renouvelle la couche fonctionnelle. 

 

Le cancer de l’endomètre est une tumeur maligne primitive qui nait et se développe au dépens 

de cet endomètre. Il s’agit d’un épithélioma glandulaire, encore appelé adénocarcinome de 

l’endomètre. 

 

	 Epidémiologie 

C’est un des cancers gynécologiques les plus fréquents. Il se place au sixième rang des 

cancers chez la femme derrière le cancer du sein, colorectal, du poumon, de la thyroïde et le 



	 24	

mélanome cutané ; soit 4,4% des cancers chez la femme. Il se situe au deuxième rang des 

cancers gynécologiques, après le cancer du sein (3). 

En France, son incidence estimée est de 8125 nouveaux cas en 2015 (soit 11,5 cas pour 

100000 femmes) (4). L’âge moyen au diagnostic est de 62,7 ans (5). Il est la 6ème cause de 

décès en France chez la femme avec 2180 décès recensés en 2015. L’âge moyen au moment 

du décès est de 76 ans (1). 

Souvent diagnostiqué à un stade précoce, il est de relativement bon pronostic. Le risque de 

décès est associé aux stades avancés et à la présence de métastases (stades III et IV de la 

classification TNM). L’envahissement ganglionnaire est en lien avec le type histologique, le 

grade et le pourcentage d’envahissement myométrial (6,7). 

 

	 Histoire naturelle 

Le cancer de l’endomètre est hormono-dépendant, tout particulièrement dans son sous-type 

endométrioïde. L’hyper-oestrogénie est un facteur important dans son apparition, avec un rôle 

protecteur de la progestérone. Il se développe le plus souvent (85% des cas) à partir d’un 

endomètre hyperplasique présentant des atypies cellulaires. Dans 15% des cas, il peut survenir 

sur un endomètre atrophique (8). 

Il se traduit le plus souvent par la survenue dans le temps, selon les différents facteurs 

d’exposition, de lésions dites précancéreuses ou « in situ ». Elles sont de deux types : 

l’hyperplasie non atypique (ou glandulo-kystique) évoluant rarement vers la malignité ; en 

opposition à l’hyperplasie atypique qui est la forme d’évolution la plus fréquente vers le 

cancer de l’endomètre (9). 

 

	 Facteurs de risque 

Les facteurs de risque sont nombreux et leur majorité est en lien avec un état d'hyper-

oestrogénie relative ou absolue (8) :  

• L’âge. C’est l’un des facteurs des plus important, 90% des cancers survenant après 50 

ans ; 

• L’obésité. Elle est présente dans 50 à 80% des cas. Le risque est proportionnel à 

l’indice de masse corporelle (IMC) et au degré d’obésité (10); 

• Le diabète et l’hypertension artérielle (HTA), le syndrome métabolique. Ces 

pathologies sont trois fois plus présentent que dans la population générale ; étant en 

étroite liaison avec l’âge et le mode de vie des patientes atteintes (11,12); 
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• Une période d'activité ovarienne longue (incluant la ménopause tardive et la puberté 

précoce) et toutes les causes d'anovulation chronique, dont le syndrome des ovaires 

polykystiques (13); 

• La prise d’une oestrogénothérapie post-ménopausique non compensée par un 

traitement progestatif favorise également le développement du cancer. Dans ce 

contexte, le risque est augmenté de 2 à 20 fois avec une corrélation en lien avec la 

durée d’utilisation du traitement ; 

• La prise de Tamoxifène. Cette molécule est employée comme traitement adjuvant 

dans les cancers du sein hormono-dépendants. Le risque relatif (RR) de cancer de 

l’endomètre chez une patiente traitée pour un cancer du sein par Tamoxifène est de 2 à 

3, avec une apparition dans les 4 ans après l’initiation du traitement (14) ; 

• Les causes génétiques. Elles sont responsables de moins de 5% des atteintes 

endométriales. Les principaux gènes connus de prédisposition au cancer de 

l’endomètre sont les gènes dits MMR (pour mismatch repair) ; ce sont essentiellement 

les gènes MSH2, MLH1, MSH6 et PMS2, qui sont aussi des gènes de prédisposition 

au cancer colorectal dans le syndrome HNPCC (Hereditary Non Polyposis Colorectal 

Cancer). On connaît également d’autres gènes comme PTEN ou TP53 (15) ; 

• Une histoire familiale de cancer de l’utérus. Ce risque est estimé à 1,5. Le syndrome 

de Lynch, ou HNPCC, augmente considérablement ce risque avec une survenue plus 

précoce (16) ; 

• Les antécédents d’irradiation pelvienne ; 

• A contrario, la contraception oestro-progestative aurait un effet protecteur avec un RR 

qui passerait à 0,4. Cet effet persiste quelques années après l’arrêt de la prise des 

oestro-progestatifs (17). 

 

 Circonstances de découverte 

La circonstance classique de découverte est la présence de métrorragies post-ménopausiques. 

Elles sont spontanées, indolores, souvent peu abondantes et irrégulières. C’est le plus souvent 

le premier symptôme qui amène la consultation. Cela doit toujours faire évoquer ce 

diagnostic. 

Il peut également se manifester par des leucorrhées ou une pyométrie, une pesanteur 

pelvienne, des troubles urinaires, ou encore une découverte fortuite lors d’un frottis de 

dépistage ou une échographie pelvienne (18). 
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	 Bilan initial et d’extension 

Toute métrorragie, notamment post-ménopausique, ou la découverte d’un épaississement 

endométrial à l’échographique chez la femme ménopausée, nécessitent un examen général et 

gynécologique, ainsi qu’une exploration endo-utérine par la réalisation de biopsies de 

l’endomètre ; elles sont réalisées à l’aide d’une pipelle de Cornier ou d’une canule de Novak 

(19). Ce type de prélèvement permet d’affirmer le diagnostic sans toutefois l’éliminer de 

manière certaine s’il est négatif. 

 

Le bilan d’imagerie associe une échographie pelvienne par voie endovaginale à un Doppler 

couleur, à la recherche d’une hypertrophie endométriale. Le seuil est fixé à 4 mm chez une 

femme ménopausée ; à 8 mm chez une femme ménopausée sous traitement hormonal 

substitutif ; à 15 mm chez une femme en période d’activité génitale (20). 

 

L’hystéroscopie permet une exploration visuelle de la cavité utérine, à but diagnostique. Elle 

permet de visualiser les lésions et d’évaluer leur extension en surface. Elle est également 

opératoire car elle permet la réalisation de prélèvements ciblés permettant la confirmation du 

diagnostic anatomo-pathologique (21). 

 

 Bilan pré thérapeutique 

En plus de l’examen général et de l’examen gynécologique, comprenant un toucher vaginal et 

rectal pour évaluer l’envahissement locorégional, on réalisera un bilan d’opérabilité. 

Une imagerie par résonance magnétique (IRM) abdominopelvienne étendue aux aires 

ganglionnaires lombo-aortiques permettra d’évaluer l’extension locorégionale de la tumeur en 

termes de profondeur d’envahissement du myomètre, et d’éventuels atteintes du stroma du 

col, du vagin, de la paroi vésicale ou rectale, et d’étudier les annexes. Cet examen permettra 

aussi l’évaluation du statut ganglionnaire, à la fois pelvien et lombo-aortique (22). 

 

 Diagnostic anatomopathologique et grades histologiques 

Les cellules endométriales et le stroma sont respectivement à l’origine des adénocarcinomes 

et des sarcomes. De nombreux types histologiques ont été décrits, mais il faut cependant noter 

que les tumeurs épithéliales représentent 90% des tumeurs endométriales, parmi lesquelles la 

plupart sont des adénocarcinomes endométrioïdes. Les recommandations pour la pratique 
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clinique pour le cancer de l’endomètre éditées par l’Institut National du Cancer (INCa) 

rappellent la classification histologique des tumeurs de l’endomètre selon deux types :  

• Type 1 : tumeurs endométrioïdes pour lesquelles l’Organisation Mondiale de la Santé 

(OMS) a défini trois grades (le grade histopronostique en fonction de l’architecture de 

la prolifération épithéliale maligne en excluant le contingent épidermoïde, et des 

atypies). 

• Type 2 : carcinomes à cellules claires, carcinomes papillaires / séreux et 

carcinosarcomes. 

 

Dans notre étude, afin d’homogénéiser la cohorte, nous nous sommes intéressés uniquement 

aux adénocarcinomes endométrioïdes utérins. 

