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Introduction

Le cancer colorectal est un cancer qui se développe dans le gros intestin. Il regroupe le cancer
du c6lon et le cancer du rectum (Belov et al., 2016).

Les cancers colorectaux (CCR) sont parmi les cancers les plus répandus dans le monde
(Méarmol et al., 2017) avec environ 1,8 millions de nouveaux cas et 860 000 déces en
2018(Huyghe et al., 2019). En Algérie, et dans la wilaya de Constantine, I’incidence des CCR
égale a 15.7 (registre de cancer de Constantine, 2018). En effet, les CCR sont devenus les
premiers cancers digestifs chez les deux sexes, surclassant le cancer de I’estomac, et comptent
parmi les cancers les plus fréquents, occupant ainsi la troisiéme place de I’ensemble des
cancers (Abbes et al., 2018).

Les facteurs de risque associés a l'incidence des CCR comprennent des facteurs
environnementaux et genétiques. L'accumulation de nombreuses mutations génétiques ou de
changements épigénétiques est nécessaire pour stimuler la progression cancérogénique. Le
développement du CCR suit plusieurs étapes ; il commence comme un polype adénomateux
bénin sur la paroi interne du cdlon et du rectum, qui se développe progressivement en un
adénome et un carcinome avancés (Boussios et al., 2019).

Dans les CCRs, il existe les formes sporadiques et les formes héréditaires. Les formes
sporadiques sont fréquentes et peuvent étre liées a une combinaison de facteurs génétiques et
environnementaux. Cependant les cancers héréditaires sont souvent dus a une prédisposition
génétique héréditaire. La forme la plus frequente des CCR héréditaires est le syndrome de
Lynch (SL) également connu sous le nom HNPCC (Hereditary Non-polyposis Colorectal
Cancer) (Boussios et al., 2019). Il s’agit d’une pathologic génétique de prédisposition aux
cancers MSI (instabilité des microsatellites) engendrée par une mutation germinale mono-
allélique d’un géne du systeme MMR. MLH1 (MutL Homolog 1) et MSH2 (MutS Homolog 2)
sont ciblés dans 90% des cas, MSH6 (MutS Homolog 6) et PMS2 (Postmeiotic Segregation
Increased 2) dans seulement 10% des cas. Les individus atteints de syndrome de Lynch et
porteurs d’une mutation germinale d’un géne MMR sont a haut risque de développer un CCR
ou un cancer de I’endometre a un &ge jeune (Knudson, 2001).

Les mutations germinales de ces genes MMR étant responsables du cancer colorectal
héréditaire sans polypose (HNPCC). Cependant la présence de polymorphismes
mononucléotidiques SNP dans ces genes MMR peut également prédisposer le patient a un

cancer colorectal (Mik et al., 2017).




Introduction

Le SNP -93G>A dans le promoteur du géne MLH1 (rs1800734) semble avoir un effet sur la
survenue de ce type de cancer en augmentant le risque de I’atteinte d’'un CCR (Mohd Nizam
etal., 2013) .

Nous sommes assigné comme objectifs de :

- Décrire le profil épidémiologique, clinique, pathologique et génétique du CCR.

- Etudier les différents facteurs de risque génétiques et environnementaux et leur relation avec
le CCR.

- Explorer le syndrome de lynch par une étude statistique des caractéristiques cliniques et
généalogiques.

- Déterminer le polymorphisme -93G<A sur le promoteur du gene MLH1 en développant la
lere fois la mise au point de PCR —RFLP a Constantine.

- Evaluer I’association de ce SNP avec le risque d’atteinte par le CCR et/ou SL dans la

population d’étude.
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I. Le cancer colorectal

1. Anatomie colorectale

1.1 Colon
La partie du colon (gros intestin) qui comprend le cOlon et le rectum, est une structure
tubulaire localisée dans 1’abdomen qui mesure de 1,45 a 1,65 metre selon la taille de
I’individu. Il est formé de quatre sections (Waters et al., 2019) :

e Colon droit
Appelé aussi colon ascendant qui se situe du c6té droit du corps. Il commence par le caecum
qui relie le colon a I’intestin gréle (Feng et al., 2020).

e Colon transverse

Parcourt la partie supéricure de I’abdomen. Il relie le colon gauche au colon droit (Feng et al.,
2020).

e Colon gauche
C’est le colon descendant situer dans le c6té gauche du corps. Il prolonge du colon transverse

vers le colon sigmoide (Feng et al., 2020).

e Colon sigmoide

C’est la derniére partie du colon qui relie le colon gauche au rectum (Feng et al., 2020).

1.2 Rectum

Le rectum se localise apres le c6lon sigmoide et mesure généralement environ 15 cm, il
débute en projection de la troisieme vertébre sacrée pour donner I'ampoule rectale. Il
comprend deux parties, la premiére est le rectum périnéal s’appelle aussi le canal anal et la
deuxiéme est le rectum pelvien s’appelle aussi ’ampoule rectale, ce dernier est constitué¢ de
deux limites : une limite basse, c’est la limite jonction anorectale et une haute qui est la

charniére recto-sigmoidienne (Mahadevan, 2020).
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Valves rectales

\
4’ : Sphincter interne
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Figure 1 : Anatomie du colon et du rectum (Buccafusca et al., 2019).
2. Histologie du colon
L’observation microscopique d’une coupe du colon nous permet de distinguer quatre
différentes couches successives de 1’extérieur vers I’intérieur (figure 2) :
2.1 Séreuse
C’est une particularité conjonctive externe propre au colon, formée par le feuillet viscéral du
péritoine (Win et al., 2012 ; Giardiello et al., 2014 ; Syngal et a.l, 2015).
2.2 Musculeuse
Formé de deux couches, une couche longitudinale externe (tenia coli), et une couche
circulaire interne. Entre les deux couches se situe le plexus d’Auerbach qui assure
I’innervation veégétative du tube digestif (Win et al., 2012 ; Giardiello et al., 2014 ; Syngal et
a.l, 2015).
2.3 Sous-muqueuse
Elle est composée d’un tissu conjonctif dense qui contient des vaisseaux sanguins et un réseau
de nerfs sympathiques (Win et al., 2012 ; Giardiello et al., 2014 ; Syngal et a.l, 2015).
2.4 Muqueuse
Elle est délimitée par un épithélium, tapisse la totalité du tube digestif. Elle sécrete le mucus
qui assure 1’humidité, la lubrification, et la protection de cette muqueuse (Win et al., 2012 ;

Giardiello et al., 2014 ; Syngal et a.l, 2015).
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Figure 2 : Histologie du colon et du rectum (Beaugeri et Sokol, 2014).

3. Fonction du colon et rectum

Le colon a plusieurs fonctions différentes :

Le colon assure une certaine motricité et permet le brassage, 1’avancée et le stockage des
matiéres canique, posséde également un réle protecteur grace au caecum, peut-étre mécanique
gréce a la cohésion des cellules entre elles ou bien chimique grace au mucus synthétisé par les
cellules épithéliales de 1’estomac.

