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Introduction

Le cancer colorectal (CCR), cancer le plus fréquent de I’appareil digestif, Il
représente un probléme majeur de santé publique a 1’échelle mondiale. C’est le
troisiéme cancer en importance chez les hommes apres le cancer du poumon et de la
vessie (746 000 cas, 10,0% du total), et le deuxieme cancer le plus fréquent chez les

femmes apres le cancer du sein (614 000 cas, 9,2% du total) (Ferlay et al., 2013).

En Algérie, le CCR est le deuxiéme cancer le plus fréquent aprés le cancer du sein, et le
cancer du poumon (Abid, 2016). Avec 8500 des nouveaux cas enregistrés annuellement.
Cette fréquence peut étre réduite par la prévention, et le dépistage précoce de maladie
(Oukkal, 2002).

Le CCR est défini comme une pathologie liée a plusieurs facteurs dont 1’age et le sexe,
I’hérédité, l'alimentation, la consommation d’alcool et le tabagisme, I’inactivité

physique, I’obésité (Haggar et Boushey, 2009).

Majoritairement, c’est un cancer sans prédisposition héréditaire mais environ 20% des
patients atteints de ce cancer ont des antécédents familiaux du CCR et 5% ont une

relation avec une forme familiale de transmission autosomique dominante.

Le syndrome de Lynchv (SL) est I'une de ces susceptibilités héréditaires se
caractérisant par l'apparition précoce de CCR mais également par un risque plus élevé
du développement d’autres cancers, en particulier, de ’endométre, de 1’ovaire, de
I’estomac, de I’intestin gréle, de 1’épithélium biliaire et urinaire (Balaguer et Castells,

2007) et, certaines tumeurs cutanées et cérébrales.

Le SL est causé par la survenue des mutations constitutionnelles dans les genes du
systéeme de réparation des mésappariements de 'ADN (MMR) notamment MLH1 et
MSH 2 (Chapelle, 2004). Cependant la présence de certain polymorphismes a savoir le
SNP -93A>G de promoteur du gene MLH1 semblent avoir une association avec

I’augmentation du risque d’atteinte par le CCR.
Notre travail réparti en deux partie théorique et pratique a pour objectifs de :

- Décrire le cancer colorectal et son épidémiologie, aspects du développement
tumoral, facteurs de risque, mécanismes de la carcinogénése des formes

héréditaires.



Etablir une étude statistique des caractéristiques cliniques, généalogiques et
moléculaires de SL afin de rechercher une éventuelle mutation constitutionnelle

dans I’exon 1 du gene MLH1 par sequencage direct.

Détection de polymorphisme ¢.-93G>A sur le promoteur du gene MLH1 afin

d’évaluer sa liaison au risque d’atteinte de SL chez les familles étudiées.
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. Coélon et rectum

1. Anatomie du c6lon et du rectum

Le cOlon et le rectum: Le cOlon est un gros tube de forme U inversé, se situant sous
I’estomac, il présente la derniére partie de tube digestif, suite a I’intestin gréle et est terminé
par le rectum. Le cb6lon mesure jusqu’a environ 2 meétre de long et 4 centimetres de
diameétre, avec volume de 1,8 litre (Raptis et al., 2015). Il Se divise en plusieurs

segments (figure.1).

Célon
transverse
Cédlon
_f_ descendant
Cdlon
ascendant
Fin de
I'intestin
Caacum : gréle
- & Cdlon
Appendice S \ ) \ ) sigmoide
Rectum
e
e e Anus et canal anal

Figure 1: Anatomie du rectum et du colon (Ame et Nicole, 2002).
A- Ceacum : c’est une poche situé au début de colon attaché a I’ileon (derniére partie de

I'intestin gréle) (Schumpelick et al., 2000).

B- Codlon : c’est le segment le plus grand qui relie le ceecum au rectum. Subdivisé en quatre

parties :

- Le cblon transverse : situé a la partie supérieure de 1’abdomen, relie le colon droit au

cblon gauche.

- Le colon droit (cblon ascendant) : situé au coté droit de I'abdomen, il relié le ceecum

au co6lon transverse.

- Le c6lon gauche (cblon descendant) : situé au coté gauche du corps, c’est la partie

continue de c6lon transverse jusqu’au colon sigmoide.

—
=
| —
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- Le c6lon sigmoide : c’est la derniére partie du colon qui est en forme S qui relie le

cblon gauche au rectum.

C- Rectum : constitue la partie terminale du c6lon, qui abouche sur I'anus. Le sphincter
anal permet de stocker dans I'ampoule rectale les matieres fécales avant la déjection
(Ame et Nicole, 2002).

D- Canal anal : c’est la suite du rectum jusqu’a I’extrémité du tube digestif qui est I'anus
(Ahmed et Qureshi, 2020).

2. Histologie du célon et du rectum

La paroi intestinale est composée de plusieurs couches histologiques. Elle est constituée de 4
couches de I’intérieure vers l'extérieur sont : la muqueuse, la tunique sous-muqueuse, la

couche musculaire et la séreuse (figure. 2) (Azzouz et Sharma, 2020).

séreuse 5 T

couche externe
longitudinale

couche interne

Imusculeuse 4
circulaire —_

couche ext.

longitudinale { sous- 3
mugqueuse
. couche int —‘m- mucosae2
circulaire | muqueuse 1
z v
/ | 3 - ‘\\
. @9 o follicule lymphoide
1
I LUMIERE
. @,

| &
) “ - épithélium
~ -

Figure 2 : Les différentes couches du la paroi de cdlon (Parkin et al., 1992).

3. Physiologie du colon

Plusieurs fonctions du cdlon qui sont impliquées dans la digestion : 1’absorption de 1'eau
et des éléments nutritifs des aliments ingérés, et d’acheminer les résidus alimentaire hors
du corps, et participe aussi a la défense immunitaire de I’organisme.

Les principales fonctions du colon et rectum sont :

—
N
| —


https://www.futura-sciences.com/sante/definitions/biologie-colon-6869/
https://www.futura-sciences.com/sante/definitions/biologie-anus-7241/
https://www.futura-sciences.com/sciences/definitions/matiere-matiere-15841/
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- Fonctions de motricité : par des mouvements de contraction segmentaire.

- Fonction d'absorption : par la réabsorption d'eau, de sodium, de vitamines et de sels
minéraux.

- Fonction de sécrétion : qui concerne le mucus des cellules caliciformes.

- Fonction de digestion : la flore bactérienne du célon assuré la dégradation des

¢léments non absorbé au niveau de I’intestin (Hirayama, 1981).

I1. Cancer colorectal

1. Définition du CCR

Le cancer colorectal est le type de cancer le plus courant du systeme digestif. Ce cancer est
causé par des mutations dans les génes qui affectent les cellules qui forment la paroi interne
du cdlon. Ces mutations conduisent a une prolifération cellulaire chaotique, qui conduit a la
formation de petites tumeurs bénignes qui grossissent et se transforment en tumeurs
malignes, ces dernieres ayant la capacité de migrer et d'envahir d'autres cellules comme le

foie et & travers les vaisseaux sanguins et la lymphe (Ferlay et al., 2013).
2. Donnés Epidémiologiques du CCR

Le cancer colorectal est le 3°™ type de cancer le plus fréquent dans le monde, I’incidence de
ce cancer et largement plus élevée dans les pays riches que dans les pays en voie de
développement (Weitz et al., 2005). Dans le monde chaque année il touche prés d'un
million de personnes et environ 655 000 personnes décedent suites de ce cancer, Il
représente 10,1% des cancers féminin et 9,4% des cancers masculin (tableau 1) (Jemal et
al., 2006).

En Algérie, le cancer colorectal occupe la 2°™ place et représente 23% des cancers du
systeme digestif tandis que chaque année il touche 8500 personnes parmi eux 4500 cas
masculin et 4000 cas féminin (Oukkal, 2002).

Tableau 1 : les principaux indicateurs en 2019 du cancer colorectal (Binder-foucard et al., 2013).

Sexe Taux brut en | Taux standardises | Nombres des
(%) monde en (%) cas
incidence Homme 75.2 38.4 23226
Femme 57.7 23.7 18926
mortalité Homme 30.0 13.3 9275
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Femme 25.7 7.9 8447

3. Facteurs de risque
> Age et Sexe

Le CCR est considéré comme une maladie d'dge moyen en raison du risque élevé de le
développer apres I'age de cinquante ans (Scotté et al., 2002). Avec I'age, le risque de ce
cancer augmente rapidement, car la maladie a été diagnostiquée chez 94% des personnes de
plus de 50 ans, s’il est rare avant 50 ans, il ne représente que 6%, et il présente 3 a 4 fois
chez I’homme que chez la femme, il est estimé qu’un homme sur 17 et une femme sur 20 en
seront atteints au cours de son vie avec le CCR. Dans I’ensemble, 90% des nouveaux cas et

94% des decés surviennent chez des personnes de plus de 65 ans (Parkin et al., 1992).
» Antécédent de maladies
e Antécédents personnels d’adénome colorectal

Les patients avec des adénomes de plus d'un centimétre et ceux avec des adénomes

multiples ont un risque élevé de cancer du coélon (Viguier et al., 2003).
e Antécédents familiaux de carcinome colorectal

Avoir un parent au premier degré double le risque de cancer du cblon (Viguier et al., 2003).
e Maladies Inflammatoires Chroniques de I’Intestin (MICI)

La rectocolite hémorragique est associée a un risque de 2,5% de développer un cancer
colorectal, tandis que la maladie de Crohn augmente le risque de cancer du c6lon si elle est

généralisée et diagnostiquée avant 30 ans (Belaiche, 2009).
e Maladies avec des formes génétiques

Le cancer colorectal se développe dans un contexte des maladies avec des formes génétiques
dans 10% des cas, et en dites familiales autosomique dominante.
Ce sont les patients qui ont une prédisposition héréditaire, a savoir : La Polypose
adénomateuse Familiale (PAF), Cancer colorectal héréditaire sans polypose ou syndrome de

lynch (HNPCC) et polypose non adénomateuses ou hamartomateuses (Viguier et al., 2003).
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> Habitude de vie

Le cancer du cOlon et du rectum est étroitement lié au mode de vie. La consommation
d'aliments riches en graisses animales, en cholestérol et pauvres en fibres végétales est un
facteur de risque en plus de la consommation des boissons alcoolisées, du tabagisme et
méme de la prise de poids en stimulant la prolifération des en revanche, la consommation de

legumes, de fibres et de calcium réduit le risque d'infection (Parkin et al., 1992) .
4. Etapes de progression tumorale dans le CCR

L’évolution des cellules épithéliales normales en adénome bénin puis en cancer colorectal
suit un processus multi-étapes impliquant des altérations génétiques et épigénétiques
(Fearon et Vogelstein, 1990), sur le plan moléculaire le développement d’'un CCR
correspond a I’accumulation progressive de mutation des genes au sein du noyau des
cellules épithéliales coliques, I’activation d’oncogéne et I’inactivation de genes suppresseurs

de tumeurs (figure 3) (Morere et Mitry, 2010).

Morphologiquement, la premiére étape du développement du CCR est I’apparition d’une
hyperprolifération cellulaire a la surface de 1’épithélium colique ou rectal, cette anomalie de
la muqueuse colique reflete un aspect agrandi et déformé des cryptes appelées FCA (foyers
de cryptes atypiques) (Heresbach et N. Heresbach L, 2003). Ces FCA existent sous la forme
d’une hyperplasie. Dans la plupart des cas, le CCR résulte d’un adénome dégénératif. La
prévalence des polypes adénomateux augmente avec 1’age et atteint 30% des sujets plus de

65 ans (Winawer et al., 2007).