 

  Macroscopie 

L’adénocarcinome endométrial survient dans le corps de l’utérus, mais peut également se 

localiser au niveau du segment inférieur. Indépendamment du type histologique, son 

apparence macroscopique est celle d’une masse dominante dans un utérus globalement 

augmenté de volume. Il est vu plus fréquemment au niveau du mur postérieur de la cavité 

utérine. Le carcinome de l’endomètre est typiquement exophytique, présente une surface 

souvent ulcérée sous laquelle une tumeur blanche molle ou dure pénètre superficiellement ou 

profondément dans le myomètre sous jacent. 

Dans des cas avancés, la tumeur peut envahir jusqu’à la séreuse et s’étendre en voisinage. 

Dans de plus rares cas, la tumeur n’est pas visible macroscopiquement ; le carcinome est alors 

identifié en histologie. 

 

  Microscopie 

Le carcinome endométrioïde est représenté par un spectre histologique allant du carcinome 

très différencié, difficile à distinguer de l’hyperplasie endométriale atypique, jusqu’à des 

tumeurs très peu différenciées. 

Une particularité très caractéristique du carcinome endométrioïde est la présence de quelques 

structures glandulaires ou villo-glandulaires bordées par des cellules cylindriques simples ou 

pseudostratifiées dont leurs grands axes sont perpendiculaires à la membrane basale avec au 

moins quelques noyaux allongés polarisés dans la même direction. 
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Plus la différenciation glandulaire diminue et est remplacée par des amas cellulaires 

empaquetés (architecture massive), plus elle est classée comme moins bien différenciée (haut 

grade). 

 

  Classification FIGO 

La Fédération Internationale de Gynécologie et Obstétrique (FIGO) a proposé une 

stadification anatomo-chirurgicale du cancer de l’endomètre qui repose sur le principe d’une 

prise en charge chirurgicale complète, comportant une hystérectomie totale avec 

annexectomie bilatérale, lymphadénectomies pelvienne bilatérale et lombo-aortique. Cette 

démarche part du fait que la connaissance du statut ganglionnaire est un facteur pronostique 

essentiel dans le cancer de l’endomètre. La dernière en date est de 2009 et est résumée dans la 

figure 1 (23). 

Figure 1.Classification FIGO 2009 (Source Oncolor) (23) 

 

  Classification des niveaux de risque 

Dans le cadre des dernières recommandations pour la pratique clinique, l’INCa a proposé une 

classification selon le niveau de risque pour les tumeurs de stade I (FIGO), tenant compte du 

stade FIGO, du type histologique et du grade (figure 2) (24). Elle a pour but de déterminer la 

population pour laquelle on pourrait surseoir à la réalisation d’un geste ganglionnaire. Il n’est 

pas réalisé chez les patientes placées dans le groupe à bas alors qu’il est effectué 

systématiquement chez les patientes du groupe à haut risque. Il est une option à discuter dans 

les cas intermédiaires. 
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Figure 2. Classification ESMO 2016 (Source : Oncolor) (24) 

 

  Sous groupes moléculaires 

Les caractéristiques génomiques récentes des carcinomes de l'endomètre permettent une 

classification en quatre catégories établies par l’équipe de Kandoth et al. (25) : POLE ultra-

muté, instabilité des microsatellites hyper-muté, nombre de copies faible et nombre de copies 

élevé. Ces sous groupes moléculaires pourraient avoir un impact sur le traitement adjuvant.	

	

 Principes thérapeutiques 

Le traitement est essentiellement chirurgical, la chirurgie constituant la première étape du 

traitement. Elle est le plus souvent associé à de la curiethérapie. 

La surveillance comporte un examen clinique tous les 6 mois les trois premières années, puis 

tous les ans afin de rechercher une récidive (fond vaginal, région sous urétrale) (26). Il n’y a 

pas d’indication à faire des examens complémentaires à la recherche de récidives ou de 

métastases en l’absence de signes d’appel. 

 

 Pronostic 

Les différents facteurs pronostiques connus sont :  

• L’âge : le pourcentage de décès et de récidives augmente avec l’âge. Le pronostic est 

lié à l’opérabilité qui diminue avec l’âge, alors que les taux de formes indifférenciées 

augmentent. 

• Le stade clinique. Des résultats récents (FIGO 2009), portant sur environ 6000 

patientes, montrent des taux de survie à 5 ans pour les stades IA, IB, II de 91, 81, 67% 

respectivement (5); le degré d’infiltration du myomètre, qualifient les stades IA et IB. 

La survie à 5 ans et le pourcentage de récidives y sont étroitement corrélés. 
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• Le grade histologique et le degré de différentiation. Le pronostic est d’autant plus 

sombre que la tumeur est peu différenciée et le grade histologique élevé. 

• L’envahissement ganglionnaire pelvien et lombo-aortique, étroitement corrélé au 

stade, au degré de différenciation et au degré de pénétration dans le myomètre (27). 

• Le type histologique. On remarque 2 formes péjoratives : le carcinome papillaire 

séreux (qui doit être traité comme une tumeur de l’ovaire) et l’adénocarcinome à 

cellules claires (pronostic très péjoratif) 

 

Les autres facteurs pronostics sont les critères d’opérabilité (obésité, HTA, diabète, état 

général, Score ASA). La base du traitement étant chirurgicale, il s’agit de facteurs importants. 
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Les marqueurs de prolifération 

 

Les marqueurs de prolifération pourraient constituer des marqueurs pronostiques intéressants 

dans les cancers de l’endomètre. Il en existe différents types dont 2 seront développés dans cet 

exposé. 

 

 La protéine Ki-67 

Il s’agit d’une protéine de 360 kDa, présente dans les cellules prolifératives. Elle fut décrite 

pour la première fois en 1983 par Gerdes et al., suite à des manipulations de cellules de 

lymphome Hodgkinien chez la souris (28). Le gène codant pour Ki-67 est situé sur le 

chromosome 10 en position 10q25ter et comprend 15 exons (29). 

Elle est exprimée lors de toutes les phases actives du cycle cellulaire (G1, S, G2 et M), et 

absente dans les phases de quiescence (G0) (30). Sa quantité augmente progressivement tout 

au long du cycle, en particulier à partir de la phase S, pour diminuer fortement lors des phases 

ultimes de la mitose (anaphase et télophase) (31,32). Son expression uniquement dans les 

cellules en cycle en fait un marqueur reconnu d’estimation de la prolifération tumorale. Son 

taux est corrélé, dans certaines études, à l’évolution clinique. Son niveau de marquage est 

même un argument décisionnel important dans la prise en charge d'autres cancers comme les 

carcinomes mammaires, ou les tumeurs neuroendocrines (33–36). 

 

Dans le cancer de l’endomètre, ce marqueur a été étudié dans plusieurs séries et les résultats 

divergent. Dans la plupart de celles ci, Ki-67 est corrélé au grade, au stade FIGO et à la survie 

(37–39). Dans certaines d’entre elles, plus récentes, l’expression de Ki-67 n’est corrélée à 

aucune donnée anatomo-pathologique et n’impacte pas sur la survie (40,41). 

 

 La protéine MCM6 (MiniChromosome Maintenance protein 6) 

Les protéines MCM sont des facteurs essentiels de l’initiation de la réplication de l’ADN, à 

l’origine identifiées comme des protéines nécessaires à l’entretien de minichomosomes dans 

les Saccharomyces cerevisiae (42). Les plus connues d’entre elles sont une famille de six 

protéines structurellement apparentées (MCM2-7), hautement conservées et interagissant les 

unes avec les autres (43). Elles forment un complexe hexamèrique de protéines à l’origine de 

la réplication de l’ADN, formant une partie du complexe pré-réplicatif (42,44–46). Elles 

seraient également impliquées dans la formation des fourches de réplication et dans le 
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recrutement d’autres protéines liées à la réplication de l’ADN. Ce complexe MCM a une 

activité hélicase et intervient au début de la phase S du cycle cellulaire, lors des étapes 

d’initiation et d’élongation (47–49). La corrélation entre la prolifération cellulaire et 

l’expression des protéines MCM a été utilisée comme un indicateur de carcinogenèse et 

pourrait se révéler être un outil pronostique efficace pour certains cancers (50,51). 

 

MCM6 est la plus longue des 6 protéines, composée de 1017 AA (42). Son gène codant est 

situé sur le chromosome 2 en position 2q21. Il comprend 17 exons (52). MCM6 est donc 

directement impliquée dans le cycle cellulaire et joue un rôle crucial dans sa régulation. Elle 

est exprimée des phases G1 à M du cycle cellulaire, mais avec une expression plus précoce au 

cours de G1 que Ki-67, permettant d’obtenir un marquage d’une proportion plus important de 

cellules en cycle (figure 3) (53,54). 