La fonction principale du rectum est de stocker les selles avant I’évacuation par I’anus
(KOHLER, 2010).

4. Epidémiologie

Le CCR est le troisieme cancer le plus répandu au monde .1l s'agit du troisieme cancer chez
les hommes (aprés le cancer du poumon et de la prostate) et le deuxieme chez les femmes
(aprés le cancer du sein) (Matos et al., 2020). C’est la deuxiéme cause des déces dans 10 %
des cas en Europe, et la quatrieme dans le monde entier (Matos et a.l, 2020).

Selon les estimations du CIRC (Centre International de Recherche sur le Cancer), en 2018, le
CCR représentaient 10,2% de toute l'incidence dans le monde, avec environ 1 026 215 cas
chez les hommes et 823 303 cas chez les femmes. Le CCR était la deuxiéme cause des déces
du cancer en 2018 avec environ 484 224 et 396 568 déces chez les hommes et les femmes,
respectivement. Le taux de ’atteinte par CCR est li¢ aux changements de mode de vie apres
développement économique et social. Le fardeau des pays développés est généralement plus
lourd que les pays en développement, I’incidence dans les pays en développement augmente
rapidement (Zhou et al., 2021).

La génétique contribue au risque individuel, mais l'incidence du CCR est largement affectée

par des facteurs modifiables liés au régime alimentaire et au mode de vie et les facteurs non
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modifiables tels que 1I’dge qui a une affection faible inférieurs a 45 a 50 ans, augmentant
progressivement avec I'dge (Matos et al., 2020).

En Europe en 2020 on estimait a 520 000 le nombre de nouveaux cas de cancers colorectaux
et a 245000 le nombre de déces liés a ce cancer (Zhou et al., 2021).

Selon les séries de GLOBOCAN 2020 le taux d’incidence standardisée varie entre les
continents dont on peut remarquer que 1’ Asie se trouve en premier avec 52.3% dans 1 009 400

cas (figures 3 et 4).

Africa
(3.4%)
LAC""
(7%)
N.America*

Asia
(52.3%)
Europe

(9.3%)
(26.9%)
Population Number

—1 Asia 1 009 400
] Europe 519 820
| — *Northern America 180 575
| — *%*|_atin America and the Caribbean 134 943
— Africa 66 198

Oceania 20 654

Total 1931 590

Figure 3 : Incidence du cancer colorectal dans le monde des deux sexes (GLOBOCAN 2020).

Africa
(4.6%)
N.AmMerica*
(6.8%)
LAC** Asia
(7.4%) (54.2%)
Europe
(26.2%)
Population Number
== Asia 506 449
| Europe 244 824
| **Latin America and the Caribbean 69 435
| *Northern America 63 987
| Africa 42 875
Oceania 7 603
Total 935173

Figure 4 : Mortalité du cancer colorectal dans le monde des deux sexes (GLOBOCAN 2020).
> En Algérie
L’Algérie a enregistré en 2018, 5 537 nouveaux cas de cancer du colon et du rectum partagé
entre 2 910 hommes et 2 627 pour femme, et 3 027 de déces partagé entre 1 684 hommes et 1
343 femmes (Jiachen et al, 2021).
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» A Constantine

En 2020 selon le centre international de recherche contre le cancer (CIRC), on estimait le
nombre de nouveaux cas de cancer a plus de 19 millions et le nombre de déces a 10 millions
(Le registre du cancer de la wilaya de Constantine, 2018).

En 2018, chez les femmes le cancer du sein est suivi par les cancers colorectaux avec un
pourcentage de 12,1% et une incidence standardisée (ASR) égale a 17.3 cas.

Pour les hommes les localisations les plus fréquentes, sont les cancers du cblon et du rectum
(19.1%) avec un ASR égale a 18.2 cas.

L’age médian de survenue du cancer colorectal des deux sexes est proche de 63 ans (Homme :
65 ans ; Femme : 61 ans) (Le registre du cancer de la wilaya de Constantine, 2018).

5. Facteurs de risques

Il existe deux types de facteurs :

5.1 Les facteurs modifiables

Ces facteurs ont la capacité a moduler favorablement le développement des CCR. Il y a les
facteurs environnementaux qui sont associés a un cancer sporadique et sont responsables
d'environ 83% de tous les CCR. Le syndrome métabolique est en relation étroite avec ces
facteurs conséquence d'un régime alimentaire et d'un mode de vie incorrects, qui incluent la
consommation élevée de viande rouge et de la viande transformée, des repas gras, des
céréales raffinées qui augmentent le risque des CCR. Les régimes comportant une
consommation élevée de fibres, fruits, légumes, céréales completes, poissons, viandes
blanches, dérivés de soja, la vitamine D, le calcium et les acides gras oméga-3 diminuant le
risque des CCR (Witold et al., 2018).

De plus, l'activité physique est un facteur important dans la prévention contre les CCR. Le
syndrome métabolique est associé a une prise de poids, a de faibles niveaux de lipoprotéines
de haute densité (HDL), a une hypertriglycéridémie, a une hyperglycémie et a une
hypertension (Yusof, 2012 ; Sur et al., 2019).

L’alcoolisme est également capable d’augmenter le risque d'adénome avancé et joue un role
dans la cancérogenese colorectale. Ainsi, le tabagisme qui favorise une apparition précoce de
CCR et engendre des mutations au niveau de I’ADN de la muqueuse digestive (Witold et al.,
2018 ; Imad et a.l, 2019).

5.2 Les facteurs non modifiables

On estime que 90% des cas des CCR surviennent chez des personnes agées plus de 50 ans.
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Le sexe masculin aussi est un facteur de risque important pour les CCR par rapport au sexe
féminin, en raison du mode de vie associé a une exposition accrue a des facteurs de risque qui
favorise la formation d'adénomes a haut risque (Regula et al., 2006).

A partir de ces différentes données, une évaluation de niveaux de risque a été proposee :

A- La population « a risque moyen »

Regroupe des patients asymptomatiques agés de 50 a 74 ans et représente 80 % des CCR.
Cette population est la cible éligible au programme national de dépistage organisé du CCR.
Le risque de développer un CCR dans cette population a été estimé a 3,5 % a 1’age de 75 ans
(Henrikson et al., 2015 ; Tarancon-Diez et al., 2019).

B- La population « & risque éleve »

Representent 15 a 20 % des CCR. Regroupe des patients qui ont un antécédent personnel
d’adénome ou de CCR, ou un antécédent familial au premier degré de CCR ou d’adénome
supérieur a 10 mm de diametre a un &ge moins de 65 ans, plus de deux antécédent familiaux
au premier degré de CCR quel que soit I’dge de survenue, une maladie inflammatoire
chronique et d’autant plus qu’il existe une pancolite ou une atteinte inflammatoire ancienne.
Dans cette population, le risque de développer un CCR est évalué a environ 10 %. Le
dépistage doit étre réalisé par coloscopie (Henrikson et al., 2015 ; Tarancon-Diez et al.,
2019).