Avec le temps, certains types d’adénomes ou de polypes adénomateux peuvent se
transformer en cancer. Le développement de I’adénome est d’abord superficiel au sein de
I’épithélium puis au sein de la muqueuse sans traverser la lame basale et c’est le stade
précoce du cancer (in situ). Le carcinome invasif survient dans les Iésions qui rompent la
lame basale et s’étendent au-dela de la muqueuse musculaire, puis le cancer s’infiltre
progressivement profondément dans les différentes parois du cblon ou du rectum et se

propage aux ganglions lymphatiques puis a distance.
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Epith&élium Normal }

\_______'_’
Perte du g€ne suppresseur de
tumeur &APC ‘

—_—
Prolifération épithé&liale
excessive

\-”__;’_
LScrtivation de 'oncogene RAS

—

Petit tumeur bénigne J

Figure 3 : Séries typiques de mutations acquises au cours du développement d’'un CCR
(Parham, 2003).

5. Stades et classification des CCR

C'est une fagon de décrire et de classer le cancer selon I'étendue de la maladie dans le corps.
Il existe trois systemes, la classification TNM et de Duke, astler coller, mais le systeme

TNM est considéré comme le plus largement utilisé.
5.1. Classification de TNM

Le systéme de classification des cancers colorectal TNM (tumore/ node/ metastasis) est un
systeme qui décrit I'étendue d'une tumeur maligne a un moment et a un organe spécifiques.
Ce systeme a été développé par des experts de I'Union internationale contre le cancer et de
I'American Joint Commission on Cancer, et Ce systeme dépend des résultats de I'examen
histopathologique aprés chirurgie (annexe 1) (Edge et Compton, 2010), et il dépend de trois

critéres pour mesurer 1’étendue d’un CCR :
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e Taille de la tumeur primitive.
e La présence ou non de métastases.

e Le nombre et ’emplacement des ganglions lymphatiques régionaux qui contiennent

des cellules cancéreuses.

Cette Classifications TNM permet de définir plusieurs stades allant de | a IV (annexe 1)

(figure.4) dont la prise en charge et le pronostic different.

Métastases vers
d’autres organes

Ganglions lymphatiques

Ganglions lymphatiques
Tis = carcinoma in situ atteints par le cancer

Figure 4 : Schéma montrant les cing stades par lesquels peut passer un cancer colorectal
(Aleksandrowicz, 2016).

I11. Carcinogenese

La transformation d'une cellule épithéliale colique normale en une cellule cancéreuse peut
étre associée a I'accumulation séquentielle de mutations actives d'oncogenes (action positive
sur la prolifération cellulaire) et a l'inactivation de mutations de genes suppresseurs de
tumeurs (effet négatif sur la prolifération cellulaire) (figure 5) (Binder-foucard et al., 2013).
Les CCR peuvent provenir d'un ou Combinaison de trois mécanismes différents (Parkin et
al., 1992).
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La pathogenese du cancer colorectal est un processus a étapes multiples.

Les alterations moléculaires surviennent au niveau de plusieurs proto-oncogenes
et genes suppresseurs de cancers selon une certaine chronologie.

Figure 5: carcinogenése colorectale (Fearon et Vogelstein, 1990).
1. Instabilité chromosomique (phénotype CIN)

Les CIN représentent environ 80 a 85% des CCR sporadiques (Tarig et Ghias, 2016). Du
point de vue moléculaire, lors des phénomenes de mitoses, ces types du cancer sont
caractérisés par des pertes alléliques fréquentes, une aneuploidie des cellules tumorales,
ainsi que de nombreuses mutations inactivatrices des genes suppresseurs de tumeur ou
activatrices d’oncogenes. La voie CIN classique se caractérise ainsi par une accumulation de
mutations en cascade. Elle commence par l'inactivation du gene APC (Adenomatous
Polyposis Coli) (5921), Cette mutation parfois peut étre germinale et est alors responsable
de la PAF qui est une des causes les plus fréquentes de CCR héréditaires, suivie par la
mutation secondaire de l'oncogéne KRAS qui favorisera la progression tumorale, et de
Iinactivation du gene suppresseurs de tumeur TP53 (Fearon et Vogelstein, 1990 ; Gryfe et
al., 1997).

- Altérations du chromosome 5q (APC)

- Altérations du chromosome 18q (DCC)

- Altérations du chromosome 17p (Tp53)

- Altérations du proto-oncogenes k-ras (12p12.1)
2. Instabilité génétique (phénotype MSI)

L’instabilité microsatellitaire (microsatellite instability ou MSI) est caractérisée par un
nombre important de mutations dans les séquences des microsatellites (séquences d’ADN
formées par la répétition continue de 1 a 4 nucléotides). La MSI est observée dans environ

15% des CCRs ; avec 12% retrouvees dans les cancers sporadique et 3% des MSI associées
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au syndrome de Lynch. La MSI est causée par une déficience du systeme MMR, ce systéeme
est constitué¢ d’une famille d’enzymes qui détectent et réparent les erreurs de réplication de
I’ADN en phase S. Ainsi les mutations dans les génes MMR touchent 85% les génes MSH2
ou MLH1, <5% PMS1 et PMS2 et environ 10% MSH6. Ces mutations conduisent a un
phénotype MSI (opposé au phénotype MSS ou microsatellite stable). L’absence de I’une des
protéines MMR conduit a la perte totale de I’activit¢ MMR (Boland et Goel, 2010). Donc
lors de la réplication de I' ADN L’inactivation du systtme MMR empéche la correction des
erreurs, ce qui est a I’origine d’un phénotype mutateur (favorisant la survenue d’¢éléments

oncologiques ultérieurs) (Olschwang et al., 1997).
3. Modification épigénétique

Les modifications épigénétiques sont des changements dans 1’expression des génes, mais il
ne provoque pas de modification de la séquence d’ADN et sont transmissibles au cours de la
mitose et de la méiose (Wollfe et Matzke, 1999). et il a été démontré que les modifications
épigénétiques de la chromatine ou des composants de la chromatine dans les régions
promotrices des suppresseurs de tumeurs et des oncogénes jouant un rdle majeur dans la
pathogenése du CCR (Bardhan et Liu, 2013).

Deux événements majeurs et indépendants semblent étre étroitement liés et impliqués dans

la tumorigenése ; hypométhylation et hyperméthylation.
3.1. Hypométhylation

Joue un roéle important dans le cancer car ils activant des génes impliqués dans I’invasion et
le processus métastatique. Par rapport a des cellules normales, L'hypométhylation du
génome de cellules cancéreuses est caractérisée par une baisse de 20 a 60% de la teneur en

5-méthylcytosine. Entrainants :

e Une activation d'éléments transposables (LINE, SINE : est une séquence d'ADN
capable de se déplacer et de se multiplier de maniére autonome dans un génome)

responsable d’une instabilité¢ génomique.

e Une augmentation des recombinaisons homologues responsables d’un taux plus élevé

de mutations par réarrangements génique.

e Une activation d'oncogenes.
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3.2. Hyperméthylation

Elle se produit au niveau des ilots CpG (figure 6) située au niveau des promoteurs qui ont un
mécanisme ¢épigénétique mutagene qui conduit a D’arrét d’une fonction génétique
responsable de I’inactivation de genes suppresseurs de tumeurs. La fréquence de ces
événements épigénétiques varie selon les types de tumeurs. A savoir que les fréquences des
taux élevés ont été trouvées dans les tumeurs colorectales (Torrisani et Lopez, 2003 ; Morere

et Mitry, 2010).

Transcrlpllon du géne

g ‘il.“m‘ﬁ'ﬁﬂb‘ﬂﬂb@h‘w b4

Promoteur Séquence codante du géne

((((((Q(((@

Pas de transcription

@"H»@Wb@ U4

Figure 6 : mécanisme d’inactivation de la transcription

(Leggett et Whitehall, 2010).

IVV. Formes héréditaire du cancer colorectal

Les CCR sont sporadiques dans 70% des cas, alors qu’entre 3% a 5% des cas sont d'origine
héréditaire trés pénétrante, et jusqu’a 25 % des patients ont des antécédents familiaux (Bure,
2007 ; Yamagishi et al., 2016) (Figure 7). Les CCR surviennent dans le cadre de syndrome
héréditaire, sont a transmission a la descendance de la mutation dans les cellules germinales,
notamment le syndrome de Lynch, la polypose adénomateuse familiale, la polypose liée a

MUTYH et certaines affections de polypose hamartomateuse.
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Cancers du colon avec origine héréditaire suspectée 20%

Cancers du colon sporadiques 68-74%

N\

P \\)
Cancers du colon d'origine inflammatoire 1-2% Syndromes héréditaires 5-10%
(Colite ulcéreuse, maladie de Crohn) (FAP, HNPCC)

Figure 7 : Répartitions des différents types du cancer du cblon (Weitz et al., 2005).
» Formes polyposiques
1. Polypose adénomateuse familiale (PAF)

La PAF est une maladie génétique a transmission autosomique dominante a forte pénétrance
causée par des mutations germinales du gene APC, elle représente 80% des polyposes, mais
responsable de moins de 1% des cas de CCR avec une fréquence de 1 individu sur 1000

(Jasperson et al., 2010).

La PAF se manifeste par la formation de plusieurs centaines de polypes (présence de 100 a
1000 polypes) au niveau du colon et du rectum a un age beaucoup plus jeune que pour les
patients ayant une tumeur sporadique, ces polypes grossissant petit a petit pour se
transformer en cancers malins (Haffen, 2012).

La PAF se divise en deux syndrome, classique et la AAPC (Attenuated Adenomatous
Polyposis Coli) (Lynch et al., 1995). Cette derniere est une section de la PAF qui ne
représente qu’une minorité des patients (Knudsen et al., 2003), environ 10% des PAF
(Vasen, 2000). Ce type est caractérisé par la présence d’un nombre faible de polypes, moins
de 100.

Le gene APC est un géne suppresseur de tumeur , situé sur le locus 5921-22 et composé de
15 exons sur une région de 8532 pb, codant pour une protéine de 2843 acide aminé, (Macrae
et al., 2009). L’inactivation de ce géne intervient dans 100% des cas de cancers héréditaires
de type PAF et dans 70 a 80% des cancers sporadiques.

(11 )
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Cependant jusqu’a 25% des cas de PAF sont dus a des mutations de novo dans les cellules

germinales donc ils ne sont pas heérité (Galiatsatos et Foulkes, 2006).
2. Polypose lié¢ a MUTYH

La MAP (MUTYH Associated Polyposis) est une maladie génétique a transmission
autosomique récessive avec une forte pénétrance et probablement compléte dans le cas ou
les mutations causales sont bi-alléliques. Elle est causée par une mutation constitutionnelle
des deux alléles du gene MUTYH, elle représente de 0.5 & 1% de la totalité des CCR et 7%
des polypes adénomateux atténues et de 6,6% des cas de polypose classique (Guarinos et al.,
2014).

Le gene MUTYH situé sur le chromosome 1 entre les bondes p34.3 et p32.1, s’étend sur 11,2
kb, il compose de 16 exons (Slupska et al., 1996).