Figure 3. Rôle des protéines MCM 2 à 7 lors des différentes étapes du cycle cellulaire (54) 
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Dans 2 études réalisées au sein de notre unité de recherche, portant sur les méningiomes ainsi 

que dans les carcinomes bronchiques non à petites cellules, MCM6 était corrélée 

significativement au grade histologique ainsi qu’à la survie (55,56). 

 

Deux équipes ont évalué l’intérêt de ce complexe protéique dans les cancers de l’endomètre. 

La première équipe, menée par Li, a recherché l’impact pronostique de la protéine MCM7 

(57). Elle a montré une corrélation significative de MCM7 avec les grades histologiques plus 

élevés et la survie globale, étudié conjointement à la protéine Ki-67. Les auteurs concluaient 

en une supériorité de MCM7. 

Dans l’étude de Kato et al., l’expression de MCM2 et MCM3 étaient fortement corrélée à la 

prolifération cellulaire dans les tissus normaux et hyperplasiques, alors que dans les tissus 

cancéreux, l’expression était plus faible et moins fortement en lien avec la prolifération (58). 
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The Cancer Genome Atlas 
 

La base de données du TCGA (The Cancer Genome Atlas) est un dispositif mis en place aux 

Etats-Unis par le National Cancer Institute (NCI) et le National Human Genome Research 

Institute (NHGRI), et correspond à un travail global et coordonné pour accélérer la 

compréhension des bases moléculaires du cancer, par l’application des technologies d’analyse 

du génome, y compris le séquençage à grande échelle. 

L’objectif global du TCGA est d’améliorer nos capacités à diagnostiquer, traiter et prévenir le 

cancer. 

Le projet initial consistait à développer et tester, dans un cadre de recherche, l’ensemble du 

spectre des modifications génomiques impliquées dans un grand nombre de cancers humains 

(59). 

Actuellement, plus de 20 types de cancer ayant un impact important sur la santé individuelle 

et publique ont été analysés et comparés avec les tissus normaux sur plusieurs niveaux 

(variations nucléotidiques, nombre de copies de variation, niveau d'expression des gènes, 

modifications épigénétiques) à l'aide de technologies de pointe et de techniques à haut débit, 

par un grand consortium de laboratoires, universités et instituts fédéraux. Les données 

d’acquisitions et d’analyses de l'ADN et le séquençage des ARN constituent la collecte la plus 

importante dans le TCGA. L’ensemble des données regroupées est rendu accessible 

gratuitement afin de permettre à des chercheurs partout dans le monde de faire et de valider 

des recherches importantes (59). 

 

Les participants étaient invités à faire don d'une partie du tissu tumoral qui a été supprimé 

dans le cadre de leur traitement, avec un échantillon de tissu normal (habituellement du sang). 

Les échantillons utilisés pour la recherche génomique devaient répondre à un ensemble de 

critères rigoureux de sorte que le matériel génétique (ADN et ARN) prélevé puisse être utilisé 

par les technologies d'analyse et de séquençage génomique de pointe. 

 

Nous avons utilisé une cohorte intégrant de nombreuses données de biologie moléculaire 

(génomique intégrée, transcriptomique, protéomique) et la caractérisation de 373 carcinomes 

de l'endomètre, publiée dans Nature (25). 
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Objectifs 
 

Le but de cette étude était de comparer la valeur pronostique et la reproductibilité de MCM6 

et de Ki-67 dans les adénocarcinomes de l'endomètre.  

 

Pour ce faire, nous avons corrélé leurs expressions correspondantes à des données clinico-

pathologiques et de survie en utilisant une série d'adénocarcinomes endométriaux de type 

endométrioïdes à partir de notre cohorte locale composée de 89 cas. 

 

Parallèlement, nous avons effectué des analyses statistiques des données clinico-

pathologiques et de survie au sein de la série de carcinomes endométrioïdes du corps utérin 

recueillies dans le TCGA (The Cancer Genome Atlas) pour déterminer une corrélation entre 

les niveaux d'expression en ARNm de ces deux marqueurs et ces paramètres. 

 

Enfin, nous avons étudié dans la cohorte TCGA les voies fonctionnelles associées à la 

régulation positive de MCM6. 
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Développement du sujet 
 

 

Thèse-Article 

 

Cette thèse d’exercice de médecine est présentée sous le format d’une thèse-article. 
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Title 
 

Minichromosome maintenance complex component 6 (MCM6) expression correlates 

with histological grade and survival in endometrioid endometrial adenocarcinoma 
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Abstract 
 

Minichromosome maintenance complex component 6 (MCM6) is involved in initiating DNA 

replication, and is upregulated during licensed G0 phase of the cell cycle. This early 

expression permits its labeling of more proliferating cells than those by Ki-67. Here using a 

cohort of 89 endometrioid adenocarcinoma, we report findings made on the prognostic value 

of MCM6 based on immunohistochemical labeling index (LI) of the protein in comparison 

with that of Ki67 as no such information is currently available. Additionally, we examined the 

prognostic values of these markers based on their mRNA expression using a cohort of uterine 

corpus endometrial carcinoma (UCEC, n=307) taken from The Cancer Genome Atlas 

(TCGA) database. Our evidence indicated the presence of a positive correlation between the 

LI of MCM6 and the histological grade of endometrioid endometrial adenocarcinoma (grade 

I: 66.7%, grade II: 75.3%, grade III: 81.4%; p<0.001), and an inverse correlation between the 

LI of MCM6 and the overall and progression-free survival (p=0.02 for both). The LI of Ki-67 

correlated with grade (p<0.001), but not survival. The MCM6 and Ki-67 inter-observer intra-

class correlation coefficients were excellent: 0.84 (95 % confidence interval, 0.83-0.91) and 

0.84 (0.77-0.9), respectively. For in-silico analyses of the TCGA cohort, both univariate and 

multivariate Cox analyses (p=0.003 and p=0.03, respectively) revealed high MCM6 mRNA 

Z-scores associated with reduced overall survival. This association was absent for Ki-67. 

MCM6 is thus a highly reproducible marker of poor prognosis in endometrial cancer. 

Evaluation of MCM6 should thus be considered in daily practice for risk stratification. 

 

 

Key words 
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Introduction 
 

Endometrial cancer is one of the most common gynecological cancers. It ranks fourth among 

the most frequent cancers in women, after breast, colorectal, and lung cancers [1]. In France, 

in 2012, the recorded number of new cases was 6852, and that of death was 2148. Its 

incidence has been increasing during the last 15 years [2]. Most of these cancers are 

diagnosed after menopause at a mean age of 62.7 years. The five-year overall survival rate is 

around 80%; however, studies predict that two thirds of the advanced stage patients will die 

[3, 4]. New markers are thus required to improve the risk assessment for these patients. 

Currently, histological grade and degree of myometrial invasion (included also in the FIGO 

(International Federation of Gynecology and Obstetrics) staging [5]) are the only pathological 

criteria used to predict the prognosis and to determine the therapeutic strategy. Tumor 

proliferation markers, including Ki-67, are not routinely used in endometrial cancer as 

previous studies failed to demonstrate their reliabilities as prognostic markers associated with 

either tumor progression or survival [6–9]. The most frequent mutations associated with these 

cancers include TP53. Interestingly, loss of expression of certain genes like MSH6 and PMS2 

appear to increase the lifetime risk to endometrial cancers. Recent genomic features of 

endometrial carcinomas permit a classification into four categories: POLE ultramutated, 

microsatellite instability hypermutated, copy number low, and copy number high alterations 

that may impact adjuvant treatment. 

 

MCM (Minichromosome Maintenance) family proteins are highly conserved hexameric 

complex of DNA-binding proteins [10]. MCMs initiate DNA replication once during the cell 

cycle and represent a convergence between the multiple signaling pathways involved in cell 

growth [10–12]. Unlike Ki-67, they are expressed prior to G1 phase of the cell cycle; 

consequently, anti-MCMs antibodies label more cells than anti-Ki-67 antibodies [12]. In lung 

carcinoma and meningioma, the immunohistochemical labeling index (LI) of 

minichromosome maintenance complex component 6 (MCM6) correlates positively with 

histological grade / subtype and inversely with survival [13, 14]. In endometrial cancer, the 

prognostic value of MCM6 has not yet been evaluated; however, two studies reported the 

prognostic value of other MCM complex [15, 16]. In the study by Li et al., MCM7 expression 

correlated positively with histological grade and was inversely related to survival. In Kato et 

al., the expressions of MCM2 and MCM3 correlated highly with cell proliferation in normal 

and hyperplasic tissues; however, in cancer tissues, the expression was weaker and less 
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strongly linked to proliferation [17]. The reproducibility of these markers, notably MCM6, 

was not evaluated in either study. 