C- La population « a risque tres élevé »

Le risque de développer un CCR est évalué entre 40 et 100 %, regroupe des patients ayant une
prédisposition génétique, notamment un SL. Ces patients doivent bénéficier d’un dépistage
individuel par coloscopie (Sportes et Benamouzig, 2017).

Les antécédents familiaux sont un facteur de risque connu pour le CCR et englobent a la fois
les risques genétiques (SL et PAF) et environnementaux (Henrikson et al., 2015 ; Tarancon-
Diez et al., 2019).

5.3 Antécédents personnels

Facteur de risque lié¢ a une maladie inflammatoire du cblon. Les maladies inflammatoires
chroniques de [I’intestin (MICI) regroupent deux maladies qui Se caractérisent par une
inflammation de la paroi d’une partie du tube digestif évoluant par poussées : la maladie de
Crohn et la rectocolite hémorragique. Ces maladies touchent environ une personne sur mille

(incidence de 5 cas/100 000 habitants/an) a un age compris entre 20 et 30 ans. Elles seraient
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secondaires a une prédisposition génétique a laquelle peuvent s’associer des cofacteurs
immunologiques et environnementaux (Terzi¢ et al., 2010 ; Beauchemin, 2011).

6. La classification TNM
Plusieurs classifications de CCR sont disponibles, elles permettent ainsi de spécifier des
caracteristiques biologiques et cliniques distinctes (Smeby et al., 2018).

La classification TNM (tumor/node/metastasis) qui a été publiée en 2018 pour permettre la
différenciation des polypes hyperplasiques, des adénomes et des cancers (Djinbachian et al.,
2019). Ce systéme peut améliorer la communication entre les prestataires et permet un
meilleur partage d'informations et une meilleure recherche entre les populations. Il repose sur
trois critéres essentiels : 1’évaluation de la tumeur, des ganglions lymphatiques régionaux et
des métastases a distance (Rosen et Sapra, 2020). Les classifications de CCR sont liées a des
observations anatomopathologiques pour le but de définir une stratégie thérapeutique efficace
et moins invasive pour le malade (Besson, 2013) (figure 5).

Figure 5 : Classification du CCR selon la classification TNM (Verret, 2014).

7. Les stades du cancer colorectal
Le stade des cancers colorectaux au moment du diagnostic est généralement exprimé par un
chiffre romain allant de 0 a IV. La signification de ces cinq stades est expliquée ci-dessous :
e Stade 0 : la tumeur est in situ, ce qui signifie qu’elle est trés superficielle et qu’elle
n’envahit pas la sous-muqueuse, que les ganglions lymphatiques ne sont pas atteints et

qu’il n’y a pas de métastase a distance.
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e Stade | : la tumeur envahit la deuxieme couche (sous-muqueuse) ou la couche
musculaire (musculeuse) de la paroi du coOlon ou du rectum, les ganglions
lymphatiques ne sont pas atteints et il n’y a pas de métastase a distance.

e Stade Il : les cellules cancéreuses ont traversé plusieurs couches de la paroi du cdlon
ou du rectum, mais aucun ganglion n’est atteint et il n’y a pas de métastase.

e Stade Il : les cellules cancéreuses ont envahi les ganglions lymphatiques proches de
la tumeur.

e Stade IV : le cancer s'est propagé au-dela du cdlon ou du rectum, vers des
emplacements ou des organes éloignés, généralement le foie ou les poumons (Bosman
et al., 2010 ; Brierley et al., 2017).

8. Les formes du CCR

8.1 Les formes sporadiques
Surviennent suite a des mutations somatiques spontanées génétiques ou a des altérations

épigenétiques impliqués dans la carcinogenése colorectale (Li et al., 2017).

Nomal mucosa Early adenoma Late adenoma Adenocarcinoma
" Hyperactve Wit T™

Figure 6 : Tumorigenése par étape dans les CCR (Strubberg et Madison, 2017).

La carcinogenese colique est un processus d’initiation et de transformation de cellules
normales. Il est constitué de multiples étapes nécessitant I’accumulation d’anomalies
génétiques héritées et acquises suite a des modifications genétiques et épigénétiques de
I’ADN (Banday et al., 2021).L’instabilité génétique est une caractéristique des cellules
cancéreuses. Les déterminants de cette instabilité génétique sont en majorité lies a des
mécanismes cellulaires fondamentaux, comme le cycle cellulaire, la réplication ou la
réparation de I’ADN. A ces mécanismes s’ajoutent les modifications épigénétiques qui sont
transmises de cellules méres a cellules filles. Trois meécanismes différents ont été

individualisés dans la cancérogenese colorectale :
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e L’instabilité chromosomique (CIN)
L'instabilité génomique dans la tumorigenese colorectale se produit principalement par la voie
voie suppressive CIN (Chromosomal instability) qui représente la cause sous-jacente de 80 a
85 % de tous les cas de tumeurs coliques.
La voie de la CIN se caractérise par des changements dynamiques et continus dans non
seulement la structure et le nombre de chromosomes mais aussi les mutations génétiques qui
affectent le fonctionnement normal des génes importants impliqués dans des processus
cellulaires critiques et conduisant au développement des tumeurs colorectales.
Les modifications de la structure chromosomique sont dues a la perte de régions
chromosomiques (délétions sub-chromosomiques) ou au gain de régions chromosomiques
(amplifications sub-chromosomiques) et les modifications du nombre de chromosomes sont
dues a la perte ou au gain des chromosomes entiers.
Les mutations de gain de fonction dans les proto-oncogénes et les mutations de perte de
fonction dans les génes suppresseurs de tumeurs declenchent le plus souvent la voie de la
CIN.
Les mutations génétiques provoquent le dysfonctionnement d'un certain nombre de voies de
signalisation, ce qui favorise différents processus cellulaires qui décrivent la voie de la CIN.
Parmi ces événements, les plus importants sont les défauts de segrégation chromosomique, le
nombre atypique de centromeres, les défauts de la fonction des centromeres, de la fonction
des télomeres et de la réponse aux Iésions de I'ADN, ainsi que la perte d'hétérozygotie.
La perte d'hétérozygotie (LOH), qui se caractérise par la perte d'un allele a un certain
emplacement chromosomique qui est un événement initiateur important dans la tumorigenese
colorectale. La LOH impliquant des loci chromosomiques, qui portent des génes suppresseurs
de tumeurs. C’est lI'un des événements les plus fréquents et les plus critiques de la
tumorigenese colorectale. La LOH résulte de divers les événements moléculaires ou
chromosomiques : les délétions chromosomiques, la non-disjonction mitotique et la
recombinaison entre chromosomes homologues. Des LOH de fréquence variable ont été
rapportées sur différents loci chromosomiques a travers le génome dans la plupart des cas de
cancer colorectal sporadique. (Banday et al., 2021).

e L’instabilité des microsatellites (MSI) ou (RER) Replicative error
Les microsatellites (MS), sont des répétitions de séquences simples et courtes d’ADN de 1 a 6

nucléotides répétées habituellement de 05 a 50 fois. Les MS sont dispersés dans lI'ensemble du
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génome et se trouvent dans les régions codantes (exons) ainsi que dans les régions non
codantes (promoteurs, introns et régions non traduites/7UTR) du génome.