La mutation est une transversion, G-C en T-A. Ces transversions modifient alors
I'expression de géne APC et du gene Kras. La transmission de la maladie est récessive donc
seulement les personnes ayant les deux genes mutés ont la maladie. Les parents porteur du

géne morbide son sain mais en peut avoir des enfants malades (1/4).
» Formes non polyposiques « Syndrome de lynch »
1. Incidence, découverte et historique

Le syndrome de lynch ou syndrome « HNPCC » (hereditary non-polyposis colorectal
cancer) est la forme la plus fréquente de prédisposition héréditaire au CCR il représente 2 a
4% de tous les cancers colorectales (Hampel et al., 2008), d( a des mutations germinales
affectant les genes du systéme de réparation des mésappariements (MMR) avec un mode de
transmission autosomique dominant ce qui veut dire que la présence d’un seul allele muté de
ces genes développe un phénotype malade (Lynch et al., 1966). La prévalence de SL est de
1/1800-1/1000 dans la population générale (Boland, 2006). Ce syndrome HNPCC
initialement décrit en 1913 par warthin, puis complété en 1966 par lynch (Lynch et al.,
1966) correspond aux criteres d’Amsterdam qui rapportés en 1990 par le consortium
international sur le syndrome HNPCC (Vasen et al., 1991) puis sont modifiés en 1998
(Vasen et al., 1999). La découverte d’un SL ne peut étre li¢ qu’a un dépistage génétique en

coordination avec 1’étude de ’histoire de la maladie dans la famille.
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2. Caractéristiques cliniques

Parmi les caractéristiques du SL, I’apparition du cancer a un age précoce dans 80% des cas
avant I’age de 50 ans (Davidson, 2007 ; Lynch et al., 2008). La localisation du cancer
colorectal dans ce syndrome a tendance a étre proximale dont 70% des cas dans le caecum,

le cblon transverse avec une prédominance du c6lon droit.

La transformation d’une tumeur bénigne en adénocarcinome survient dans un délai compris
entre 2 & 3 ans, cela indique que la coloscopie doit étre réalisée tous les deux ans (Jass, 1995
; Lynch et Chapelle, 1999).

2.1. Variété clinique
Cliniquement ont été définis deux types de SL, sont :

- Type | : sont les malades qui présentent des tumeurs localisées dans le spectre étroit,
les cancers de ce type sont: le cancer colorectal (Rustgi, 2007), de 1’endométre
(Peltoméki, 2016), les cancers des voies urinaires excrétrices (Win et al., 2012 ;

Engel et al., 2012) et les adénocarcinomes de I’intestin gréle (Watson et al., 2008).

- Type Il: sont les malades associés a une augmentation significative du risque
d’autres types tumoraux (spectre large): de I’ovaire (Rustgi, 2007), de I’estomac
(Peltoméki, 2016), du sein (Arvelo et al., 2015), du pancréas (Niskakoski et al.,
2013), de la prostate (Peltomaki, 2016), des reins et les voies biliaires (Watson et al.,
2008), et les glioblastomes (Win et al., 2012 ; Engel et al., 2012).

2.2. Critéres d’Amsterdam et de Bethesda

Pour qualifier le risque de syndrome de Lynch ont été développés plusieurs systemes de
classification clinique reposant sur les antécédents familiaux et personnels, Les critéres
d’Amsterdam I et II et les critéres de Bethesda révisés qui sont développés pour améliorer la

sensibilité des critéres d’ Amsterdam.

Les critéres d’Amsterdam définissent cliniquement le SL selon trois critéres : nombre,
apparenté et 1’age. Ces critéres ont été adoptées en 1991 a Amsterdam « | » (Vasen et al.,
1991). Puis ces critéres d’Amsterdam I ont été élargis et revus en 1999 « Il » par ce que les
patients répondant a ces criteres strictes semblant également exposés a un risque élevé de
développer d’autres cancers (Vasen et al., 1999) (Annexe Il1). Le degré de la sensibilité pour

les criteres d’Amsterdam I a été évalué a 61%, et 72% pour les criteres d’ Amsterdam 1.
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Environ la moitié des familles présentant un syndrome de Lynch ne répondent pas aux

critéeres d’ Amsterdam.

Les criteres de Bethesda énoncés en 1997 (Rodriguez-Bigas et al., 1997), puis révisés en
2004 (Umar et al., 2004). Ces critéres permettent d’obtenir une sensibilité pouvant atteindre
98 % (annexe 1V) (Carneiro da Silva et al., 2015).

Néanmoins, au sein des familles qui valident les critéres de Bethesda sans valider les criteres
d’Amsterdam, une mutation d’un géne MMR n’est identifiée que dans 15 - 30% des cas
(Moslein et al., 1996 ; Lynch et de la Chapelle, 1999).

3. Geénétiques et mécanismes moléculaire de syndrome de lynch
3.1. Systtme MMR

Lors de la réplication de 'ADN, 1'ADN polymérase fait parfois un trés faible taux d’erreur
de réplication (toues les 104 a 105 pb). Cela conduit a une incorporation incorrecte de
nucléotides dans le brin d'ADN complexe, a I'opposé du brin matrice. Il en résulte un
décalage et ce défaut doit étre corrigé pour éviter que la mutation ne soit transmise aux

générations suivantes.

Le systeme d’ADN MMR assume une responsabilité majeure dans la protection de l'intégrité
du génome (Lynch et al., 2015). Le MMR contribue 1000 fois a la précision globale de la
réplication de I'ADN, en ciblant les bases incompatibles et les boucles d'insertion et de
suppression qui se produisent pendant la réplication, la recombinaison homologue ou a la
suite de dommages a I'ADN (Lynch et al., 2015).

La perte de cette fonction MMR normale conduit a l'instabilité des microsatellites (MSI),
Jusqu'a 30% des cas de CCR sont associés a des antécédents familiaux (de la Chapelle,
2004).

o Les mécanismes du systteme MMR

Le MMR commence par la reconnaissance du mésappariement sur le brin d’ADN par 1'un
des complexes hétérogénes MSH2-MSH6 (MutSa), qui reconnait les mésappariements de
bases et les boucles d'insertion-délétion, ou MSH2-MSH3 (MutSb), qui ne reconnait que les
boucles d'insertion et de suppression (Modrich, 2006). Un deuxieme complexe protéique,
MLH1-PMS2 (MutLa), se lie a MutSa ou MutSb et recrute des protéines supplémentaires
nécessaires la réparation, telles que HEX1 (Exol), PCNA, RPA et Pold (figure 8) (Jacob et
Praz, 2002).
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Figure 8 : Schéma du mécanisme de correction des mésappariement de ’ADN par le systéme
MMR (Jacob et Praz, 2002).

3.2.Genes MMR
Les principaux genes impliqués dans le MMR sont : MLH1, MSH2, MSH6 et PMS2.

Plusieurs altérations génétiques ont été identifiees sous la forme de polymorphismes
nucléotidiques simples (SNP) dans les genes MMR, mais la fonction de ces polymorphismes
est largement inconnue. Des altérations dans les genes MMR peuvent avoir des effets
différents sur le phénotype tumoral, selon I'endroit ou la modification est localisée dans le
géne. De plus, ces altérations courantes fausses-sens des génes MMR peuvent ne pas étre
suffisamment pathogénes pour induire un CCR individuel, mais peuvent affecter les niveaux
d'expression génique requis par des types cellulaires spécifiques pour exécuter une fonction
normale (Fodde et Smits, 2002).

% Géne MLH1

Le géne MLH1 est localisé au niveau du bras court du chromosome 3 (3p22.3) (figure 9), il
code pour une protéine de 84KDa qui comprend 756 AA et composé de 19 exon sur une
région de 57360 pb (figure 10).
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Figure 9 : Carte génétique du géene MLH1
(https://ghr.nim.nih.gov/gene/MLH1#location)
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Figure 10 : les exons et les introns du gene MLH1

(https://ghr.nlm.nih.gov/gene/MLH1#location)

La protéine MLH1 se compose de domaines hautement conservés essentiels a la fonction de

coordination du systeme MMR, notamment le domaine ATPase, un domaine de liaison pour

les homologues de MutS (MSH2 et MSH6), ainsi qu’un domaine d’interaction avec la

protéine partenaire composant MutL (PMS2 ou MLH3) (figure 11).

e ) e e —— —
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Figure 11 : carte génétique de protéine MLH1

( https://ghr.nlm.nih.gov/gene/MLH1#location)
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% Géne MSH?2

Le géne MSH2 est localisé sur le brin court du chromosome 2 en position (p22-p21), il code
pour une protéine de 10 KDa constituée de 934 AA et comprend 16 exons s’étendant sur

80098 pb (figure 12).

Comme la protéine MLH1, les domaines fonctionnels de la protéine MSH2 sont également
constitués d’un domaine ATPase, un domaine de liaison aux homologues MutL (PMS2 et
MLHI1), et un domaine d’interaction avec la protéine partenaire constituant le MutS (MSH3
ou MSH6), également cette protéine consiste en un domaine d’interaction avec ’ADN qui

est impliqué dans la reconnaissance des mésappariements.
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9158 401708 1877 1312 15606 I 3503 4156 3962 109 1700 2176 1907

Figure 12 : Représentation schématique du géne MSH2

(http://www.med.mun.ca/MMRVvariants/thegenes.aspx)

< Génes MSH6

Le gene MSH6 localisé sur le brin court du chromosome 2 en position (2p16), il comprend
10 exons constitué de 1360 AA (figure 13). La protéine MSH6 constituée d’un domaine
ATPase et un domaine de liaison a la PNCA, un domaine de liaison aux mésappariements et

¢galement un domaine d’interaction avec la protéine MSH2.
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Figure 13 : Représentation schématique du géne MSH6

(http://www.med.mun.ca/MMRvariants/thegenes.aspx)
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< Géne PMS2

Le gene PMS2 localisé sur le brin court du chromosome 7 en position (7p22), il comprend
15 exons codant pour une protéine de 862 AA (figure 14). Ce géne comprend de nombreux

pseudo-génes.

p22.1

Chr.7 (INCTNIDCE TN TN D

PMS2
| 289
ATG TGA
bd] 163 2% m 37 ns 0} 98 2006 AM 0 M5 M6
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. /--/-I/I/—M/I/III/I/-E—/-/M/-I-/-m~/-
LXons I 2 § 13 15
268 ms ) 1083 m 1684 1692 34‘6 2017 UM 361 4127 88 M Introns(bp)

Figure 14 : Représentation schématique du gene PMS2

(http://iwvww.med.mun.ca/MMRvariants/thegenes.aspx)
% Géne PMS1

Le gene PMS1 localisé sur le brin long du chromosome 2 en position (2932.2), il composé

de 13 exons sur une région de 93056 pb et codant pour une protéine de 932 acides aminés.
3.3.Mutations germinales dans les genes MMR

Dans les génes MMR, 3000 mutations germinales ont eté associées au syndrome de Lynch
dont MLH1 (40%), MSH2 (34%), MSH6 (18%) et PMS2 (8%) (Peltomaki, 2016).

Les mutations des genes MMR sont distribuées dans tout le gene ce qui exclut la présence
de certains points chauds. Ces mutations sont principalement des mutations ponctuelles, des

réarrangements de grande taille et plus rarement d’épimutations.
Les différents types de mutations par géne (figure 15).

La plupart des mutations sur les genes MLH1, MSH2 et MSH6 sont de type tronquant

(essentiellement non-sens ou des mutations de décalage du cadre de lecture).

Des grands réarrangements génomiques, affectent les genes MLH, MSH2, MSH6 et PMS2,

ont été observés dans 15% des cas révélés par des analyses de SL (Klift et al., 2005).
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Figure 15 : Répartition des mutations des génes MMR dans le syndrome de Lynch. D’apres les

analyses deposées a la base de données InSiGHT (Plazzer et al., 2013). Le nombre total de
variants par gene inclus dans l'analyse sont 1104 MLH1, 883 pour MSH2, 414 pour MSH6 et 197
PMS2.