 

The purpose of this study was to compare the prognostic value and the reproducibility of 

MCM6 vs. Ki-67 in endometrial carcinoma. To do so, we correlated their expressions with the 

corresponding clinicopathological and survival data using a series of endometrioid 

endometrial adenocarcinoma from our local biobank (see Materials and Methods). In parallel, 

we performed in silico analyses in a series of uterine corpus endometrial carcinoma (UCEC) 

taken from TCGA (The Cancer Genome Atlas) to determine possible correlation between the 

mRNA levels of these two markers and the clinical parameters. Finally, we investigated in the 

TCGA cohort the functional pathways associated with MCM6 upregulation.	
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Materials and Methods 
 

Population, Clinical Data, and Tissues 

Eighty-nine consecutive cases of endometrioid endometrial adenocarcinoma between the 6th 

January 2000 and the 12th June 2008 were retrieved from the files of the Department of 

Pathology (CHRU, Nancy, France) (Table 1). Thirty-eight non-malignant endometrial 

samples were also retrieved, including normal endometrial tissues in proliferation phase (n=5) 

and in secretory phase (n=7), and cases of non-atypical (n=13) and atypical (n=13) 

hyperplasia. 

The histological diagnosis was checked by microscope. For the cancer samples under 

consideration, their histological subtypes and grades based on the criteria of WHO (World 

Health Organization) classification, myometrial invasion, lymphovascular space, and local 

and nodal invasions were reviewed by two experienced pathologists. A representative 

formalin-fixed paraffin embedded tissue block was selected for each case. 

 

The main clinical data were collected retrospectively from the Department of Gynecological 

Surgery (CHRU de Nancy, France) and the Department of Radiotherapy (Institut de 

Cancérologie de Lorraine, France). Tumor, node, metastases (TNM), and FIGO stages were 

determined. ESMO risk groups (European Society for Medical Oncology) in early stage 

endometrial cancer were defined as: low-risk group (type 1 histology stage IA grade 1-2 

without lymphovascular space invasion), intermediate-risk group (type 1 histology stage IB 

grade1-2 without lymphovascular space invasion), and high-risk group (type 1 histology stage 

IA–IB grade 3 and/or presence of lymphovascular space invasion) [18, 19]. 

 

Ethics 

The experiments reported here were carried out according to the principles of the Declaration 

of Helsinki and in agreement with the French laws on biomedical research (institutional 

review board number DC2008-459; CNIL declaration number 1209171). 

 

Immunohistochemistry 

Paraffin sections (5 µm) were immersed in a 10mM sodium citrate buffer (pH 6) for 20 

minutes at 97°C for dewaxing and antigen retrieval. Staining for MCM6 and Ki-67 was 
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achieved using primary anti-MCM6 (1/400; goat polyclonal, Santa Cruz Biotechnology, 

Heidelberg, Germany) and anti-Ki-67 (1/200; mouse monoclonal, MIB-1, Dako Cytomation, 

Glostrup, Denmark) antibodies. Immunohistochemistry was performed with Dako 

Autostainer Plus (Dako) and a Flex+Envision revelation system (Dako). Negative and 

positive controls were used throughout the experiment. 

 

The LIs of MCM6 and Ki-67 were defined by the percentage of cells showing nuclear 

expression, counting 500 cells in hot spots [13]. Clear nuclear marking independent of its 

intensity was considered sufficient and positive. Scorings were performed independently by 

two observers (J.H. and M.A.) blinded to the condition and clinical data. Mean values were 

then calculated. The two observers re-evaluated samples with large discrepancies in ratings (≥ 

20%); mean values were taken after re-ratings. Reproducibility calculations were performed 

based on the initial ratings of all samples. Staining for p53, MSH6, and PMS2 were evaluated 

with the following primary antibodies: p53 (1/60; mouse monoclonal, DO7, Novocastra, 

Newcastle, UK), MSH6 (ready-to-use; rabbit monoclonal, EP49, Dako Cytomation, Glostrup, 

Denmark), and PMS2 (ready-to-use; rabbit monoclonal, EP51, Dako Cytomation). A tumor 

was scored positive for p53, when the nuclear labeling was moderate to strong in more than 

80% of tumor cells [20, 21]. The expression of MSH6 and PMS2 was considered lost if their 

nuclear staining in tumor cells was completely absent under the presence of internal positive 

controls in normal endometrium, stromal cells, or lymphocytes [22, 23]. 

 

Analyses of TCGA data 

Data from TCGA UCEC cohort, initially published in Nature, were retrieved using cBioPortal 

[24]. These included clinical information, main molecular features, mRNA Z-scores 

(RNASeqV2) of both MCM6 and MKI67 (Ki-67), and molecular subgroups (n=373) [24]. 

The correlations of Z-score with clinicopathological data were analyzed in 307 cases of 

endometrioid adenocarcinomas for both MCM6 and Ki67 after excluding serous and clear cell 

subtypes. In cases with MCM6 mRNA Z-scores greater than 1 (cBioPortal), the significantly 

enriched mRNAs in these cases were selected (cBioPortal enrichment tool [24]) for further 

analyses of their relevant functional pathways using Gene Ontology (GO) database [25]. 
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Statistical Analysis 

Wilcoxon (two modalities) and Kruskal-Wallis tests (more than two modalities) with Dunn’s 

post-test analysis were used for quantitative variables. A p-value of 0.05 was accepted as 

significant. Correlation between markers was evaluated by Spearman score. To test the 

reliability of nuclear scoring between the two examiners, the intra-class correlation coefficient 

(ICC) was calculated, with the 95% confidence interval (CI 95%). Survival functions were 

performed with univariate and multivariate proportion hazard test Cox models, the Kaplan-

Meier method, and the Log-rank test (threshold for quantitative variables: median and 75th 

percentile). All statistical analyses were performed using the free R software (version 3.2.4) 

and its additional packages: PMCMR (pairwise multiple comparisons of mean rank sums), 

survival, and ICC [26–29]. 
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Results 
 

Population characteristics 

The clinical and histological characteristics of the cases of endometrial adenocarcinoma 

studied are shown in Table 1. The mean age of the patients at diagnosis is 66.8 years old. The 

patients presented classical risk factors for endometrial carcinomas, including obesity 

(43.8%), overweight (18%), hypertension (54%), and diabetes (18%). The large majority of 

patients were post-menopausal (80.9%).  

The distribution of histological grade was 43.8%, 43.8%, and 12.4% for grade 1, grade 2, and 

grade 3, respectively. Most tumors were of FIGO stage I (79.8%), and 9% of the patients had 

metastasis. Myometrial invasion of greater than 50% was found in 40.4% of the cases. Forty-

three patients (51.2%) were in low-risk ESMO group, and 19 (22.6%) intermediate-risk group 

and 22 (26.2%) high-risk group. Lymph node dissection was performed in 54 cases and was 

positive in four cases (7.4%). Ten (11.2%) women died as a result of endometrial carcinoma. 

 

MCM6 and Ki-67 protein expressions in endometrial adenocarcinoma 

The LI of MCM6 and Ki-67 in the endometrial endometrioid tumors retrieved were analyzed 

as described in Methods. The results are detailed in Table 2. The LIs were globally much 

greater for MCM6 (mean: 72.3%) than for Ki-67 (16.8%) (Figure 1). In addition, Ki-67 

labeled cells increased moderately with grades (12.3% in grade 1, 19.6% in grade 2, and 

23.1% in grade 3, p<0.001; Dunn’s post-test) (Figure 2). This correlation, however, is less 

dramatic than that observed for MCM6. The LI of the latter increased much steeply with 

grade, with 66.7%, 75.3% and 81.4% for grade 1, 2, and 3 endometrial endometrioid tumors, 

respectively (p<0.001; Dunn’s post-test) (Figure 2). Furthermore, MCM6 expression 

correlated significantly with the FIGO tumor stage (Kruskal-Wallis test, p=0.03), with a mean 

expression of 70.8% in stage I vs. 78.8% in stages II/III and 77.4% in stage IV. No significant 

correlation between Ki-67 expression and FIGO tumor stage was found (Kruskal-Wallis test, 

p=0.06). Finally, MCM6 LI was significantly associated with ESMO risk, with MCM6 LI of 

78.1% in high-risk group vs. 70.4% in intermediate-risk groups and 69.3% in low-risk 

(p=0.01; Kruskal-Wallis test). Similar correlation was found for Ki-67, however, with lower 

percentage of labeling in each risk group (19.9% in high-risk group vs. 14.8% in intermediate-

risk and 14.6% in low-risk groups, p=0.04; Kruskal-Wallis test). 
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We also performed immunohistochemistry for p53, MSH6 and PMS2. P53 was expressed in 

10.7% of the cases (9/84). A loss of MSH6 and PMS2 expression was found in 8% (7/88) and 

15.9% (14/88) of the cases, respectively. Interestingly, MCM6 LI (p=0.003) was significantly 

higher in p53 positive tumors, but no such association for Ki-67 LI (p=0.23) (Supplementary 

Figure S1). MCM6 LI correlated also significantly with a loss of MSH6 and / or PMS2 

(p=0.03), but again no such association was found for Ki-67 (p=0.41) (Supplementary Figure 

S2). 