Les microsatellites sont trés sensibles aux erreurs de réplication de I'ADN, le plus souvent
sous la forme d'insertion ou de délétion. La boucle insertion-délétion modifie la longueur des
MS et conduit a linstabilité des microsatellites (MSI). Le systeme de réparation des
mesappariements de I'ADN (MMR) joue un role essentiel dans le maintien de la stabilité des
microsatellites en reconnaissance et la correction des erreurs introduites pendant la réplication
de I'ADN. Le mauvais fonctionnement du systéeme de réparation des mésappariements di a un
défaut dans I'un des génes ou des protéines impliquées entraine des mutations de cadre de
lecture. L'accumulation de ces mutations dans le génome, et en particulier dans les génes qui
contiennent des microsatellites, entraine une instabilité des microsatellites (MSI). La voie de
l'instabilité des microsatellites (MSI) (voie du mutateur) est un autre facteur important
d'instabilité génomique dans la tumorigenése colorectale apres la voie CIN représente la cause
sous-jacente de 15 a 20 % de tous les cas de cancer colorectal (Banday et al., 2021).

e Meéthylation des ilots CpG

La méthylation de I'ADN est un mécanisme epigénetique essentiel pour la régulation de
I'expression des genes. La methylation de 'ADN implique l'ajout enzymatique d'un groupe
méthyle a la base cytosine et se produit le plus souvent sur le dinucléotide d'flots CpG (5'-C-
phosphate-G-30).Les ilots CpG se trouvent le plus souvent dans les régions promotrices des
genes, en amont et a proximité du site de début de transcription dans environ 70 % de tous les
genes humains. La méthylation des Tlots CpG inhibe la liaison des facteurs de transcription et
module les modifications des histones, en particulier l'acétylation. La voie du phénotype
méthylateur des ilots CpG (CIMP) résulte principalement de I'nyperméthylation de 'ADN des
flots CpG, ce qui entraine l'extinction de génes ou de classes de genes importants. 1l s'agit
notamment des genes régulateurs comme les genes régulateurs du cycle cellulaire (dans les
cancers colorectaux), des genes suppresseurs de tumeurs (polypose adénomateuse colique),
des genes de réparation de I'ADN (MLH1) et des antagonistes de la signalisation. La voie
CIMP représente la cause sous-jacente de 15 a 20 % de tous les cas de cancer colorectal

sporadique (Banday et al., 2021) (figure 7).
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Figure 7 : Schéma illustrant les altérations épigénétiques du CCR et leur association avec le

mécanisme moléculaires du CCR (Hartley et al., 2019).

8.2 Les formes familiales (génétiques, héréditaires)

Elles sont dues a des mutations germinales dans un géne du systéme MMR cas de syndrome
de Lynch et dans les génes de la polypose coli adénomateuse (APC) ou MUTYH on cas de la
polypose adénomateuse familiale (PAF). Les descendants des personnes atteintes par ces
cancers présentent un risque plus important de développer des CCR (Tarancén-Diez et al.,
2019).

Hereditary cancer
syndromes (5%)

: Sporadic ‘ e.g. HNPCC (2-4%),
| (60-65%) < -, FAP (<1%)

Known CRC
low-penetrance
genetic variations (<1%)

g = Unknown inherited
' a3 genomic aberrations (7%)

Figure 8 : Proportion des différents types de cancers colorectaux (Keum et Giovannuci, 2019).
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II. Syndrome de lynch

1. Introduction

Le syndrome cancéreux familial le plus courant c’est le SL qui est autosomique dominant
apparait a un age trés précoce. Il représente 3% de tous les CCR causé par des mutations qui
touchent les geénes du systtme MMR ou des délétions d’EPCAM qui entraine des
méthylations du géne MSH2 (Martinez-Roca et al., 2022).

Le syndrome de Lynch, auparavant dénommé syndrome Hereditary Non Polyposis Colorectal
Cancer (HNPCC), correspond a la forme la plus fréquente de prédisposition héréditaire au
cancer colorectal (Bibeau et al., 2020).

Il se caractérise par un risque tres éleve de développer de fagcon précoce non seulement des
CCR, mais aussi des cancers extra-coliques (endometre, ovaires, voies urinaires hautes),
s’intégrant aux cancers dits du « spectre étroit ». Il présente un moindre risque de développer
d’autres cancers (estomac, intestin gréle, voies biliaires, pancréas, glioblastome) appelés
cancers du «spectre large». Ce syndrome, de transmission autosomique dominante, est li¢ a
des mutations de genes impliqués dans la réparation des mésappariements de I’ADN
survenant lors de la réplication. L’altération de la fonction des genes MMR conduit a une
instabilit¢ du génome dans les cellules tumorales, visible au niveau des loci de type
microsatellites (instabilité micro-satellitaire ou Microsatellite Instability MSI). Elle
s’accompagne le plus souvent d’une perte d’expression d’une des protéines du systeme MMR
identifiable en immunohistochimie (Bibeau et al., 2020).

2. Historique

L’histoire du SL commence en 1895, aprés observation clinique de cancers réalisée par
Aldred Scott Warthin dans une famille « G » dont il publia la généalogie en 1913(Warthin
AS, 1913).C’est en 1971 que Lynch et Krush ont réétudié¢ cette méme famille et ont décidé
d’appeler ce syndrome « HNPCC » acronyme pour Hereditry Non Polyposis Colorectal
Cancer (Lynch et Krush, 1971). Dés les années 1960, cette pathologie avait été déterminée
comme étant transmise selon le mode autosomique dominant (Lynch et al., 1966). Le nom,
HNPCC, de ce syndrome a été soumis a de nombreux débats, car ce nom évoque trop
I’absence de polypes, ce qui ne correspond pas a la réalité clinique de cette pathologie. II est

rebaptisé : Syndrome de Lynch.
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3. Le spectre du syndrome de lynch

Le syndrome de lynch est défini selon un spectre étroit ou large. Le premier regroupe les
tumeurs du cblon, rectum, I’endomeétre, I’intestin gréle et les voies urinaires. Le deuxiéme
spectre regroupe les tumeurs de I’estomac, des ovaires, des voies biliaires et certaines tumeurs
cutanees. Les études ont permis d’exclure du SL le cancer du sein et de la prostate (Frémont
et Tougeron, 2016) (Tableau 2).