3.3.1. Mutations germinales dans le gene MLH1

Les mutations germinales de ce géne représentent 40% de toutes les mutations dans le
systtme MMR (Peltoméki, 2016). Des mutations constitutionnelles de ce géne sont
responsables du syndrome HNPCC (Dunlop et al., 1997). Dans les cas de CCR sporadique,
ce gene est inactivé par I’hyperméthylation de son promoteur dans 10 a 50% des cas, 40%
des mutations non-sens et 40 % faux-sens, 7% de réarrangements génomique (figure 16)
(Esteller et Herman, 2004 ; lacopetta et al., 2006). La plupart de ces mutations sont de type

tronquant.

L’hyperméthylation du promoteur de MLH1 est associée au phénotype et & la mutation
V600E de I’oncoprotéine BRAF (Weisenberger et al.,2006).

La méthylation constitutionnelle du promoteur MLH1 est généralement sporadique et non
héréditaire, mais certains cas ont des réarrangements chromosomiques héréditaires qui
provoquent la méthylation du promoteur MLH1, en impliquant le géne LRRFIP2 (Hampel et
al., 2005).
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Figure 16 : Répartition des mutations du géne MLH1 dans le syndrome de Lynch

(Plazzer et al., 2013).
3.4. Polymorphismes et variant des genes MMR impliqués

Plusieurs altérations génétiques ont été identifiées sous la forme de polymorphismes
nucléotidiques simples (SNP) dans les génes MMR, mais la fonction de ces polymorphismes

est largement inconnue.
3.4.1. Polymorphisme c. -93G<A (rs1800734)

Environ 50% des malades atteints du SL portent plusieurs centaines de génes MLH1 mutés
ce qui va conduire a un fonctionnement incorrect de la protéine MLH1 produite par le géne
MLH1. Ce dysfonctionnement est traduit par une hyperméthylation des ilots CpG du
promoteur MLHL1 et cela va considérablement réduire la fonction primaire qui est de réparer
les mésappariement, ce qui va conduire au développement de cancers et d’aprés cela

I’apparition du SL (Whifn et al., 2011).

MLH1 -93G> A (rs1800734) est un polymorphisme (du grec « poly » plusieurs et « morphe
» forme) localisé dans le noyau promoteur de gene MLH1 ,93 bases en amont du site de
démarrage de la transcription dans une région requise pour une activité transcriptionnelle
maximale (Ito et al., 1999 ; Arita et al., 2003) .la variation polymorphe dans cette région
devrait affecter I'expression de la protéine. En effet, la mutagenése dirigé de résidu adénine
2 bases en aval du polymorphisme -93G>A en position 91 qui va réduire l'activité du
promoteur a 75% (Arita et al., 2003). Ce polymorphisme produit fréquemment une
hyperméthylation qui affecte la propension du promoteur du gene qui va réduit au silence

transcriptionnel d'une maniére spécifique a 1’allele. Plusieurs chercheurs comme Chen et ses
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collégues ont signalé une association entre 1’allele MLH1 -93A et la méthylation du
promoteur MLH1 dans certains cancers comme le CCR et le cancer de I’endométre (Chen et
al., 2007), et le risque élevé de leucémie myéloide aigué induit par le traitement (t-AML)
(Worrillow et al., 2008).

L'identification d'alleles commune a faible pénétrance est importante pour comprendre
I’étiologie du CCR non familial qui est responsable de la majorité des maladies dans la
population générale, et pourrait suggérer d’événement d'intervention préventive ou

thérapeutique.
3.4.2. Association polymorphisme rs1800734 et CCR

L'importance de MLH1 dans le CCR et sa propension a I'nyperméthylation sont connues
depuis un certain temps (Jones et Laird, 1999), et il existe une littérature abondante sur
l'utilisation de la méthylation de MLH1 et/ou du MSI comme biomarqueur dans la
classification du CCR. dans des lignées cellulaires cancéreuses les mutations oncogenes
BRAF médiant le phénotype de méthylation des flots CpG (CIMP) entrainant une
hyperméthylation au niveau de MLH1 et d'autres genes marqueurs CIMP, via le répresseur

transcriptionnel (Fang et al., 2014) .

Une meilleure compréhension de I'acquisition de la méthylation du promoteur MLH1 est
venue de I'étude d'un polymorphisme nucléotidique unique (SNP), rs1800734, qui se trouve
dans la région 5' non traduite de MLH1. Dans plusieurs études candidates, le polymorphisme
rs1800734 augmentait d’un facteur 1,68 (1C95% (1-2,83), p=0,05) le risque de CCR (Whifn
et al., 2011), cette forte association est limitée aux cancers MSI+ et est faible ou absente

dans les ensembles de données non stratifiés.
Il existe une association entre I'alléle de risque rs1800734 et :

e la méthylation de I'ADN au niveau du MLH1promoteur dans les cancers (Miyakura
etal., 2014).

e méthylation des iles CpG dans les tissus normaux (Savio et al., 2012). Egalement, la
liaison du facteur de transcription TFAP4 (AP-4) est modifiée par rs1800734 (Savio
et al., 2017) in vitro et in vivo. Cependant, Liu et al. 13 n'ont détecteé aucune
différence dans I'expression spécifique de l'allele MLH1 en raison du biais allélique
TFAPA4. Au lieu de cela, ils ont montré un effet sur I'expression du gene codant pour
la protéine kinase DCLKS et les interactions a longue distance de la chromatine entre
rs1800734 et le promoteur DCLK3.
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La perte et le gain de méthylation sont modifiés par I'alléle rs1800734 avec des effets en
aval sur I'expression de I'ARNmM et la liaison TFAP4.

3.4.3. Association polymorphisme rs1800734 et autres cancers

Ce polymorphisme affecte non seulement le développement du CCR, mais aussi des cancers
de I’endomeétre et de 1’ovaire, 12% de tous les cancers invasifs sont dus a I’hérédité d'une
mutation BRCA1 ou BRCA2 (Risch et al., 2001), et moins fréquents de 1 & 2 % des cas de
cancer de I’endomeétre et de I’ovaire sont dus a des mutations dans le géne de réparation des
mésappariements (MMR). (Rubin et al., 1996 ; Malander et al., 2006). Un polymorphisme
unique (SNP) est identifié dans la région promotrice de géne MLH1 (nt-93) associée a un
risque 1,5 fois plus élevé de développer un cancer de I’endométre pour les porteuses, avec
un risque vie de de 2,3 % a I’age 74 ans (Herman et al., 1998 ; Beiner et al., 2006) .les
chercheurs willner et al sont montrés que 20% des carcinome épithéliaux de 1’ovaire

présenté une hyperméthylation du promoteur MLH1 (Willner et al., 2007).
4. Stratégies de diagnostic de syndrome de lynch

En cas d'absence d'un phénotype du syndrome de lynch clairement identifiable, Pour

effectuer le diagnostic de certitude du SL plusieurs outils sont décrits.

Les sociétés savantes ont développé des critéres cliniques a la sensibilité variable :
Amsterdam | puis Il et Bethesda | et I, des modeles statistiques (Roumeguere, 2006),
Egalement deux tests sont disponibles pour bénéficier rapidement d’arguments en faveur du

diagnostic (figure 17) :

La recherche d'instabilité des microsatellites par PCR et le marquage immunohistochimique
(IHC).

- parmi les SL, Environ 90% ont un phénotype MSI mais également 15% des CCR

sporadiques en raison d’une méthylation acquise du promoteur d’hMLH1 (Cancers

MSI+/CIMP+) (Cambier, 2012).

- L’IHC est utilisée contre les 4 principales protéines dont 1’expression peut disparaitre en

cas de mutation, 4 anticorps dirigé (Lyonnet, 2009).
L'THC a I’avantage de diriger la recherche sur le géne muté par rapport au phénotype MSI.

En effet, le séquengage genétique avec identification de la mutation germinale reste le seul

test de certitude.
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Actuellement, Les recommandations sont de fournir une consultation d'oncogénétique dans

les cas :

Personnes ayant deux parents atteints par un cancer du spectre dont un avant I'age de
50 ans.

Malades ayant un antécédent personnel de cancer du spectre HNPCC.

patient de moins de 40 ans.

Présence d'une instabilité microsatéllitaire moléculaire chez un patient de moins de
60 ans ou quel que soit I'age en cas d'antécédent au ler degré d'un cancer du spectre
HNPCC.

La recherche d’un phénotype MSI sur la piece tumorale est indiquée :

Patient de moins de 70 ans atteint par un cancer du spectre HNPCC.

Patient ayant un antécédent familial au premier degré de cancer de spectre HNPCC.

Afin de ne manguer aucun patient avec un SL, la perte d'expression des protéines en IHC ou

I'extension des indications de recherche du phénotype MSI, doit en effet étre la plus large
possible (Lyonnet, 2009).

>

Tests génétique : les modéles prédictifs peuvent étre utilisés pour estimer le risque de
mutation MMR lorsqu’un spécimen tumoral est non valable chez des sujets non
affectés de CCR ou pour des tests moléculaires. En 1’absence de ces moyens ou si
I’on procede directement aux tests génétiques, ou commencer par la recherche des
mutations MLH1 et MSH2. Si sont négatives, il convient de compléter par la
recherche des mutations MSH6 et PMS2.
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| Suspicion SLBG, AC, IHC/MSI, modeéles statistiques)
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l ‘ MSI : tests génétiques I I MSS: SL pen probable
I Tests génétiques I
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Figure 17 : stratégie diagnostique en cas de suspicion de syndrome de lynch
(Ferlay et al., 2002).
SL : syndrome de lynch / RBG : critéres de bethesda révisés / AC : critéres d’'amsterdam / IHC :
immunohistochimie / CCR : cancer colorectal / MSI : instabilité microsatellitaire / MSS : stabilité

microsatellitaire / FCCX : cancer colorectal familial type X.

5. Prise en charge de syndrome de lynch
L’identification d’un syndrome de lynch a un impact significatif sur le suivi a long terme des

patients et permet 1I’examen des proches.

e Surveillance

Une surveillance planifiée est nécessaire pour Les patients ayant un syndrome de Lynch
avant de voir un tumeur néoplasique et pour la réduire de la mortalité des CCR. A partir de
I’age 20 a 25 ans une surveillance coloscopie réguliére tous les 2 Ans (Byrne et Tsikitis,
2018). A partir de I’age de 30 ans de plus, le dépistage du cancer de 1’endométre nécessite
des biopsies endométriales sont recommandés et un examen avec échographie pelvienne, un
dosage de CA-125 de fagon annuelle (Balmana et al., 2013).

e Traitement chirurgical

La chirurgie colorectale est importante pour la réduire du risque de CCR, par la colectomie
totale.

e Chimio prophylaxie

La chimio prophylaxie a c6té du traitement chirurgical réduit du risque de CCR.
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Patients et Méthodes

1. Patients

L’étude que nous avons entreprise est descriptive. Son principal objectif est la recherche
d’une mutation constitutionnelle mais également le polymorphisme -93G<A
(rs1800734) sur le gene de réparation de ’ADN (MMR), MLH1 chez 16 familles

suspectées d’avoir un Cancer colorectal de type Syndrome de Lynch.
1.1. Recrutement des sujets

Le recrutement des cas intéressants pour notre étude a concerné 16 patients des deux

sexes, cas index appartenant a 16 familles non apparentées habitant I’Est algérien.