 

Survival analyses 

Vaginal extension, myometrial invasion, and FIGO tumor stage all correlated significantly 

with overall survival (OS, p<0.001; log-rank tests). The presence of metastases was also a 

significant marker of poor prognosis (OS, p<0.001; log-rank). Histological grade was 

correlated neither with OS (log-rank test, p=0.1; log-rank) nor with progression-free survival 

(PFS) (p=0.5; log-rank). 

 

Using log-rank test, higher MCM6 LI correlated significantly with shorter OS (p=0.02) and 

PFS (p=0.02) (threshold: LI = 73%, median). Using univariate Cox model analysis, for cases 

with MCM6 LI above the median (73%), it correlated also significantly with OS (Hazard 

Ratio (HR) = 4.8 [CI 95%: 1.1 - 22.8], p=0.04), and showed a borderline significance for PFS 

(HR = 8.0 [CI 95%: 1 - 65], p=0.05). In multivariate Cox regression analysis, in a model 

combining grade and stage, MCM6 LI did not remain significantly associated with OS 

(p=0.14). In contrast, Ki-67 LI was correlated neither with OS (log-rank test, p=0.79) nor 

with PFS (log-rank test, p=0.74) (Figure 3).  

 

Correlation between markers 

The Spearman test showed a strong correlation between MCM6 and Ki-67, with a rho 

coefficient measured at 0.55 (p<0.001) (Supplementary Figure S3). 

 

Interobserver reproducibility 

The ICC was very good for MCM6 LI, with a value of 0.84 (CI 95% [0.83 - 0.91]), as well as 

for Ki-67 LI (0.84 [CI 95%: 0.77 - 0.90]). 
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Benign endometrium 

In benign endometrial tissues, we found significantly higher LIs during proliferative phase 

compared secretory phase, for Ki-67 (41% vs. 6%, p=0.002) and MCM6 (93% vs. 57%, 

p=0.001). However, between atypical and non-atypical hyperplasia, the LIs of Ki-67 and 

MCM6 showed no significant difference (Ki-67: 15% vs. 16%, p=0.8; MCM6: 61% vs. 66% 

p=0.8). Similarly, no difference in the LI of Ki-67 vs. that of MCM6 was noted between 

atypical hyperplasia and grade 1 adenocarcinoma (Ki-67: 12% vs. 11%, p=0.46; MCM6: 61% 

vs. 69%, p=0.43). 

 

Prognostic value of levels of Ki-67 and MCM6 mRNA in TCGA database and correlation 

with molecular features 

Excluding non-endometrioid subtypes, 307 out of the 377 (82.3%) TCGA multicenter UCEC 

cohort are endometrioid carcinomas. The mean age of this cohort is 62 years. Among the 307 

cases, 231 were FIGO stage classified: stage I (75.4%), 18 stage II (5.8%), 45 stage III 

(14.6%), 10 stage IV (3.2%), and three with unknown stage (1%). These include 89 (29%) 

cases of grade 1, 106 (34.5%) of grade 2, and 112 (36.5%) of grade 3. 

Upon further analyses of the 307 cases, we identified a positive correlation between the 

mRNA level of both MCM6 and Ki-67 and the tumor grade (Kruskal-Wallis test, p<0.001 for 

both). In addition, using Cox model we found an association between high MCM6 mRNA Z-

scores and shorter OS (p=0.003), but not PFS (p=0.2). Equally, with log-rank test we 

unveiled an inverse correlation between MCM6 mRNA level above the 75th percentile and OS 

(log-rank test: p=0.04), but not with PFS (log-rank test: p=0.14) (Supplementary Figure S4). 

Interestingly, Ki-67 mRNA Z-score correlated neither with OS (p=0.2) nor with PFS 

(p=0.46) (univariate Cox model). Regarding the 4 molecular subgroups defined in UCEC 

TCGA database, MCM6 and Ki-67 mRNA were significantly less expressed in the low copy-

number alterations subgroup (p<0.001). There were no differences between the other 

subgroups (p=1) (Supplementary Figure S5) [24].  

 

We examined further the functional annotations of the genes co-expressed with either MCM6 

or Ki-67. In cases with MCM6 Z-score greater than 1, 1783 genes were found upregulated 

and 2375 downregulated. The most significant functional annotations of the upregulated 

genes associating with MCM6 overexpression included DNA strand elongation involved in 

DNA replication (p=8.72E-7), protein localization to chromosome centromeric region 
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(p=9.76E-5), telomere maintenance via recombination (p=2.19E-7), CENP-A containing 

chromatin organization (p=2.48E-9), tRNA export from nucleus (p=2.19E-10), mitotic 

chromosome condensation (p=4.4E-3), and DNA replication initiation (p=8.94E-11) (fold 

enrichment > 8 for all) (Table 3). Functional annotations of the downregulated genes included 

regulation of cytosolic calcium ion concentration (p=2.3E-2), extracellular matrix 

organization (p=7.41E-3), G-protein coupled receptor signaling pathway (p=1.48E-18), cell-

cell adhesion (p=1.1E-3), and inflammatory response (p=9.85E-3) (Table 3). 
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Discussion 
 

Clinico-pathological prognostic factors in endometrioid type endometrial neoplasm 

Endometrioid type endometrial adenocarcinoma, the most frequent histological type, has 

good prognosis since a large majority can be diagnosed at an early stage [30]. Five-year 

survival rate is about 80% for stage I, but decreases to 30% for stage III and 10% for stage IV 

[31].  

The main prognostic factors are age, operability, histological grade, histological type, degree 

of myometrial invasion, presence of lymphovascular space invasion and lymph node invasion 

[32]. To date, no additional prognostic marker was validated in these tumors. 

 

Significance of MCM6 LI expression vs. Ki-67 LI expression 

Ki-67 is a proliferation marker whose prognostic value in endometrial cancer remains unclear. 

In several studies, a significant association between Ki-67 LI and histological criteria of 

malignancy and survival was reported [6–8], whereas in another no significant correlation 

was found [9]. In our study here, Ki-67 correlates indeed with histological grade, but shows 

no significant correlation with survival. Given the fact that the inter-observer reproducibility 

is general good for Ki-67, the variability reported by different groups [33] may stem from 

technical problems like variations in fixation time and antigen unmasking procedure, but it 

may also be caused by the relatively low labeling index. As Ki-67 is upregulated in late G1 

phase, anti-Ki-67 antibody does not label all proliferating cells, particularly those exiting 

quiescent G0 for entry into early G1 phase [34]. Given that maximum Ki-67 labeled regions 

in tumor slices may be difficult to locate, differentiating cases of good from those of poor 

prognosis based on only few percentage of differences in Ki-67 LI can be a challenging task. 

This could probably explain the difficulties encountered in using Ki-67 for prognostic 

purpose in uterine tumors in clinical practice. 

MCM, as part of the replicative complex, plays a critical role in initiation of DNA replication 

[12]. The proliferative index evaluated with anti-MCM6 antibodies correlates highly with that 

obtained via anti-Ki-67. However, MCM6 is superior marker in that much higher LI can be 

achieved [35, 36]. Indeed, MCM6 is expressed in the cell cycle much earlier [37, 38] than Ki-

67. A couple of studies have analyzed other markers of the MCM complex such as MCM2, 

MCM3, and MCM7 in endometrial cancers. Li et al. demonstrated a positive correlation 

between MCM7 expression and histological grade, and an inverse correlation with survival. 
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They also compared MCM7 with Ki-67, and concluded that MCM7 was superior [16]. 