Tableau 2 : Spectre du SL et risque cumulés de cancer (Frémont et Tougeron, 2016).

Type de cancer Risque cumulé de cancer(%o)
Spectre étroit] ADK colorectal 20-70

ADK de I'endométre 10-70

ADK de 'intestin gréle 1-10

Carcinome des voies urinaires supérieures 1-20
Spectre large | ADK de ’estomac 1-15

ADK de 'ovaire (le plus souvent endométrioide)| 2-20

ADK des voies biliaires (cholangio|carcinome) 1-7

Glioblastome 1-3

4. Critéres de sélections
C’est en 1997 que les chercheurs ont publiés les premiers critéres des élections qui sont

nommeés (les criteres de Bethesda) et sont par la suite révisés en 2004 (Umar et al., 2004).
Les deuxiemes critéres utilisés et publiés en 1991(Vasen et al., 1991) puis élargis en 1999
pour intégrer les cancers extracoliques, donc ils sont devenus les criteres d’Amsterdam 11

Au lieu d’Amsterdam I. Ces derniers sont trop restrictifs et conduisent a un taux important
de faux négatifs (Vasen et al., 1999).

4.1 Critéres d’Amsterdam |1
> 3 apparentés atteints d’un cancer du spectre étroit ou élargi (tous les criteres sont

nécessaires)

1. L'un d'entre eux doit étre un parent au premier degré des deux autres.

2. Au moins deux générations successives doivent étre touchées

3. Au moins une personne doit avoir été diagnostiquée avant I'age de 50 ans.

4. La polypose adénomateuse familiale doit étre exclue.

5. Le diagnostic de la tumeur doit étre confirmé par un examen histopathologique (Coffin
et al., 2019) (Annexe 1).
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4.2 Criteres de Bethesda
Criteres de Bethesda révisés (un seul critere suffit) :

1. CCR diagnostiqué chez un patient de moins de 50 ans.

2. Présence de tumeurs colorectales synchrones, métachrones ou d'autres tumeurs
associées au syndrome de Lynch quel que soit I'dge du patient.

3. Cancer colorectal < 60ans avec histologie MSI-H

4. CCR diagnostiqué chez un patient ayant un ou plusieurs parents au premier degré
atteints d'une tumeur associée au LS, l'un des cancers ayant été diagnostiqué avant
I'agede50ans dont I'un des cancers a été diagnostiqué avant I'agede50 ans.
5. CCR diagnostiquéchezdeuxouplusieursparentsaupremierouauseconddegréavecune tumeur
associée au LS, quel que soit I'dge (Coffin et al., 2019) (Annexe 3).
5. Génétique et mécanisme moléculaire du SL
Dans les années 1990 ont été un tournant décisif dans I’identification moléculaire des genes
responsables de SL. Il a été constaté la présence des sequences anormalement répétées
pouvant correspondre a un mécanisme de carcinogénese des cancers colorectaux associes a
une MSI. Par la suite, ils sont identifié les genes responsables du SL ; les génes MSH2,
MLH1, PMS2, PMS1, et finalement MSH6
Le Syndrome de lynch est lié a la présence d’une mutation sur un seul exemplaire des deux
genes des chromosomes homologues. La personne prédisposée a ce syndrome et
hétérozygote. Elle hérite un géne muté de I’un des deux parents (allele muté inactif) et un
gene normal de I’autre parent (allele sauvage fonctionnel).La mutation étant portée par un
autosome. Le SL se transmet donc sur un mode autosomique dominant. La mutation est
également qualifiée de constitutionnelle car elle est présente dans toutes les cellules de
I’individu y compris les cellules reproductrices, ce qui explique que cette mutation puisse étre

transmise a la descendance (Boukir et al., 2016).
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Figure 9 : Mécanismes moléculaires du premier coup dans le cancer associé au syndrome de Lynch

par rapport au CCR MSI sporadique (Peltoméaki, 2014).
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FigurelO : Les mécanismes correspondants du deuxiéme hit (Peltomaki, 2014).

Le premier hit est marqué d’un cercle noir respectif des types de mutation.

Aucune fleche ne pointe vers la non-disjonction mitotique, car ce mécanisme est
généralement associé a une instabilité chromosomique et est rare dans les cancers MST.
L'épaisseur des fleches représente l'importance relative des différents mécanismes. M
désigne le chromosome maternel et P le chromosome paternel (dans ce cas, le
chromosome 3), et 1 et 2 désignent les deux alleles d'un gene prédisposant (M7). Un lieu
mutant est indiqué par un cercle plein et un lieu normal non affecté par un cercle vide. Le
chromosome maternel a été arbitrairement choisi comme cible du premier coup dans ce
diagramme.

6. Systéme de réparation des mésappariements de ’ADN

Le systeme de réparation des mésappariements de I’ADN, dit systtme MMR (Mis Match
Repair) reconnait et répare les erreurs d’insertion, de délétion ou de mésappariements de

bases qui surviennent lors de la réplication de I’ADN. Malgré la hautefidélité des ADN
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polymérases, le processus de réplication peut en effet étre source d’erreurs. Le systeme
MMR est un mécanisme hautement conservé, qui assure I’intégrité du génome. Le systéeme
MMR fait intervenir un complexe protéique comprenant notamment MLH1, MSH2, MSH6
et PMS2 qui fonctionnent sous la forme d’hétérodimeres (MLH1/PMS2, MSH2/MSH6) au
travers ces grandes étapes (figure 11) (Li, 2008 ; Frémont et Tougeron, 2016).

Reconnaissance du R ™M Interaction entre Mutla et
mésappariement par MutS ° - PCNA recruté par RCF

MSH2 6 MSHE MSH2 e MSH3
~ base [+ 8 S
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Activation de F'activité Excision de FADN Resynthése de 'ADN par la
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Figure 11 : Les étapes du fonctionnement du systéme MMR (Li et Martin, 2016).
1- L'ADN mesapparié peut étre un mésappariement base/base ou une boucle

d'insertion/délétion(IDL). Selon la nature du mésappariement, il est reconnu par le complexe
MutS o (MSH2-MSH6) ou MutS g (MSH2-MSH3).

2- MutLa (MLH1-PMS2) est recruté au site du mésappariement.

3-PCNA interagit avec MutLa aprées avoir été changé sur I’ADN par RCF.

4-Ce qui active I’activité endonucléasique de MutLa.

5-EXOL1 réalise I’excision du fragment d’ADN contenant le mésappariement, pendant que
RPA se lie a I’ADN simple brin pour le protéger.

6-Un nouveau brin d’ADN est synthétisé par I’ADN polymérase qui est lie a la molécule
d’ADN initiale par la ligase (Li & Martin, 2016).