Les patients sont inclus a la base de la mise en évidence d’un cancer colorectal en
endoscopie avec confirmation histologique. Ces patients sont admis au service
d’oncologie médicale (pour chimiothérapie et/ ou radiothérapie) et au service

d’enterogastrologie du CHU de Constantine.
> Critéres d'inclusion :

Les patients retenus dans cette étude génétique ont été sélectionnés selon les critéres
d'Amsterdam 1 (1991) (Vasen et al., 1991), Il en (1999) (Vasen et al., 1999) et ceux de
Bethesda (Umar et al., 2004) (Annexe IIl et IV). Ces criteres combinent des
informations individuelles et généalogiques qui définissent cliniqguement un syndrome
HNPCC. Puisque les critéres typiques de syndrome SL sont rarement présents en
pratique clinique, pour cela, ont été inclus et classés les sujets des deux sexes selon les

groupes de patients :
1- Répondants aux critéres complets d’Amsterdam | ou 11 (1999).
2- Répondants aux criteres de Bethesda (2004) avec antécédents familiaux.

3- Répondants aux criteres de Bethesda (2004) sans histoire familiale tumorale

mais le diagnostic a éteé établi avant I'dge de 45 ans.

1.2. Questionnaire, enquéte familiale et consentement

e Le recueil des informations cliniques est réalisé a 1’aide d’un questionnaire soit
directement avec le patient présentant un cancer du c6lon et/ou rectum ou

indirectement a partir de son dossier médical.
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e Pour tous les malades, nous avons effectué une enquéte familiale au travers d'un
interrogatoire du patient ou I’un de ses parents. Dans laquelle on a précisé 1’age,
le sexe, les antécédents familiaux et personnels du cancer colorectal, d’autres
cancers, de consanguinité, d’agrégation familiale de cancer ainsi pour
élaboration des arbres genéalogiques les plus complets possible a partir de

I’histoire familiale avec la maladie.
e Les consentements éclairés de tous les patients ont été obtenus.
1.3. Prélévement sanguin

L’échantillon de sang préconisé pour I’étude génétique dont I’extraction de I’ADN est
recueilli stérilement dans un tube de type Vacutenaire a EDTA (anticoagulant et un
inhibiteur des nucléases) en quantité de 4 a 8ml. Les prelevements du sang ont été

réalisés au niveau du pli du coude aprés la pose d’un garrot.
2. Méthodes

» Résumé des différentes étapes méthodologiques de I’étude :

La recherche d’altérations dans I’exon 1 du géne MLH1 a été réalisée par une
Polymerase Chain Reaction (PCR) suivie par un séquencage pour la détection de
variations ponctuelles.
L’extraction de I’ADN a partir du sang total par la méthode au NaCl :
e Conservation des ADN purifiés.
e Amplification de I’exonl et les parties introniques adjacentes (promoteur +
intron 1) de gene MLH1 par PCR.
e Contrdle des produits de PCR de cet exon par ¢lectrophorese sur gel d’agarose
(2%).
e Séquencage Direct :
- Purification des produits de PCR.
- Reéalisation des réactions de séquence.
- Purification des produits de sequence.
- Réalisation de séquengage.
- Alignement des séquences obtenues et comparaison par rapport aux séquences de

référence pour 1’identification des variations retrouvées.
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2.1. Extraction de PADN

L’ADN est extrait a partir des leucocytes sanguins. Dans notre étude, comme technique
d’extraction nous avons employé une méthode utilisant un solvant inorganique NaCl

(Miller et al., 1988).
L’extraction de I’ADN consiste en :

- L’isolement de leucocytes du sang total par une lyse hypotonique des globules
rouges

- Le traitement par un détergent (SDS) et une protéinase K dans le lysat

- L’ADN nucléaire ainsi libéré est associé aux différentes protéines qui seront
digérées et éliminées par précipitation au NaCl

- Le surnagent récupéré est traité¢ par de 1’éthanol pur dans lequel une pelote d’ADN
se forme par précipitation

- L’ADN est solubilisé en phase aqueuse (Tris-EDTA 10 :1) (Annexe V Protocole).

» Evaluation de la pureté et quantification de la concentration d’ADN
La pureté de I'ADN et sa concentration sont estimées par spectrophotométrie a UV.

La pureté de I'ADN est déterminée par le rapport de DOzsonm/ DOzsonm. La densité
optique ou DO a 260 nm des solutions diluées au 1/100 est utilisée également pour le
dosage de ’ADN, ce qui permet de calculer sa concentration, sachant que lunit¢ DO

correspond & 50 mg/ml d'/ADN (Bienvenu et al., 1999).

La pureté de I’ADN est essentielle. Dans le cas ou I’ADN est contaminé (par des
protéines ou de I’ARN), ce dernier ne conduira pas a un bon résultat dans les étapes
suivantes de son analyse par PCR. Donc Il est indispensable de procéder a une

réextraction de la pelote de I’ADN afin d’obtenir la pureté souhaitée.

Dans notre étude, nous avons procédé a un dosage de I’ADN et préparé une dilution de

travail de 100ug/ml.
- Evaluation de la qualité d’ADN extrait

La qualit¢ de ’ADN peut étre vérifiée par un contrdle de taille des molécules d’ADN
par électrophorése sur gel d’agarose 0,8% exposé a une tension d’un courant électrique

de 100 volt pendant 2h. Cette analyse permet également d'observer 1’éventuelle

27

—
| —



Patients et méthodes

dégradation de I'ADN survenue au cours de I'extraction (Bienvenu et al., 1999). L’ADN

génomique doit donc étre manipulé en évitant toute action mécanique violente.
- Conservation des ADNs purifies

Dans une boite identifié¢e « ADN CCR » pour cancers colorectaux, les tubes d’ADN
sont rangés et classés selon le numéro et la date du premier échantillon jusqu’au dernier.

IIs sont conservés a + 4°C jusqu'a utilisation (moins de 6 mois).

Les dilutions de travail (100pug/ml) de notre ADN purifiés sont conservés a +4°C dans

une boite identifiée, « ADNSs dilués ».
Amplification par PCR de I’exon 1 du géne MLH1

La technique PCR (ou encore ACP pour Amplifi cation en Chaine par Polymérase), est
une technique de réplication ciblée in vitro (K.Mullis en 1985, Prix Nobel 1993).

L’amplification de séquences d'ADN a partir d'un échantillon complexe est réalisée par

une série de réactions de réplication de matrice d’ADN double brin.
» Préparation des PCR :
- Amorces utilisées pour le gene MLH1 :

Pour I’amplification de gene MLH1, les amorces que nous avons utilisé (Tableau 2) sont
commandées dessalées a la concentration de 100 uM (Invitrogen, et Biomatik) .Elles

sont conservées a -20°C.

Tableau 2 : Séquences des amorces et tailles d’amplimers du géne MLH1

Nom Séquence 5°-3’ Taille produit (pb)

MLH1-exonlF GGG AGG GAC GAA GAG ACC 373
MLH1-exonlR GCC CGT TAAGTC GTAGCC

> Reéalisation pratique de PCR de géne MLH1
Le tableau 3 résume I’ensemble des compositions pour la préparation du milieu

réactionnel des PCR.
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Tableau 3 : Composition du milieu réactionnel des PCR.

Prodt Fnale | tube
H>0O (Eau ultrapure) 10.4
Tampon 10X 1x 2.5
MgClz 25mM 1,5mM 1.5
DNTPs 10mM, 2.5 mM chaque (Applied Biosystems) 200uM 2
Taq polymerase 0,625U/ul 0,125
Am. F 5puM 0.6uM 3
Am. R 5uM 0.6uM 3
ADN 100pg/ml 250ng 25

Le programme sur le thermocycleur (Ref. Applied Biosystems Gene Amp PCR System

9700) donne la succession des étapes d’amplification (Figure 18).

10 min 1 min
— Dénaturation initiale _ Dénaturation
94°C 94°C 1 min
4 min gy 1 min
Stockage _ Elongation finale _ Elongation— Hybridation

10°C 72°C 72°C 50°C

30 cycles

¥ Rampe de la vitesse de montée en température : 15 %

Figure 18 : Programme PCR du gene MLH1

» Controle de la qualité et évaluation de la quantité de produits de PCR sur

gel d’agarose

Le contrdle de la qualité de I'ADN amplifié par migration se fait sur gel d'agarose a 2 %
(électrophorése sur cuve horizontale). La quantification de sa taille est estimée a partir

de la comparaison avec un marqueur de taille de type ladder 100pb.
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- Préparation des gels d’agarose et migration

Pour 100 ml de Tris-Borate-EDTA (TBE) 1X + 2ul de Bromure d’Ethidium (BET)
10mg/ml on pese 2g d’agarose (EUROMEDEX type D5).

Déposés 3 pl de chaque amplicon sur le gel d'agarose + 3ul de tampon de dép6t (Bleu

de bromophénol) par puits et 5 ul de marqueur de poids moléculaire 100 pb.

L’¢électrophorése est réalisée a 120 Volts pendant 45 minutes dans du tampon TBE 1X.

L13395) L7(257) L1 447)
L2(171)] LY225) L1 229) L 223)

Em—i>
Sy NN am— =

Figure 19 : Profil de migration (sur un gel d’agarose a 2%) des amplicons de I’exon1 avec
d’autres exons de MLH1, résultats d’amplification de la plaque PCR du meme patient

(M :marqueur de tallles, Ln (taille de 'amplicon en pb ou n est numero de I'exon ).
2.2.Purification du produit de PCR par le kit Qiagene

Un coffret de différents Kits est utilisé pour purifier le produit de PCR obtenu apres
amplification, des exces d’amorces et de nucléotides et des sels et d’autres impuretés.
Ce coffret contient des flacons de solutions (EB, PE, PB et des tubes avec colonnes)
préts a emploi apres ajout de I’éthanol pour certains :
PE : 24 ml éthanol a ajouter
PB : 120 pl indicateur OH (rouge)
Dans le tube a colonne :

e Mettre 50 pl P de PCR centre de tube

e Ajouter 250 pl de PB

e Centrifugation 1 min a 1300 t/m

e Jeter le produit élu dans le tube

e Ajouter 750 ul de PE

e Centrifugation a 1300 t/m 30 a 60 s (Centrifugation deux fois)

e Placer la colonne dans un tube eppendorf propre de 1.5 ml + 50 ul de EB et

centrifugé a 1300

La solution éluée se conserve au congélateur jusqu’a utilisation.
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Séquencage

Le séquencage des geénes consiste a déterminer 1’ordre dans lequel les nucléotides sont
incorporés dans une séquence d’ADN. La méthode la plus fréquemment utilisée pour ce
fait a été illustrée par Fred Sanger (1970). Les nucléotides sont liés les uns aux autres
par des liaisons phosphodiester qui se forment entre le groupement OH en position C3’
du ribose du premier nucléotide et le groupement phosphate en position C5’du ribose du
deuxieme nucléotide. La méthode de séquencage de Sanger utilise des nucléotides
didésoxyribonucléotides (ddNTP) qui ont un atome d’hydrogéne au lieu du groupement
OH sur le carbone 3' du ribose. L’allongement du brin d’ADN s’arréte donc au niveau
ddNTP incorporé, d’ou terminaison de la synthése de I’ADN (Sedivcova et al., 2013).
Ces ddNTP sont marqués chacun par un fluorochrome spécifique. Quatre types
différents de fluorochromes qui émettent aprés excitation par un faisceau laser des
fluorescences de couleurs différentes. Chacune de ces couleurs physiques est convertie
en une couleur informatique par un logiciel dédié au traitement de ces différentes
fluorescences (Brandis, 1999).