MCM2 and MCM3, studied by Kato et al., correlated significantly with Ki-67 in normal and 

hyperplastic tissue, but to a lesser degree, in the cases of endometrial cancer. Paradoxically, 

these two markers were found expressed at higher level in endometrium during endometrial 

proliferative phase than in tumor tissue, suggesting the existence of abnormalities in the 

replication system in endometrial adenocarcinomas [15]. To the best of our knowledge, our 

study here represents the first evaluation on the expression of MCM6 in endometrial cancer. 

We found strong correlations between MCM6 labeling, histological grade, and tumor stage. 

This overexpression also correlated inversely with overall survival and recurrence-free 

survival. Our results, using immunohistochemistry on a French cohort, mirror those obtained 

using in silico analyses performed on the database of endometrioid endometrial 

adenocarcinoma stored in TCGA. On the contrary, no similar correlation on both the grade 

and survival can be found based on Ki-67 mRNA level reported in the TCGA UCEC cohort. 

Mechanistic reasons for the absence of correlation for Ki-67 may include alteration in 

translational efficacy for Ki-67 mRNA. 

 

Correlation of MCM6 and Ki-67 with molecular subgroups 

Alteration of certain gene expression may correlated with tumor grade and / or survival. 

Tumor suppressor gene TP53 encodes protein p53 essential for cell cycle regulation [39]. Its 

mutation is responsible for cell growth stimulation and tumor progression. Mutated TP53 is 

thus often overexpressed in tumors. In higher-grade endometrioid tumors, overexpression of 

mutated TP53 is not only widely observed [40], but also associated with high histological 

grades/stages and low survival [41–44]. In our study, p53 overexpression was found 

significantly associated with higher MCM6 and Ki-67 expressions. In addition to TP53 

mutations, microsatellite instability stemmed from DNA mismatch repair (MMR) as a result 

of loss of function mutations of MMR regulatory genes, including MSH2, MLH1, MSH6, and 

PMS2, is linked to endometrioid cancers as well Lynch syndrome [45, 46]. It is worth noting 

that MSH6 gene mutations associate most often with familial endometrial cancer and the 

presence of deficient MMR in endometrioid type endometrial carcinoma is linked to poor 

prognosis and high tumor grade [47, 48]. In the cohort studied here, we indeed found a 

positive correlation between MCM6 overexpression and MMR protein deficiency (p=0.03). 

Finally, our analyses on the UCEC cohort of TCGA also support the positive correlation 

between MCM6 expression and tumors with pejorative molecular features. Indeed, MCM6 
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level was higher in POLE, MSI and high level of copy-number alterations groups than in the 

low copy number alteration molecular group [24]. Our analyses of the TCGA cohort revealed 

also that tumors with MCM6 overexpression have significant enrichments of mRNAs with 

functions like DNA replication and elongation, centromere and mitotic process, supporting 

thus the roles of MCM6 in cell cycle. Interestingly, the MCM6-enriched tumors expressed 

significantly less gene functions in matrix organization, cell adhesion and immune response. 

Mechanistic studies are needed to understand these original results [25]. 

 

Clinical perspectives 

Our data here support the idea of using the labeling index of proliferation marker MCM6 in 

addition to the classically used criteria for prognostic determination of endometrioid 

endometrial carcinoma, and for follow-ups on interventions such as surgical and adjuvant 

therapies. Additionally, as reproducibility is an important factor in the evaluation of a new 

prognostic marker, we calculated the inter-observer reproducibility of MCM6 by calculating 

the ICC. Our results indicated that MCM6 is as good as Ki-67 in reproducibility (ICC=0.84 

for both). However, further studies are needed to evaluate the inter-laboratory reproducibility. 

As MCM6 is a low cost, easy-to-use, and highly reproducible prognostic marker, it shall be 

considered as a new prognostic marker for a routine utilization in endometrial endometrioid 

carcinoma. 
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Conclusion 
 

This study is the first to assess the prognostic value of MCM6 in endometrial cancer, and the 

results presented here indicate significant correlations existing between the level of the highly 

reproducible MCM6 labeling and the tumor grade as well as survival. MCM6, by virtue of its 

higher expression level, shows comparatively non-ambiguous labeling relative to Ki-67; it 

thus appears as a good candidate marker for the adoption for routine diagnostic distinction 

tool and for follow-ups for therapeutic interventions of endometrial adenocarcinoma.  
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Table 1. Clinical and histological characteristics. 
Clinical data (n = 89) Mean ± SD (Standard Deviation) or percentage of patients (n) 

Age (years) 66.8 ± 11.0 

Reproductive period (years) 38.3 ± 4.6 

Body Mass Index (kg/m2) 29.7 ± 7.7 

Hypertension 54.5% (48) 

Diabetes 18.2% (16) 

Breast carcinoma 11.4% (10) 

Mean menopausal age 51.9 ± 3.6 

Menopause hormone therapy 20.4% (18) 

FIGO Stage  

I 79.8% (71) 

II 2.2% (2) 

III 9% (8) 

IV 9% (8) 

Histological Grade  

1 43.8% (39) 

2 43.8% (39) 

3 12.4% (11) 

Histological Characteristics  

Myometrial invasion ≥ 50% 40.4% (36) 

Lymphovascular space invasion 20.2% (18) 

Lymph nodes invasion 7.4% (4) 

Adjuvant therapy  

Brachytherapy 80.7% (67) 

Radiotherapy 21.9% (18) 

Chemotherapy 7.1% (5) 

Evolution  

Mean period of follow up (months) 47.5 ± 34.6 

Progression 9% (8) 

Death 11.2% (10) 

FIGO; International Federation of Gynecology and Obstetrics 
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Table 2. MCM6 and Ki-67 mean labeling indexes (LI) according to histologic type, grade, 

and tumor stage. 

  MCM6  Ki-67  

 N Mean LI p Mean LI p 

Histological type 89     

Endometrioid adenocarcinoma 89 72.9%  18.3%  

Histological grade 89     

Grade 1 39 66.7%  12.3%  

Grade 2 39 75.3%  19.6%  

Grade 3 11 81.4% <0.001 23.1% <0.001 

FIGO tumor stage 89     

Stage I 71 70.7 %  15.7 %  

Stages II/III 10 78.8 %  22.4 %  

Stage IV 8 77.4% 0.03 19.4% 0.06 

FIGO; International Federation of Gynecology and Obstetrics. MCM6; minichromosome maintenance complex 
component 6. Ki-67; marker of proliferation Ki-67. 
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Table 3. Top 10 GeneOntology functional annotations associated with the upregulation of 

MCM6 (sorted by fold enrichment) 
GO biological process complete Fold enrichment p-value 

Upregulated in MCM6 overexpressing tumors   

DNA strand elongation involved in DNA replication (GO:0006271) 9.78 8,72E-07 

Protein localization to chromosome, centromeric region (GO:0071459) 9.39 9,76E-05 

Telomere maintenance via recombination (GO:0000722) 8.72 2,19E-12 

DNA strand elongation (GO:0022616) 8.67 3,19E-07 

CENP-A containing chromatin organization (GO:0061641) 8.50 2,48E-09 

tRNA export from nucleus (GO:0006409) 8.44 2,19E-10 

mitotic chromosome condensation (GO:0007076) 8.38 4,40E-03 

DNA replication initiation (GO:0006270) 8.28 8,94E-11 

Centromere complex assembly (GO:0034508) 8.15 3,62E-11 

Kinetochore organization (GO:0051383) 8.12 2,07E-02 

Downregulated in MCM6 overexpressing tumors   

Regulation of cytosolic calcium ion concentration (GO:0051480) <0.2 2,20E-02 

Extracellular matrix organization (GO:0030198) <0.2 7,41E-03 

Humoral immune response (GO:0006959) <0.2 5,14E-04 

G-protein coupled receptor signaling pathway (GO:0007186) 0.22 1,48E-18 

Leukocyte migration (GO:0050900) 0.23 3,24E-03 

Adaptive immune response (GO:0002250) 0.26 2,32E-03 

Cell-cell adhesion (GO:0098609) 0.27 1,10E-03 

Inflammatory response (GO:0006954) 0.33 9,85E-03 

Regulation of ion transport (GO:0043269) 0.35 4,01E-04 

Cell surface receptor signaling pathway (GO:0007166) 0.64 1,49E-04 
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Figure 1.  

Marker of proliferation Ki-67 (Ki-67), and minichromosome maintenance complex 

component 6 (MCM6) immunohistochemical staining. Moderate MCM6 labeling index in a 

case of grade 1 endometroid carcinoma (A, × 400 magnification). Strong staining for MCM6 

in a grade 3 tumor (B, × 400). Low Ki-67 labeling index in grade 1 (C, × 400) and grade 3 (D, 

× 400) carcinoma samples.  
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Figure 2. 