7- Fonctions associées aux protéines MMR

Les genes MMR codent des protéines qui interviennent dans le maintien de I’intégrité d’ADN
au cours des divisions cellulaires. Les fonctions essentielles du systeme MMR sont:

7.1 Réparation post-réplicative des mésappariements de L’ADN

Cette voie de réparation permet de détecter et d’exciser précisément le mésappariement avant
de resynthétiser correctement le brin néoformé. Grace a ce systeme, le taux d’erreurs de la
réplication diminue de1000 & moins d’une erreur par genome diploide.

Chez ’homme, deux principaux complexes peuvent étre distingués :
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- le complexe MutS qui est a I’origine de la reconnaissance du mésappariement.

- le complexe MutL qui sert d’interface entre le premier complexe et les acteurs de la
réparation de 1I’erreur de réplication (Reyes et al., 2015).

7.2 Signalisation apoptotique de certains dommages de L’ADN

Le systeme MMR intervient dans la réponse cellulaire a certains agents génotoxiques car les
hétéro duplexes MutS sont capables de reconnaitre des altérations de I’ADN induites par des
agents chimiques qui cause I’arrét du cycle cellulaire et I’apoptose de la cellule (Jiricny,
2006 ; O’brien et Brown, 2006 ; Hsieh et Yamane, 2008 ; Gupta et Heinen, 2019).

7.3 Autres fonctions portées par les protéines MMR

Les protéines MMR interviennent également au sein d’autres voies de réparation de I’ ADN.
Toute altération de la conformation hélicoidale de I’ADN constitue une cible potentielle
pour les composants du systeme MMR (Jiricny, 2006 ; Gupta et Heinen, 2019).

7.4 Domaines fonctionnels des protéines MMR

Les protéines majeures du systeme MMR presentent des domaines fonctionnels spécifiques
importants pour leurs activités de réparation de I’ADN. Les protéines MSH2et MSH®6 portent
des domaines d’interaction qui permettent la formation de I’hétéro dimére MutSa. Ces
protéines possedent chacune un domaine de liaison a ’ADN pour la fixation de I’hétéro
dimere MutSea au brin d’ADN porteur du mésappariement. Le domaine «connecteur» permet
la connexion entre le brin d’ADN et une troisiéme région, le domaine «levier» séparé en
deux zones distinctes parle domaine «pince» La combinaison de ces trois domaines assure le
maintien de 1’hétéro dimeére sur I’ADN endommagé favorisant I’activation du domaine
ATPase.
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Figurel2:Représentation schématique des genes et des domaines fonctionnels des protéines MMR.
https://www.insightgroup.org/content/uploads/2018/08/2018-06_InSiGHT_VIC_v2.4.pdf
8. Génes MMR

e MLH1

Le gene MLH1 localisé sur le chromosome 3 en position 3p21.3, comprend 19 exons. Il code
pour une proteine de84kDa constitueede756acides aminés. La protéine est constituée de
domaines tres conservés et indispensables dans la fonction de coordination du systeme MMR,
dont un domaine ATPase, un domaine de liaison aux homologues MutS (MSH2 et MSH6),
ainsi qu’un domaine d’interaction avec la protéine partenaire constituant le dimére MutL
(PMS2 ou MLH3) ( Miyabe et al., 2020).

wwwww

2w W B R o P

MLH1 Chromosome 3

Figure 13 : Localisation du géne MLH1 (Peltomé&ki et Vasen, 2004).
e MSH2

Le gene MSH2 localisé sur le chromosome 2 en position p22-p21, comprend 16 exons codant

pour une protéine del04 kDa constituée de 934 acides aminés. C’est le premier gene MMR
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identifié par analyse de liaison dans les familles ou les tumeurs colorectales ont un profil MSI
| (Miyabe et al., 2020).
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Figure 14 : Localisation du géne MSH2 (Peltomaki et Vasen, 2004).
e MSH6

Le gene MSH6 localisé sur le chromosome 2 en position 2p16, comprend 10 exons, codant
pour une protéinedel360 acides aminés. Il est constitué d’un domaine ATPase, un domaine de
liaison a la proteine PNCA, un domaine de liaison aux mésappariements et un domaine
d’interaction avec la protéine MSH2 (Miyabe et al., 2020).
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Figure 15 : Localisation du géne MSH6 (Peltoméaki et Vasen, 2004).
¢« PMS2

Le gene PMS2 localisé sur le chromosome 7 en position 7p22, comprend 15 exons codant
pour une protéine de 862 acides aminés. Le gene PMS2 comporte de nombreux pseudo-genes
(environ 15 sur le méme chromosome), dont le pseudo-géne PMS2CL trés proche du gene
fonctionnel (Miyabe et al., 2020).

Chromosome 7

Figure 16 : Localisation du géne PMS2 (Peltomé&ki et Vasen, 2004).
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9. Mutations du systeme MMR

L’inactivation du systtme MMR n’est pas un événement transformant en soi : c’est
I'instabilité génomique qu’elle engendre qui constitue un processus oncogénique. Le
raccourcissement des microsatellites, qui a donné son nom au phénotype MSI, provoque des
décalages du cadre de lecture et I’apparition de codons stop prématurés sur I’ARNm si la
séquence est transcrite. Par ailleurs, le systtme MMR est également impliqué dans la
réparation des bases mésappariées et I’inactivation du systeme MMR provoque donc
également des mutations ponctuelles. Ainsi, les cancers MSI sont associés a un taux de
mutations (décalage du cadre de lecture et mutations faux-sens) de 100 a 1000 fois plus
important que les cancers non MSI (Baretti M et Le, 2018). Les microsatellites sont dispersés
sur ’ensemble du génome, et 20% des genes humains contiennent un microsatellite de 7
nucléotides ou plus au sein de leur région codante (EI-Bchiri et al., 2008). Tous ces genes sont
de potentiels genes cibles de I’instabilité microsatellitaire.

Les consequences de cette instabilité sur les protéines issues de ces genes sont une perte
(totale ou partielle) de la fonction, un effet dominant négatif ou un une haplo-insuffisance.
Ces genes sont impliqués dans différentes fonctions cellulaires, telles que la réparation de
I’ADN (MSH3, MSH6, MRE11A), la régulation épigénétique (HDAC2, ARID1A), la
signalisation (TGFBR2, IGFR2, ACVR2A), I’apoptose (BAX) et le traitement des ARNm
(TARBP2, XPO5) (Baretti et Le, 2018 ; Duval et Hamelin, 2002a ; Duval et Hamelin, 2002b ;
Yamamoto et Imai, 2015). Il est intéressant de noter que tous les génes MMR, a I’exception
de MLH1, contiennent une ou plusieurs séquences répétées dans leur région codante (Chang
et al., 2001).

10. Diagnostic

Le diagnostic de certitude du syndrome de Lynch repose sur I’identification de la mutation
d’un géene MMR. Toutefois, le séquengage des genes MMR est difficile et coliteux. D’ou
plusieurs approches incluant des criteres cliniques, des modéles statistiques et des tests
moléculaires tumoraux ont été établis afin de sélectionner les candidats potentiels aux tests
génétiques.