Un kit BigDye terminator v1.1 cycle sequencing. (Applied Biosystem Ref 4337457) est
utilisé dans cette réaction qui permet l'amplification de chacun des brins des exons
étudiés separément en utilisant pour chaque exon, une fois I'amorce F (forward) et une
autre fois I'amorce R (reverse). Ces brins sont placés dans des puits différents de la

plaque et sont mis dans le thermocycleur suivant le programme adapté a cette étape.
1.3. Réaction de séquence :

Toute expérience de sequencage est soumise a des conditions de travail strict et a des
précautions de manipulation a respecter.

Dans la 1% partie du travail, la préparation du Mix est réalisée dans une chambre « pré-
PCR » dans des conditions de stérilité, selon le protocole suivant :

- 13,4ul d’eau

- 2,6 yl Mix Bigdye

- 16ul de mix dans chaque puits sont distribués + 2 ul d’amorce a SuM

La 2°™ partie du travail est effectuée dans une autre chambre « Piéce PCR » :

- La plaque recouverte d’un film autocollant est brievement centrifugée

- 2 pl de produit PCR purifié et dilué sont ajoutés dans chacun des puits de la plague.

La plague est mise au thermocycler.
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Programme thermocycler

- 96°C 30 sec

- 96°C 20 sec

- 50°C5se 30cycles.
- 60°C 4 min

- 4° Cinfini

A la fin de ces étapes, les deux brins d’ADN amplifiés en présence des chromophores

sont soumis a une 2°™ étape de purification de sequence selon le principe ci-dessous.
1.4. Purification des produits de séguence

Cette procédure élimine les nucléotides et les amorces en excés qui ne sont pas
incorporés dans la réaction ainsi que les sels. Cette étape est nécessaire pour obtenir un
échantillon pur pour un bon séquencage. Une purification des réactions des séquences
est effectuée a l'aide de colonnes de gel d’exclusion d'une résine superfine, gel

sephadexe G50.

La colonne de gel sephadexe G50 est constituée de billes perforées dont les trous ont un
diametre déterminé (de 20 a 50 um). Les petites particules de diamétre inférieur a ceux-
ci entrent et sont piégées. A I'inverse, les grosses particules vont passer autour et étre

éluées tres rapidement (Annexe V1 protocole).
1.5. Electrophorése capillaire :

Les produits de séquence purifiés sont analysés sur un séquenceur ABI Prism 3130XL
(Applied Biosystem). Une électrophorése capillaire en conditions dénaturantes va
séparer les fragments d’ADN synthétisés en fonction de leur taille. L’enregistrement et
I’analyse spectrale de la fluorescence spécifique du ddNTP permettra alors la
cartographie de la base correspondante et de déterminer la séquence nucléotidique du

brin matrice.
» Analyses des séquences obtenues

Les données brutes sont stockées sur une unité informatique associée au systeme
séquenceur et analysées par un logiciel (Applied Biosystems). L’analyse et
I’interprétation des résultats du séquengage passent par les étapes suivantes :

1) Vérifier la qualité des sequences ;

2) Alignement des séquences sur une référence et corrections ;
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3) Impression des graphes aprés corrections ;

4) Les graphes et les alignements sont placés dans le dossier-papier du patient ;

5) Les variations identifiées issues de la comparaison aux séquences de référence
utilisées sont classées selon le type de chaque mutation entre polymorphismes,
mutations pathogenes ou encore des variations de signification inconnue.

1.6. Bio-informatique

Les numéros d'acces aux bases de données internationales pour les séquences de
référence sont énumeérés comme suit (gene, transcrit, protéine) : MLH1 (AC011816.17,
NM_000249.2, NP_000240.1).

1.7. Statistique

Certains de nos résultats sont traités par des statistiques descriptives : calcul de la

moyenne arithmétique, de 1’écart type et les pourcentages.
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Résultats et discussion

1. Répartition des patients selon le sexe
La population des patients atteints de CCR regroupe 16 sujets appartenant a 16 familles
algériennes non apparentées répartis entre (figure 20) :

» 10 sujets de sexe masculin soit (62 %)

> 6 sujets de sexe féminin soit (38 %)

wl hammes wl fommes

Figure 20 : Répartition des patients selon le sexe
D’apres notre résultat la répartition des sujets malades ayant un syndrome de Lynch
selon le sexe présente une différence entre les deux sexes 62% hommes contre 38%
femmes, avec une prédominance masculine soit un sexe ratio de 1,63. ces résultats
rejoignent la pluparts des études antérieures qui ont rapporté la prédominance masculine
(hamdi cherif et al., 2014 ; mohame et al., 2018), cependant dans d’autres études, il a
été observé que I’atteinte par cette maladie est similaire pour les deux sexes jusqu’a 60

ans (meddah et al., 2009).

2. Répartition des patients selon I’age de diagnostic
Nous avons classé nos patients en tranches d’age de 10 ans. Nos résultats sont présentés

dans le graphique de la figure 21.

hommes = femmes

31,25%
+[ 25%

12,50%

. |i25%
-

20-29 30-39
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Figure 21 : répartition des patients selon le sexe et I’Age de diagnostic

Les résultats obtenus dans la figure 21 montrent que 1’dge moyen de la survenue du
CCR parmi nos cas probants est de 45 avec les deux extrémes entre 28 et 69 ans. Le
syndrome de Lynch étant caractérisé par une atteinte précoce du cancer. Notre
population d’études est jeune avec des personnes de moins de 50 ans représentant
environ 75% des cas avec une prédominance masculine. Ce constat a été rapporté par un
certain nombre d’études sur le SL dans plusieurs groupes ethniques de sorte que 1’age
médian des patients ne dépasse pas 40ans (lynch et al., 2008 ; moussa et al., 2011),
alors que le CCR est trés rare avant 1’age de 50 ans par rapport aux personnes de plus de
50 ans (rougier, 2004 ; allem, 2014).

D’aprés notre enquéte, 18,75 % des cas ont présenté ce cancer avant 40 ans pour les
deux sexes, une nette augmentation est observé dans la tranche d’age 40 a 49 ans avec
une prédominance masculin (31%), une absence des hommes entre 50 et 59 ans,

cependant aprés 60 ans nous n’avons que des cas masculin (18,75%).
3. Répartition des patients selon la localisation de la tumeur

La figure 22 montre la distribution des individus cancéreux selon la localisation de la

tumeur.

B colon droite M coOlon gauche colon sigmoide rectum

Figure 22 : Répartition des patients selon la localisation de la tumeur
Concernant la localisation de ce type de cancer, nos résultats montrent que le rectum est
le site tumoral le plus fréquent, il touche 44% des cas, suivi par 25% pour les deux
cblons droit et gauche également, le cdlon sigmoide ne figure que dans 6% des cas. On
peut donc conclure que le rectum est le plus affecté par le cancer chez les deux sexes en

accord avec plusieurs études (Sedkaoui, 2015) et (Housse et al., 2015).
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Nos résultats montrent un accord entre la fréquence du cancer du c6lon gauche et droit,
alors que, les résultats du (Meddah et al., 2009) et les travaux de (Fabre et al., 2000 ;
Jandova et al., 2015) montrent que I’incidence du cancer du colon distale descendant est
supérieure a celle du cancer du coélon ascendant, inversement aux résultats du (Davies et
al., 2005 ; Arriba et al., 2016 ; Bouguenouch et al., 2016) qui ont montré que les CCR
dans le SL ont tendance a avoir une localisation proximale avec une prédominance du

colon droit.
4. Répartition des patients selon le stade d’évolution de la tumeur

Les stades de la tumeur ont été donnés selon la classification TNM, qui distingue quatre
stades notés de | a IV (Edge et Compton, 2010 ; Scoazec et Sabourin, 2010). Pour la

classification, nous n’avons obtenu les informations de 15 patients parmi les 16. La

distribution de nos patients selon ces stades est illustrée dans la figure 23.

Figure 23 : Répartition des patients selon le stade d’évolution de la tumeur

D’aprées notre résultat, la population étudiée présente une prédominance du stade Il
avec une fréquence de 53,30% suivi du stade Il et du stade IV a méme pourcentage de

20 % et enfin le stade | par 6,70%, aucun de nos patients n’appartient au stade 0.

Ces resultats sont proches a ceux obtenus par (Oukkal et Bouzid, 2006) et ceux
retrouvés par (Meddah et al., 2009) (Ziada et al.,2016).

Inversement a nos résultats, les études de (Chan et al., 2010) montrent que la proportion
des malades CCR présentant les stades | et 11 est plus fréquente avec une fréquence de
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55,4% que celle des stades III et IV qui présente 44,6%. Ces résultats s’expliquent par

les causes suivantes :

>

>

Les patients arrivent dans les centres cliniques a un stade tardif en raison de
I’absence de signes généraux de maladies, de négligence, de manque de
motivation, d’absence de douleur et de peur du résultat et d’informations

insuffisantes.

Apparition précoce du syndrome de lynch, dont le risque plus important est
associé a une accélération du séquencage de I’adénome carcinoide plus qu’a
I’apparition de la cancérogenése (Lynch et chapelle, 1999). Dans le syndrome de
lynch, un adénome peut évoluer en adénocarcinome en 2 & 3 ans, contre 8 a 10

ans chez toute personne de la population générale (Grady et Carrethers, 2008).

Les patients qui ne respectent pas une surveillance réguliére augmentent le

risque de récidive.

Il n’y a pas de compagnie médicale et sociale de dépistage et de prévention.

Le taux de survie relative a 5 ans apres le diagnostic varie en fonction de la

classification TNM : 94 % pour les cancers diagnostiqués au stade I ; 80 % au stade Il ;
47 % au stade 111 et 5 % au stade IV (Grosclaude et al., 2013).

5. Répartition des patients selon les critéres d’Amsterdam et de Bethesda

Dans notre travail, nous avons classé les patients ayant le cancer colorectal selon les

informations généalogiques obtenues par questionnaire en des patients répondant aux

critéres d’ Amsterdam I/II ou de Bethesda.

Il est a noter que ces critéres de reconnaissance de syndrome de lynch ne sont pas

considérés dans la pratique clinique en raison de leur rareté chez les patients atteints de

CCR. Nous avons réparti nos patients selon ces criteres en trois groupes (figure 24) :

>

>

>

Patients répondants aux critéres d’ Amsterdam.
Patients répondants aux criteres de Bethesda avec des antécédents

Patients répondants aux criteres de Bethesda sans antécédents
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\‘

Amsterdame ¥ Bethesda avec anticedent m Bethesda sans anticedent

Figure 24 : répartition des patients selon les critéres d’Amsterdam et de Bethesda

D’aprés nos résultats, les critéres d’Amsterdam 1 / II sont présents chez 37% de nos
famille ayant un syndrome de lynch, et cette fréquence est cohérente avec les travaux de
(Moussa et al., 2011). En revanche, cette fréquence est supérieure a ce qui a été trouvé

dans autre étude de (Ziada et al., 2016) avec 15% des cas.

Les critéres de Bethesda représentent la majeure partie de notre population d’étude avec
une fréquence de 63%, réparti en 38% sans antécédents et 25% avec antécédent. Ces
résultats sont corroborés avec les travaux de (Hampel et al., 2008) (72%) et (Zahary et
al., 2012) (100%), aussi 58,1% chez les résultats de (Moussa et al., 2011).