Expression of MCM6 sorted by histological grade (A) (p<0.001) and FIGO stage (B) 

(p=0.03). Expression of Ki-67, sorted by histological grades (C) (p<0.001) and by FIGO 

(International Federation of Gynecology and Obstetrics) stage (D) (p=0.06) (boxplots; 

Kruskal-Wallis tests).  
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Figure 3. 

Survival analyses. Kaplan-Meier curves with log-rank tests. Correlation between 

minichromosome maintenance complex component 6 (MCM6) immunohistochemical 

labeling index and overall survival (A) (p=0.02) or progression-free survival (B) (p=0.02) 

(threshold: median, 73%). Lack of significant correlation between marker of proliferation Ki-

67 (Ki-67), and overall survival (C) (p=0.79) or progression-free survival (D) (p=0.74) 

(threshold: median, 13%).  
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Supplementary Figure S1.  

MCM6 and Ki-67 labeling index and p53 status. (A) Significant correlation between 

overexpression of MCM6 staining and p53 mutated status (p=0.003). (B) No association 

between Ki-67 labeling expression and p53 status (p=0.23) (boxplots; Wilcoxon tests).  
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Supplementary Figure S2. 

MCM6 and Ki-67 labeling index and microsatellite instability (MSI). (A) Significant 

correlation between overexpression of MCM6 staining and microsatellite instability (p=0.03). 

(B) No association between Ki-67 labeling expression and tumors showing loss of MSH6 

and/or PMS2 (p=0.41) (boxplots; Wilcoxon tests).  
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Supplementary Figure S3.  

Correlation curve between marker of proliferation Ki-67 (Ki-67), and minichromosome 

maintenance complex component 6 (MCM6) expression in endometrioid endometrial 

adenocarcinoma (rho=0.55, p<0.001) (Spearman’s correlation test).  
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Supplementary Figure S4. 

Survival analyses in the uterine corpus endometrioid carcinoma cohort of TCGA. Kaplan-

Meier curves with log-rank tests. (A) Correlation between minichromosome maintenance 

complex component 6 (MCM6) mRNA Z-score and overall survival (p=0.04) (threshold: 75th 

percentile [0.45]). (B) Lack of significant correlation between marker of proliferation Ki-67 

(Ki-67), mRNA Z-score and overall survival (p=0.2) (threshold: 75th percentile [0.50]).  
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Supplementary Figure S5. 

Expression of minichromosome maintenance complex component 6 (MCM6) sorted by 

molecular subgroups (A) (p<0.001). Expression of marker of proliferation Ki-67 (Ki-67), 

sorted by molecular subgroups (B) (p<0.001) (boxplots; Kruskal-Wallis tests).  
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Discussion 
 

Facteurs pronostiques dans les adénocarcinomes endométriaux de type endométrioïde 
L'adénocarcinome endométrial de type endométrioïde, type histologique le plus fréquent, est 

une tumeur de bon pronostic car une large majorité peut être diagnostiquée à un stade précoce 

(60). Le taux de survie à cinq ans est d'environ 80% pour le stade I, mais diminue à 30% pour 

le stade III et 10% pour le stade IV (61). 

Les principaux facteurs pronostiques sont l'âge, l'opérabilité, le grade histologique, le type 

histologique, le degré d'invasion du myomètre, la présence d'emboles lympho-vasculaires et 

l'invasion de ganglions lymphatiques (62). À ce jour, aucun marqueur pronostique 

supplémentaire n'a été validé pour ces tumeurs. 
 

Intérêt des marqueurs de prolifération  
Ki-67 est un marqueur de prolifération reconnu dont l’implication pronostique dans le cancer 

de l’endomètre reste controversée. Dans la plupart des études réalisées, il est retrouvé des 

liens significatifs entre son indice de prolifération, les critères histologiques de malignité des 

tumeurs et la survie (37–40), alors que dans d'autres, aucune corrélation significative n'a été 

trouvée (41). Dans notre étude, Ki-67 est corrélé au grade histologique, mais n’a pas d’impact 

sur la survie globale et sans récidive. 

 

Effectivement, il est influencé par de nombreux facteurs d’ordre technique. Il existe une 

bonne reproductibilité inter-observateur, mais une grande variabilité inter-laboratoire dans 

l’intensité et le pourcentage des cellules marquées a été décrite (63). Ces différences 

pourraient s’expliquer par des variations portant sur le démasquage antigénique et les étapes 

de détection immunohistochimique du signal. Comme Ki-67 est régulé à la hausse en phase 

G1 tardive, l'anticorps anti-Ki-67 ne marque pas toutes les cellules proliférantes, en particulier 

celles qui quittent la phase G0 de quiescence pour entrer dans la phase G1 précoce (64). Étant 

donné que les régions où le marquage maximal de Ki-67 dans certaines zones d’une tumeur 

peut être difficiles à localiser ; distinguer les cas de bon de ceux de mauvais pronostic basé 

sur seulement quelques pourcentages de différences dans l’expression de Ki-67 peut être une 

tâche difficile. Cela pourrait probablement expliquer les difficultés rencontrées dans 

l'utilisation de Ki-67 à des fins pronostiques dans les carcinomes de l’endomètre dans la 

pratique clinique. 
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Certaines études suggèrent également que Ki-67 n’interviendrait pas directement dans le 

cycle cellulaire mais jouerait un rôle dans la biosynthèse ribosomale (53,64). 

 

MCM, dans le cadre du complexe réplicatif, joue un rôle critique dans l’initiation de la 

synthèse et de la réplication de l’ADN. L’indice prolifératif évalué avec les anticorps anti-

MCM6 est fortement corrélé avec Ki-67, mais est significativement plus élevé (65,66). En 

effet, cela s’explique par le fait que l’expression de MCM6 dans le cycle cellulaire est 

beaucoup plus précoce, dès l’initiation de la phase G1, et est inhibée de façon plus tardive 

(67,68). 

 

Dans le domaine de la gynécologie, quelques études ont analysée certains des éléments du 

complexe (MCM2, MCM3 et MCM7) dans les cancers utérins. 

Li et al. ont montré une corrélation entre l’expression de MCM7 et le grade et une corrélation 

inverse avec la survie (57). Ils ont comparé également MCM7 à Ki-67 et conclu que le 

premier était supérieur. Les marqueurs MCM2 et MCM3, étudiés par Kato et al., étaient 

significativement corrélés à Ki-67 dans les tissus normaux et hyperplasiques, mais à un 

moindre degré dans les cas de cancer (58). Paradoxalement, mais de façon similaire à notre 

étude, ces deux marqueurs étaient plus élevés dans l’endomètre en phase proliférative que 

dans les tissus tumoraux, suggérant l’existence d’anomalies du système de réplication dans les 

carcinomes endométriaux. 

 

Notre étude est, à notre connaissance, la première étude évaluant l’expression de MCM6 dans 

les cancers de l’endomètre. On note une forte corrélation entre MCM6, le grade histologique 

et le stade tumoral. Cette surexpression est également inversement corrélée à la survie globale 

et sans récidive pour des valeurs strictement supérieures à la médiane (73% de cellules 

marquées). 

 

Nos résultats, en utilisant l'immunohistochimie sur une cohorte française, reflètent ceux 

obtenus en utilisant des analyses in silico effectuées sur la base de données de cancer de 

l’endomètre stockée dans le TCGA. Au contraire, aucune corrélation similaire sur le stade 

tumoral et la survie n’a été trouvée avec le niveau d’expression en ARNm de Ki-67. Les 

raisons mécaniques de l'absence de corrélation pour Ki-67 pourraient correspondre à une 

altération de l'efficacité translationnelle de l'ARNm de Ki-67. 
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Corrélation de MCM6 et Ki-67 avec les sous-groupes moléculaires 
L'altération de l’expression de certains gènes peut être corrélée avec le stade tumoral et/ou la 

survie. Le gène suppresseur de tumeur TP53 code pour la protéine p53, essentielle dans la 

régulation du cycle cellulaire (69). Sa mutation est responsable de la stimulation de la 

croissance cellulaire et de la progression tumorale. Le gène TP53 muté est donc souvent 

surexprimé dans les tumeurs. Dans les tumeurs endometrioïdes de haut grade, la 

surexpression du TP53 muté n'est pas seulement largement observée (70), mais il est aussi 

associée à des grades histologiques plus élevés et à une faible survie (71-74).  

Dans notre étude, la surexpression de p53 était significativement associée à des taux 

d’expression de MCM6 et de Ki-67 plus élevés. 