Plusieurs systemes de classification clinique reposant sur les antécédents personnels et
familiaux ont été développés pour qualifier le risque de syndrome de Lynch. Les criteres
d’Amsterdam II n’identifient qu’environ la moiti¢ des patients avec syndrome de Lynch et

environ la moitié des familles qui valident ces critéres n’ont pas de syndrome de lynch. Chez
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les familles qui valident les critéres d’Amsterdam sans mutation MMR avec un CCR ayant
une stabilité microsatellitaire. 11 s’agit d’une nouvelle entité caractérisée par un risque accru
de CCR mais sans sur risque pour les autres cancers. Les critéres de Bethesda révisés ont été
développés pour améliorer la sensibilité¢ des critéres d’Amsterdam. Néanmoins, au sein des
familles qui valident les critéres de Bethesda sans valider les critéres d’Amsterdam, une

mutation d’un géne MMR n’est identifiée que dans 15-30% des cas (Mnif et al., 2018).

| Suspicion SL{BG, AC, IHC/MSE, modéles statistiques) |

| | Critéres clinfgquoes + moddles statistioqnes
L
‘Anulyscl!l(.‘.(‘.—(!k | )
| }
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Figurel? : Stratégie du diagnostic en cas de suspicion de syndrome de Lynch (Mnif et al., 2018).
11. Analyse génétique
Les génes associés au syndrome de Lynch sont pour la plupart identifiés, il est possible de
savoir si une personne porte une mutation sur 1’un d’entre eux. Une analyse génétique est
proposee aux personnes des familles dans lesquelles il existe un syndrome de Lynch, soit
parce qu’une mutation a déja été identifiée chez une personne atteinte de la famille, soit parce
que I’histoire familiale des cancers est trés évocatrice d’un syndrome de Lynch.
La premiere étape dune analyse génétique est de trouver la mutation chez une
personne atteinte d'un cancer colorectal ou de I’endomeétre, appelée le « cas index » de la
famille, en explorant les genes MMR. On peut identifier une mutation dans 70% des cas grace
a la sensibilité des techniques d’analyse. Lorsqu’une mutation associée au syndrome de Lynch
a éte identifiée dans une famille, il est proposé aux personnes a risque de cette famille de
savoir si elles ont hérité de  la mutation familiale, en réalisant un test génétique ciblé sur la

mutation identifiée on parle de « test présymptomatique » ou « test prédictif ».

Si la mutation est présente chez une personne, elle a un risque de développer un
cancer colorectal avant I’age de 70ans de40a50 %, en moyenne. Si la personne est

une femme, elle a également un risque spontané de 30 a 40 % en moyenne de développer un
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cancer de I’endometre avant 70 ans, ainsi qu’un risque de 10 a 20 % de développer un cancer

des ovaires.

Ces personnes ont également un risque de développer d’autres cancers en relation avec le
syndrome de Lynch, mais avec une fréquence tres inférieure. Il est donc essentiel de savoir
que ce n’est pas par ce qu’on porte une mutation associée au syndrome de Lynch qu’on
développera avec certitude un cancer au cours de sa vie. Une personne sans mutation a un
risque de développer un cancer colorectal ou de I’endometre identique a celui de la
population générale, c’est a dire de I’ordre de 5 % et de 3% avant 70 ans, respectivement.

Une personne qui n’a pas hérité de la mutation familiale ne peut pas la transmettre a ses

enfants (Vivre avec un syndrome de lynch ou HNPCC, 2014 www.hnpcc-lynch.com).

12. Traitement

Le traitement du cancer colorectal doit étre multidisciplinaires, a coté de la chirurgie qui est
considérée comme le principal traitement (Aparicio, 2018), la chimiothérapie est utilisée afin
de réduire la taille du CCR avant une chirurgie, en complément a la chirurgie pour éliminer
les cellules cancéreuses restantes utiliser afin d’augmenter la survie et d’assurer le confort du
patient (Correard et Estéve, 2020).

La radiothérapie est egalement un traitement essentiel pour guérir les patients, elle consiste a
détruire la totalité des cellules cancéreuses a I’aide de rayons X ou de particules de haute
énergie (Chatignoux et al., 2019).

Les thérapies ciblées sont aujourd’hui des molécules de base dans le traitement du CCR
métastatique (CCRm) avec le ciblage de la voie du récepteur de ’EGF par des anticorps
monoclonaux anti-récepteurs de ’EGF (EGFR). La liaison de 'EGF a son récepteur active
des voies de signalisation intracellulaires conduisant a la prolifération des cellules tumorales
(Piawah et Venook, 2019).

13. Dépistage

Un pourcentage important de déces par CCR est d0 a I’absence de dépistage. L’amélioration
des procédures de diagnostic ont contribué a réduire le nombre de cas des CCR (Sur, 2019).
Parmi les méthodes actuelles de dépistage des CCR :

-la coloscopie (Lee et al., 2019).

-la radiographie structurelle du c6lon (Simon et al., 2016).

-la sigmoidoscopie flexible (FSIG) (Moore et Aulet, 2017).

Il existe d’autres méthodes de diagnostic :
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-les tests ADN des selles a plusieurs cibles, tests immunochimiques fécaux et les MT et
imagerie (Das et al., 2017).
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I11. Polymorphismes génetiques

1. Introduction

Les polymorphismes génétiques sont le support de variations phénotypiques mineures mais
peuvent aussi expliquer les différences entre les individus dans la prédisposition héréditaire a
certaines pathologies ou la sensibilité a certains médicaments. La variabilité génétique peut
étre présente sous multiples formes, incluant les séquences répétées en tandem, les
insertions/délétions, les variations du nombre de copies et les polymorphismes
mononucléotidiques ou SNP (single nucleotide polymorphism) (Frazer et al., 2009 ; Robert,
2010).

Plusieurs altérations génétiques ont été identifiées sous la forme de SNP dans les génes MMR,
mais la fonction de ces polymorphismes est largement inconnue.

2. Polymorphisme dans les parties regulatrices

2.1 Polymorphisme c. -93G>A (rs1800734)

Environ 50 % des malades atteints du SL portent plusieurs centaines de genes 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 MLH1 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 amant 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 dirigée de résidu adénine 2 bases en aval du polymorphisme -93G>A en position
91 qui va réduire lactivité du promoteur a 75% (Arita et al., 2003). Ce polymorphisme
produit fréqguemment une hyperméthylation qui affecte la propension du promoteur du gene
qui va réduire au silence transcriptionnel d'une maniére spécifique a 1’alléle. Plusieurs
chercheurs comme Chen et ses 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’endometre (Chen H et all, 2007), et le risque élevé de leucémie myéloide aigué induit par le
traitement (t-AML) (Worrillow et al., 2008).