Il ne faut pas se limiter aux seuls critéres d’Amsterdam pour accéder a une consultation
d’oncogénétique car ces critéres sont peu sensibles et un grand nombre de porteurs de
mutations des genes MMR ne répondent pas toujours a ces critéeres (Olschwang et
Eisinger, 2005). Les critéres de Bethesda 1 et 2 permettent d’identifier les famille a
risque et de mutation du géne MMR (Carneiro da Silva et al., 2015). Cela peut étre
recommandé dans un test d’instabilité de microsatellite sur des échantillons de cancer
colorectal. Pour identifier les familles a risque de SL, les criteres de Bethesda sont plus
sensibles que les critéres d’Amsterdam mais ne sont pas spécifiques car le MSI n’est
présent que dans 15% des tumeurs sporadique. Tout patient répondant aux critéres

d’Amsterdam ou Bethesda doit subir un test génétique pour confirmation (INca 2011).

Dans la partie suivante sont présentés les pedigrees de 6 familles (cas index +

apparentés ayant un SL et qui répondent aux critéres d’Amsterdam I ou I :
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Figure 27 : Arbre généalogique de la famille F3 porteuse de SL
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Figure 28 : Arbre généalogique de la famille F4 porteuse le SL
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Figure 29 : Arbre généalogique de la famille F5 porteuse le SL
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Figure 30 : Arbre généalogique de la famille F10 porteuse le SL
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Nous avons observé six familles dans notre étude qui répondaient aux critéres
d’Amsterdam avec histoire de famille d’aprés les arbres généalogiques de ces six
familles (F1, F2, F3, F4, F5, F10) on constate que la transmission de ces cancers se fait

selon le mode autosomique dominant avec une pénétration incomplete (tableau 4).

Tableau 4 : Analyses des arbres généalogiques

La famille Criteres de Le cas index L’age de Nombre de
reconnaissance diagnostic sujets atteints
dans la famille
F1 Amsterdam 1 1 44 3
F2 Amsterdam 11 1 48 2
F3 Amsterdam 11 114 44 4
F4 Amsterdam 11 13 61 1
F5 Amsterdam 1 118 46 4
F10 Amsterdam | 15 56 8

6. Le polymorphisme c.-93G> A (rs 1800734)

Le polymorphisme ¢.-93G> A sur le promoteur du gene MLH1 (rs1800734) a été
détecté au niveau de deux patientes SL dans notre population d’étude, dans deux sujets,
sans antécédents familiaux appartenant aux criteres de Bethesda : la F2 et F8 ces deux
patients sont de sexe féminin. La F6 présente un cancer du cblon droit, et l'autre, la F8
avec un cancer du rectum. Allan et al., (2008) ont décrit une relation significative entre
les homozygotes pour ce polymorphisme et I’incidence de cancer du célon proximal.
Aussi (Santibanez Koref et al., 2010), (Tomlinson et al., 2012) (Ma et al., 2014) ont
montré que ce SNP est connu pour étre associé a un risque accru de CCR. ce
polymorphisme est lié au CCR en présence de MSI-H (Campbell et al., 2009 ; Whiffin
etal., 2011).

La maladie maligne s’est révélée avant 1’age de 30 ans chez les deux patientes ce qui
nous laisse supposer que ce polymorphisme est associé a I’apparition précoce de cancer

chez les porteurs.

Pour la malade F8 et suite a des analyses génétiques antérieures de séquencage direct
des génes de réparation MLH1,MSH2 et MSH6 puis 1’étude des grands réarrangements

par MLPA de ces génes ainsi que le gene epCAm ne donnaient aucune mutation
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pathogéne , cependant, sur son géne MLH1, le variant c* 162_*165delGATT situé sur
l'extrémité 3’ a été identifié. La patiente F2, avec cancer du c6lon droit, est porteuse de
la grosse délétion sur MSH6, c.1 -?260 + del (Ziada et al.,) et qui porte également
I’autre polymorphisme, ¢-118C>T sur le promoteur MSH2. Ce dernier a été décrit
également dans de nombreuse études, associé au risque de CCR (Mrkonijic et al., 2007),
et autres cancers(Srivastava et al., 2010), (Lo et al., 2011) (Xiao et al., 2012).

le polymorphisme est localisé au milieu du promoteur du géne MLH1 dans une région
régulatrice d'activité transcriptionnelle maximale, qui peut affecter le taux de la
transcription par réduction transcriptionnelle ou par silencing (Allan et al., 2008). Ainsi
cette mutation pourrait s'expliquer par une perte somatique d'expression de la protéine
MLH21 qui survient apres I’hyperméthylation des ilots CpG (Mrkonjic et al., 2010).
D’aprés (Chen et al., 2007 ; Whiffin et al.,, 2011) il y’a une relations entre le
polymorphisme ¢.-93G> et I'nyperméthylation du promoteur MLH1 dans le CCR et de

I'endométre.

Cette découverte a eu un grand retentissement des études sur de nombreux groupes
ethniques ont évalué I'association de ce polymorphisme rs1800734 avec différents types
de cancers, autres que le CCR et le cancer de I'endometre (Poplawski et al., 2015). Ces
travaux suggerent que ce polymorphisme pourrait contribuer a I'étiologie du cancer
gastrique (Niu et al., 2015), de I' ovaire (Harley et al., 2008) du poumon primaire, en
particulier chez les non-fumeurs(Lo et al., 2011 ; Slovakova et al., 2015). Alors que Zhi
et al.(2012) a comfirmé qu’il n’existe aucune association entre ce SNP et le cancer de

la vessie.
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L’identification des genes prédisposant & des maladies complexes comme le

cancer est un enjeu majeur pour la génétique.

Le syndrome de lynch a été reconnu comme étant impliqué dans un grand nombre de

cancer, en particulier le cancer colorectal.

Notre travail avait pour objectif de déterminer 1’association de CCR héréditaire sans
polypose avec le polymorphisme c. -93G> A (rs1800734) du gene MLH1 Pour cela,
nous avons réalise une étude comprenant 16 cas CCR, les résultats obtenus montrent
que I’incidence du cancer colorectal augmente avec I’age chez les deux sexes avec une
prédominance masculin (62 %). L’age moyen de notre population est de 45 ans, avec

des extrémes allant de 28 a 68 ans.

Les critéres d’Amsterdam I / II sont présents chez 37% de nos famille ayant un
syndrome de lynch .Cependant ceux de Bethesda représentent la majeure partie de notre
population d’étude avec une fréquence de 63%, réparti en 38% sans antécédents et 25%

avec antécédents familiaux.

Concernant le siege de la tumeur, une fréquence plus élevée au niveau du rectum par
rapport aux autres parties du colon ; une prédominance de stade Il par rapport aux

autres stades ; ceci peut étre expliqué par un diagnostic qui est souvent tardif.

Le SNP c.-93G> A a été détecté chez deux patientes de SL dans notre population
d’étude, a un age précoce moins de 30 ans. Ces deux patientes appartenant a deux
familles différentes sans antécédents familiaux dont 1’une porte une mutation pathogéne

sur le géne de réparation MSH6.

A partir de ces données, on peut constater la probable implication de ce polymorphisme
dans le risque de survenue de CCR. Il s’avere que toute modification au niveau d'un
promoteur potentialise la régression de I'expression du géne considéré, voire éteindre

cette expression.

Notre étude a été confrontée a plusieurs limites et contraintes techniques parmi
lesquelles la taille réduite de notre échantillon, le manque de données épidémiologiques
pour plusieurs sujets, les difficultés rencontrées lors de la reéalisation de la PCR ainsi

que le peu du temps réservé a la réalisation de cette partie.
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Néanmoins, dans I’avenir il serait mieux, pour avoir des résultats concluants, d’élargir
le nombre de la population d’étude entre deux groupes des patients et des témoins. Cela
ouvre des perspectives en matiere de détection de nouveaux marqueurs génétiques, afin

d’établir une stratégie de dépistage et de prévention de ce type de cancer.
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Annexe |

Classification selon TNM du cancer colorectal (AJCC 7éme édition 2010).

Tumeur primitive (T)

TX Impossible d’évaluer la tumeur primitive.

TO Aucun signe de tumeur.
Carcinome in situ — tumeur limitée au revétement interne

Tis (épithélium) ou a la couche de tissu conjonctif (lamina
propria) de la muqueuse du c6lon ou du rectum.

T1 Tumeur envahissant la sous-muqueuse.

T2 Tumeur envahissant la musculeuse (couche musculaire).

T3 Tumeur envahissant la couche appelée sous-séreuse, qui se
trouve entre la musculeuse et la séreuse, ou bien le tissu
entourant le c6lon ou le rectum.
Tumeur envahissant directement d'autres organes ou
structures ou qui passe a travers (perfore) la membrane qui
recouvre l'extérieur des organes (péritoine viscéral).
T4a — tumeur qui perfore le péritoine viscéral

T4

T4b — tumeur qui envahit directement d'autres organes ou
structures, dont d'autres segments du colon ou du rectum par
la séreuse (envahissement du colon sigmoide par un
carcinome du caecum).

Ganglions lymphatiques régionaux (N)

NX Impossible d’évaluer les ganglions lymphatiques régionaux.

NO Absence de métastases dans les ganglions lymphatiques
régionaux.
Présence de métastases dans 1 a 3 ganglions lymphatiques
régionaux.

N1 Nla — métastases dans 1 ganglion lymphatique régional

N1b — métastases dans 2 a 3 ganglions lymphatiques
régionaux

N1c — nids de cellules cancéreuses (satellites) dans les zones
de drainage lymphatique de la sous-séreuse ou dans le tissu
qui entoure le c6lon ou le rectum sans métastases dans les
ganglions lymphatiques régionaux.

Présence de métastases dans au moins 4 ganglions
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N2

lymphatiques régionaux.

N2a — métastases dans 4 a 6 ganglions lymphatiques
régionaux.

N2b — métastases dans au moins 7 ganglions lymphatiques
régionaux.

Métastases a distance (M)

MO Absence de métastases a distance
Présence de métastases a distance
M1 M1la — métastases limitées a 1 organe (foie, poumon ou ovaire
par exemple) ou a un ou plusieurs ganglions lymphatiques non
régionaux
M1b — métastases dans plus de 1 organe ou dans le péritoine
Annexe |1

Les stades du cancer colorectal selon la 8éme édition TNM (AJCC / UICC)

Stade TNM
T N M
O Tis NO MO
I T1, T2 NO MO
I T3, T4 NO MO
HA T3 NO MO
1B T4a NO MO
IC T4b NO MO
i Quel que soit T N1, N2 MO
A T1, T2 N1 MO
T1 N2a
T3, T4a N1
1B T2, T3 N2a MO
T1, T2 N2b
T4a N2a
nc T3, Tda N2b MO
T4b N1, N2
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IVA Quel que soit T Quel que soit N Mla

IVB Quel que soit T Quel que soit N M1b

Annexe 111

Criteres d’Amsterdam établis par I'International Collaborative Group (ICG-SL)

Critéres d’Amsterdam I (vasen et al., 1991)

Une famille comportant au moins 3 parents atteints de CCR histologiquement
(spectre étroit du SL) prouve et présentant tous les criteres suivants :

e L’un des parents atteints est apparenté au 1° degré avec les deux autres.
e Au moins deux générations successives sont atteintes
e Au moins un des diagnostics de CCR est porté avant 1’age de 50 ans.

e Une polypose adénomateuse familiale doit étre exclue.

Critéres d’Amsterdam II (vasen et al., 1999)

e Cancers colorectaux ou du « spectre étroit » du syndrome HNPCC (endométre,
urothélium, intestin gréle) diagnostiqués chez au moins 3 apparentés.

e Un individu atteint apparenté au premier degré aux 2 autres
e Au moins 2 générations successives atteinte
e Diagnostic a un age inférieur a 50 ans chez au moins un des sujets atteints

e Exclusion du diagnostic de polypose adénomateuse

Annexe IV

Les critéres de Bethesda impliqguant dans le syndrome de Lynch.