 

En plus des mutations TP53, l'instabilité des microsatellites secondaire à la dysfonction des 

mécanismes de réparation des mésappariements de l'ADN (MMR), résultat des mutations des 

gènes régulateurs du système MMR, comprenant MSH2, MLH1, MSH6 et PMS2, est liée aux 

cancers endométrioïdes entrant dans le syndrome de Lynch (75,76). Il convient de noter que 

les mutations du gène MSH6 sont associées le plus souvent au cancer de l'endomètre familial. 

La présence d’une instabilité des microsatellites par dysfonction du système MMR dans le 

carcinome endométrial de type endométrioïde est un facteur de mauvais pronostic et associé à 

des tumeurs de plus haut grade histologique (77,78).  

Dans la cohorte étudiée, nous avons effectivement trouvé une corrélation positive entre la 

surexpression de MCM6 et la non-expression des gènes MSH6 et/ou PMS2 impliqués dans la 

réparation des mésappariements de l’ADN (p=0,03). 

 

Enfin, nos analyses sur la cohorte du TCGA retrouvaient également une corrélation positive 

entre l'expression de MCM6 et les tumeurs aux caractéristiques moléculaires péjoratives.  

En effet, le niveau d’expression de MCM6 était plus élevé dans les groupes POLE, MSI et à 

niveau élevé de nombre de copies, que dans le groupe moléculaire à nombre de copies faible 

(25). Nos analyses de la cohorte du TCGA révélaient également que les tumeurs présentant 

une surexpression de MCM6 avaient des enrichissements d'ARNm significatifs, 

correspondant à des voies de fonctionnement comme la réplication et l'allongement de l'ADN, 

le centromère et le processus mitotique, confirmant ainsi le rôle de MCM6 dans le cycle 

cellulaire. Fait intéressant, les tumeurs surexprimant MCM6 avaient moins de fonctions 

génétiques impliquées dans l'organisation matricielle, l'adhésion cellulaire et la réponse 

immunitaire.  
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Des études mécanistiques semblent nécessaires pour comprendre ces résultats originaux (79). 

 

Perspectives cliniques 
Nos données confortaient l'idée d'utiliser l'indice d’expression cellulaire du marqueur de 

prolifération MCM6 en plus des critères classiquement utilisés pour la détermination 

pronostique du carcinome endométrial de type endométrioïde et pour le suivi de la prise en 

charge comprenant les traitements chirurgicaux et adjuvants. 

De plus, comme la reproductibilité est un facteur important dans l'évaluation d'un nouveau 

marqueur pronostique, nous avons calculé la reproductibilité inter-observateur de MCM6 en 

calculant le coefficient de corrélation intra-classe (ICC). Nos résultats indiquaient que MCM6 

était aussi bon que Ki-67 en terme de reproductibilité inter-observateur (ICC=0,84 pour les 

deux). 

 

Cependant, d'autres études sont nécessaires pour évaluer la reproductibilité inter-laboratoire.  

 

Étant donné que MCM6 est un marqueur pronostique peu coûteux, facile à utiliser et 

hautement reproductible, il doit être considéré comme un nouveau marqueur pronostique pour 

une utilisation en routine dans le carcinome endométrial de type endométrioïde. 
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Conclusion 
 

Notre étude est la première à évaluer la valeur pronostique de MCM6 dans le cancer de 

l'endomètre, et les résultats indiquent des corrélations significatives existant entre le niveau 

d’expression de MCM6, hautement reproductible, et le grade histologique, le stade tumoral, 

ainsi que la survie. MCM6, en raison de son niveau d'expression plus élevé, présente un 

marquage comparativement moins ambigu par rapport à Ki-67; il apparaît comme un bon 

candidat à sa réalisation en routine et dans sa prise en compte dans la prise en charge 

thérapeutique et de suivi des adénocarcinomes utérin. 
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Annexe. Protocole et composition des tampons en immunohistochimie 

	
- Après inclusion en paraffine, réalisation coupes fines (5µm) montées à l’eau sur des lames 

de verre PolysineTM (LABONORD S.A, Templemars, France)  

- Séchage pendant 5 min sur une platine chauffante à 58°C puis placées à l’étuve à 56 °C 

pendant quelques heures  

- Déparaffinage et démasquage des sites antigéniques dans l’appareil PT Link (Dako) en 

tampon citrate pH 6,0 pendant 20 minutes à 97°C  

- Dilution des anticorps primaires dans le diluant EnVisionTM FLEX Antibody Diluent (DM 

830)  

- Technique Flex + en automate Dako Autostainer Plus :  

 o Rinçage avec une solution saline de tampon Tris contenant du Tween 20, pH 7,6 (± 

0,1) pendant 5 min  

 o Blocage des peroxydases endogènes avec le réactif EnVisionTM FLEX Peroxidase 

Blocking Reagent (SM 801) soit avec un tampon phosphate contenant du péroxyde 

d’hydrogène, NaN3 15mmol/L et un détergent pendant 5 min  

 o Rinçage pendant 5 min 

 o Incubation avec l’anticorps primaire pendant 1h 

 o Rinçage pendant 5 min 

 o Incubation de l’anticorps secondaire EnVisionTM FLEX+ Rabbit (LINKER) (SM 

805) pendant 15 min 

 o Rinçage pendant 5 min 

 o Dépôt d’un polymère marqué avec EnVisionTM FLEX/HRP (SM802) (dextrane 

couplé à des molécules de peroxydase et à des molécules secondaires de chèvre 

dirigées contre les immunoglobulines de lapin et de souris dans une solution 

tamponnée contenant une protéine stabilisante et un agent conservateur) pendant 20 

min  

 o Rinçage pendant 2 x 5 min 

 o Révélation chromogènique avec EnVisionTM FLEX Substrate Buffer (SM 803) 

(solution tamponnée diluant une solution contenant du 117 peroxyde d’hydrogène et le 

chromogène diaminobenzidine (DAB) et un agent conservateur) pendant 10 min 

 o Rinçage pendant 5 min 

 o Contre coloration avec EnVisionTM FLEX Hematoxylin (SM 806) soit une solution 

aqueuse d’hématoxyline pendant 5 min 
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 o Rinçage pendant 5 min à l’eau distillée 

 o Montage à l’Eukitt® (LABONORD S.A., Templemars, France) après déshydratation 

par des bains successifs d’éthanol à 70°, 96° et 100°.  
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RÉSUMÉ DE LA THÈSE  
 
Introduction : La 6ème protéine du complexe hexamérique MiniChromosome Maintenance 
(MCM6) est impliquée dans l’initiation et la réplication de l’ADN. Elle est augmentée dès 
l’entrée en phase G1 du cycle cellulaire. Cette expression précoce permet un marquage plus 
important de cellules proliférantes que Ki-67. 
 
Méthode : Dans une cohorte de 89 adénocarcinomes endométrioïdes endométriaux, nous 
avons étudié la valeur pronostique, en immunohistochimie, du marquage cellulaire de 
MCM6 par rapport à Ki-67. Nous avons aussi évalué l’expression de ses marqueurs sur la 
base d’ARNm à l’aide de la cohorte de carcinomes endométriaux de la base de données de 
The Cancer Genome Atlas (TCGA, n=307). 
 
Résultats : Il existait une corrélation positive entre le marquage de MCM6 et le grade 
histologique (grade I: 66,7%, grade II: 75,3%, grade III : 81,4%, p<0,001) et une corrélation 
inverse entre le marquage de MCM6 et la survie globale et sans progression (p=0,02). 
L’expression de Ki-67 était corrélée au grade (p<0,001), pas à la survie. Les coefficients de 
corrélation inter-observateur pour MCM6 et Ki-67 étaient excellents : 0,84 (intervalle de 
confiance de 95%, 0,83-0,91) et 0,84 (0,77-0,9), respectivement. Dans la cohorte du TCGA, 
les analyses de Cox à la fois univariées et multivariées (p=0,003 et p=0,03, respectivement) 
ont révélé des scores élevés d'ARNm de MCM6 associés à une survie globale réduite, non 
retrouvées pour Ki-67. 
 
Conclusion : MCM6 est donc un marqueur hautement reproductible de mauvais pronostic 
dans le cancer de l'endomètre. L'évaluation de MCM6 pourrait donc être considérée dans la 
pratique quotidienne pour la stadification du risque. 
 
TITRE EN ANGLAIS : Minichromosome maintenance complex component 6 (MCM6) 
expression correlates with histological grade and survival in endometrioid endometrial 
adenocarcinoma. 
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