Criteres de Bethesda | (Rodriguez-Bigas et al., 1997)

e Cancer diagnostiqué chez un individu issu d’une famille « validant » les critéres
d’ Amsterdam

e Cancer colorectal diagnostiqué chez un individu avec antécédent personnel de
cancer colorectal ou du spectre HNPCC, synchrone ou métachrone, quels que soient
les &ges au diagnostic.

e Cancer colorectal diagnostiqué chez un individu ayant au moins un apparenté au
premier degré atteint d’un cancer du spectre HNPCC diagnostiqué a un age inférieur a
50 ans ou d’adénome colorectal diagnostiqué a un age inférieur a 40 ans.

e Cancer colorectal ou cancer de I’endomeétre diagnostiqué a un age inférieur a 45
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ans.

e Cancer du colon « proximal », d’architecture « médullaire/cribriforme »
diagnostiqué a un age inférieur a 45 ans.

e Cancer colorectal avec cellules de type « signet-ring » diagnostiqué a un age
inférieur a 45 ans.

e Adénome colorectal diagnostiqué a un age inférieur a 40 ans.

e Cancer colorectal diagnostiqué chez un individu ayant au moins 2 apparentés au
premier ou au deuxiéme degré atteint d’un cancer du spectre HNPCC quels que soient
les &ges au diagnostic.

Critéeres de Bethesda révisées (umer et al., 2004)

e Cancer colorectal diagnostiqué a un age inférieur a 50 ans

e Cancer colorectal diagnostiqué chez un individu avec antécédent personnel de
cancer colorectal ou du spectre HNPCC, synchrone ou métachrone, quels que soient
les &ges au diagnostic

e Cancer colorectal avec caractéristiques anatomopathologiques évocatrices (faible
degré de différenciation, architecture de type « médullaire/cribriforme », infiltration
lymphocytaire dense du stroma tumoral) diagnostiqué a un age inférieur a 60 ans.

e Cancer colorectal diagnostiqué chez un individu ayant au moins un apparenté au
premier degré atteint d’un cancer du spectre HNPCC diagnostiqué a un age inférieur a
50 ans

e Cancer colorectal diagnostiqué chez un individu ayant au moins 2 apparentés au
premier ou au deuxieme degré atteint d’un cancer du spectre HNPCC quels que soient
les &ges au diagnostic.

Annexes V
Les étapes de I'extraction de I'ADN :
1- Préparation des leucocytes

e Dans un tube Falcon de 50 ml, mettre le sang total (7-10 ml) et compléter a 45

ml avec du TE 20 :5. Laisser 10 min dans la glace.
e Centrifuger 15 min a 3900 g (3900 rpm).

e Déverser le surnageant prudemment afin de garder le culot leucocytaire précipité
au fond de tube.
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e Rajouter le TE 20:5 au culot jusqu’a 25-30 ml, agiter pour le remettre en

suspension et laisser 10 min dans la glace.
e Centrifuger dans les mémes conditions précédentes.g

e Déverser le surnageant : obtention d’un culot de leucocytes. (Si on s’arréte a ce
niveau, les mettre dans un tube nunc de 1.5 ml avec du TE 10 :1 et les conserver

a -20°C dans un congélateur).
2- Extraction de ’ADN
o Décongeler les leucocytes.
e Centrifuger pendant 15 min a 3900 rpm.

o Dilacérer le culot de leucocytes soigneusement afin de les prendre complétement

et les mettre dans un tube Falcon conique de 15 ml.

e Ajouter 3 ml de tampon de lyse (NaCl 400 mM,EDTA 2mM,Tris 10mM,PH
8.2)

e Ajouter 200 pL de SDS a 10% (100 g SDS + 1000 ml H20).

e Ajouter 100 puL de protéinase K a 10 mg / ml. Dans I’étuve,Agiter le tube sur
une roue rotative a 37°C pendant une nuit. Le lendemain ; refroidir dans la

glace.
e Ajouter 1 ml de NaCl 4 M et agiter rigoureusement a la main.
e Remettre 5 min dans la glace (précipitation des protéines).
e Centrifuger 15 min a 2500 rpm.

e Transvaser le surnageant dans un tube Falcon de 50 ml , ajouter 2 fois son
volume d’éthanol absolu (100%) préalablement refroidi et agiter en tournant le
tube plusieurs fois : la formation de la méduse visible a ’ceil nu . (laisser

éventuellement 30 min a —20°C si la pelote d’ADN ne se forme pas).

e Récupérer la pelote d’ADN par une pipette pasteur et la rincer 2 fois dans

I’éthanol a 70% dans un tube nunc (eppendorf) stérile.

59

—
| —



3-Solubilisation de ’ADN :

e [’ADN est réhydraté en ajoutant entre 300 et 1000 pL. de TE 10 :1 selon la

grosseur de la pelote et la concentration souhaitée.

e Laisser une nuit sur agitateur rotateur a 37°C, puis a température ambiante

jusqu’a dissolution compléte (de 1 jusqu’a 3 jour).
Annexe VI
Les étapes de la G50
Mode opératoire :
Préparer la plaque de purification :
- Déposer la résine Sephadex G50 dans chaque puit (45ul) du chargeur de colonne ;
- Retirer I’exceés de résine avec la raclette

- Placer la plaque MultiScreen HV a I’envers sur le chargeur jusqu’au butoir et

retourner 1’ensemble
- Taper sur le chargeur pour évacuer la résine vers la plaque
- Placer la plaque MultiScreen HV sur une plaque de microtitration
- Ajouter 290 pl d’eau ultrapure dans chaque puit
- Remettre le couvercle et laisser gonfler 2 heures a température ambiante
A ce stade les plaques peuvent étre conservées a 4°C 2 jours.
Procéder a la purification :

- Centrifuger a 2450 tours/min pendant 5 min (a 18°C) I’ensemble du montage pour

¢liminer ’eau et compacter les mini colonnes.
- Vider la plaque de microtitration
- Transférer délicatement les produits PCR au centre des colonnes sans toucher le gel.
- Centrifuger a 2450 tours/min pendant 5 min a 18°C

- Transférer le produit purifié sur une plague adaptée a I’appareil du séquengage
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Résumé

Le cancer colorectal héréditaire sans polyposique (HNPCC) ou syndrome de lynch
(SL), représente la forme héréditaire la plus fréquente de tous les CCRs avec un mode
de transmission autosomique dominant. Ce syndrome se caractérise par le
développement du CCR, mais également d'autres tumeurs en particulier celui de
I'endomeétre. Le SL est d0 a des mutations constitutionnelles affectant les genes du
systeme de réparation des mésappariements (MMR), dont MSH2 et MLH1 sont les plus
touchés. Certains polymorphismes dans les promoteurs de ces genes semblent avoir une

liaison avec un risque élevée de cette pathologie.

L’objectif notre travail est de détecter le polymorphisme -93A>G sur le promoteur de
MLH21 pour évaluer son association avec le risque de CCR chez des familles SL de I’Est

algérien.

Nous avons effectué une démarche statistique comportant les caractéristiques cliniques,
généalogiques et moléculaire dans 16 familles répondant aux critéres d’Amsterdam et de
Bethesda. L’analyse moléculaire a été réalisée par séquencage direct de 1’exon 1 de

MLHZ1 et les parties introniques adjacentes.

L’age moyen de I’atteinte est 45 ans avec prédominance masculine (62%). Ainsi qu’une
fréquence élevée de I'atteinte maligne du rectum (44%) par rapport aux autres parties du
colon et une prédominance de stade Il de la tumeur. Les critéres d’Amsterdam I / 1I
sont présents chez 37% de nos famille ayant un SL. Le SNP c.-93G> A a été detecté
chez deux patientes Bethesda dans notre série d’étude, a un age précoce moins de 30

ans.

L’implication probable de ce polymorphisme dans le risque de survenue de CCR ne
peut étre confirmée qu’en continuité de ce travail dans I'avenir afin d'étudier une cohorte
de plus grand effectif de sujets. Cela ouvre des perspectives en matiére d’établir une

stratégie de dépistage et de prévention de ce type de cancer.
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Abstract

Hereditary non-polypotic colorectal cancer (HNPCC) or lynch syndrome (SL),
represents the most common hereditary form of all CRCs with an autosomal dominant
mode of transmission. This syndrome is characterized by the development of CRC, but
also other tumors, in particular that of the endometrium. SL is caused by constitutional
mutations in the mismatch repair system (MMR) genes, of which MSH2 and MLH1 are
most affected. Certain polymorphisms in the promoters of these genes seem to have a

link with a high risk of this pathology.

The objective of our work is to detect the -93A> G polymorphism on the MLH1
promoter to assess its association with the risk of CRC in SL families from eastern of

Algeria.

We performed a statistical approach including clinical, genealogical and molecular
characteristics in 16 families meeting the Amsterdam and Bethesda criteria. Molecular
analysis was performed by direct sequencing of exon 1 of MLH1 and adjacent intron

moieties.

The average age of the attack is 45 years, predominantly male (62%). As well as a high
frequency of malignant involvement of the rectum (44%) compared to other parts of the
colon and a predominance of stage 11l tumor. The Amsterdam | / Il criteria are present
in 37% of our families with SL. The c-93G> A SNP was detected in two Bethesda

patients in our study series, at an early age less than 30 years.

The probable implication of this polymorphism in the risk of occurrence of CRC can
only be confirmed by continuing this work in the future in order to study a cohort with a
larger number of subjects. This opens up prospects for establishing a screening and

prevention strategy for this type of cancer.
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Le cancer colorectal héréditaire sans polyposique (HNPCC) ou syndrome de lynch (SL),
représente la forme héréditaire la plus fréquente de tous les CCRs avec un mode de
transmission autosomique dominant. Ce syndrome se caractérise par le développement du
CCR, mais également d'autres tumeurs en particulier celui de I'endometre. Le SL est dd a des
mutations constitutionnelles affectant les genes du systtme de réparation des
mésappariements (MMR), dont MSH2 et MLH1 sont les plus touchés. Certains
polymorphismes dans les promoteurs de ces genes semblent avoir une liaison avec un risque
élevée de cette pathologie.

L’objectif notre travail est de détecter le polymorphisme -93A>G sur le promoteur de MLH1
pour évaluer son association avec le risque de CCR chez des familles SL de I’Est algérien.
Nous avons effectué une démarche statistique comportant les caractéristiques cliniques,
généalogiques et moléculaire dans 16 familles répondant aux criteres d'’Amsterdam et de
Bethesda. L’analyse moléculaire a été réalisée par séquencage direct de ’exon 1 de MLH1 et
les parties introniques adjacentes.

L’age moyen de D’atteinte est 45 ans avec prédominance masculine (62%). Ainsi qu’une
fréquence élevée de l'atteinte maligne du rectum (44%) par rapport aux autres parties du
colon et une prédominance de stade Ill de la tumeur. Les critéres d’Amsterdam I/ 1T sont
présents chez 37% de nos famille ayant un SL. Le SNP ¢.-93G> A a été détecté chez deux
patientes Bethesda dans notre série d’étude, a un age précoce moins de 30 ans.

L’implication probable de ce polymorphisme dans le risque de survenue de CCR ne peut étre
confirmée qu’en continuité de ce travail dans l'avenir afin d'étudier une cohorte de plus
grand effectif de sujets. Cela ouvre des perspectives en matiere d’établir une stratégie de

dépistage et de prévention de ce type de cancer.

Mots-clés : Familles algériennes- HNPCC - Syndrome de Lynch- MLH1- génes MMR.

Laboratoire de recherche : Biologie et génétique moléculaire.
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