26



Etude bibliographique

Polymorphismes génétiques

2.2 Polymorphisme c. -118 T>C (rs1800734)

C’est un polymorphisme qui touche les régions régulatrices du géne MSH2 qui pourrait

causer une transition T>C au niveau du codon -118.

La plupart des études ont étudié la relation entre ce polymorphisme, rs2303425 sur le gene

MSH?2 et la susceptibilité a ces types de cancers : Il a été constaté que ce SNP pourrait étre

associé a la susceptibilité au cancer colorectal (Mrkonjic et al., 2007), cancer de la vésicule

biliaire (Srivastava et al., 2010), cancer gastrique et recemment au cancer du sein d'apparition

précoce (Xiao et al., 2012). Cependant aucune preuve ne conclut 1’association entre le

polymorphisme rs2303425 et le risque de cancer du poumon (Lo et al., 2011).

3. Polymorphisme dans les parties exoniques

Les SNP se produisant au niveau des exons mais qui ne semblent avoir aucun effet

modulateur sur la fonction de la protéine tels :

e Le SNPc.198C>T, (p.Thr 66 Thr) (rs61751642) situé sur 1’exon 2 du géne MLH1. Ce

polymorphisme portant une variation synonyme dans la position 66 de la protéine
MLH1 a été consideré comme un variant probablement non pathogéne (classe 2) selon

la classification InNSIGHT (www.insight-database.orq).

Il a été pourtant déecrit chez des patients présentant un CCR avec MSI ou un cancer du
pancréas dans le cadre du SL (Ghimenti et al., 1999 ; Borras et al., 2012).

e Le SNPc.637G>A, (p.Val213Met) (rs2308317) sur ’exon 8 du géne MLHL1. Il a été
classé comme variant non pathogéne (classe 1) selon InSIGHT  (www.insight-
database.orqg).

I1 est rapporté par plusieurs études concernant le CCR et le cancer de I’endométre parmi
les sujets présentant un SL (Cravo et al., 2002 ; Hampel et al., 2006 ; Takahashi et al.,
2007).

e Le SNP ¢.1787A>G (p.Asn596Ser) (rs41295288) sur I'exon 12 du gene MLH1. Le
variant (rs41295288) a été décrit dans plusieurs populations (Mangold et al., 2005 ;
Betz et al., 2010) et il a été classé comme un variant de signification inconnue (classe

3) selon InSIGHT (www.insight-database.org).

e Le polymorphisme ¢.1666T>C (p.Leub56Leu) (rs61756466) sur l'exon 11 du géne
MSH2. L'analyse fonctionnelle de I'ARNmM a démontré que ce variant n'a eu aucun
effet sur I'épissage (Tournier | et all, 2008), il a été rapporté comme une variation de

signification inconnue (classe 3) (Hansen et al., 2014).
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3.1 Le polymorphisme MSH2 Gly322Asp

Le polymorphisme MSH2 Gly322Asp (1032G>A, rs4987188) est un SNP faux-sens qui
entraine un passage de la glycine a l'acide aspartique au codon 322 également connu sous le
nom de MutS.

protéine homologue 2, est un gene suppresseur de tumeur qui code pour une protéine jouant
un réle crucial dans la réparation des mésappariements de I'ADN, mais qui a aussi une activité
dans d'autres types polyvalents de réparation de I'ADN tels que la recombinaison homologue,
la réparation couplée a la transcription ou encore la réparation par excision de bases.
L’instabilité des microsatellites est également une caractéristique de I'axe du cancer colorectal
héréditaire sans polypose HNPCC.

La recherche de pointe se concentre sur I'analyse des aspects genétiques polyvalents et sur la
tentative de les associer aux manifestations cliniques de la carcinogenése. Des efforts
considérables ont été déployés recemment pour étudier les polymorphismes d'un seul
nucléotide SNP, qui peuvent souligner les differences de susceptibilité et d'histoire naturelle
des maladies. Selon le NCBI plus de 150 millions de SNP ont déja été découverts chez
I’homme et jusqu'a 380 SNP uniquement dans le géne MSH2 Une corrélation positive entre
les polymorphismes du géne MSH2 et l'apparition du cancer a été signalée dans le cancer
colorectal, du cancer gastro cesophagien, du cancer du poumon ou méme de la vésicule
biliaire. (Romanowicz et al., 2016)

4. Association polymorphisme rs1800734 et CCR

L'importance de MLH1 dans le CCR et sa propension a I'hyperméthylation 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 filots CpG (CIMP) entrainant une
hyperméthylation au niveau de MLHL1 et d'autres genes marqueurs CIMP, via le répresseur
transcriptionnel (Fang et al., 2014).

Une meilleure compréhension de l'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.
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5. Association polymorphisme rs1800734 et autres cancers

Ce polymorphisme affecte non seulement le développement du CCR, mais aussi des cancers
de I’endomeétre et de I'ovaire, 12% de tous les cancers invasifs sont dus a 1’hérédité d'une
mutation BRCA1 ou BRCA2 (Risch et al., 2001), et moins fréquents de 1 a 2 % des cas de
cancer de ’endometre et de ’ovaire sont dus a des mutations dans le géne de réparation des
mesappariements 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 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).
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Methodologie

I. Patients et témoins

1. recrutement de patients

Dans un premier temps, nous avons entrepris une étude rétrospective descriptive. Pour cela,
nous avons inclut les patients ayant les cancers du colon et/ou du rectum admis au CHU de
Constantine durant les années 2017, 2018 et 2019.

Le recensement a été effectué au service de I’épidémiologie sous forme de registre de cancer
afin de dénombrer tous les malades et calculer I’incidence de ’atteinte de chacun de ces deux
types de cancers sur le territoire constantinois.

Ensuite, dans un deuxieme temps, nous avons réalisé une étude prospective transversale. 1l
s’agit d’une étude de type cas-témoin, Elle a duré trois mois et a porté sur deux populations,
I’une témoins et ’autre patients.

La collecte de nos patients a eté effectue au niveau de : services d’oncologie médicale Centre
Anti Cancéreux (CAC), la chirurgie B, le service de gastroentérologie sur une période de 2
mois (avril et mai 2022) dont I’objectif était d’identifier les différents facteurs de risque
environnementaux (age, sexe, habitudes de vie) et génétique (antécédents familiaux) et enfin,
évaluer ’association du polymorphisme -93A>G du gene MLH1 avec le cancer colorectal.

Le volet moléculaire de notre travail pratique a éte realisé au sein du laboratoire de Biologie
et Génétique Moléculaire au CHU Constantine et au laboratoire de biologie moléculaire
(Université Constantine 1) et le centre de recherche de la biotechnologie CRBT Constantine.

Population des patients
Ce groupe de patients comprend 30 malades des deux sexes atteints de cancer du cdlon et/ou

du rectum, &gé de 17 a 75 ans, habitant I’Est Algérien.

1.1 Criteres d'inclusion

Tous les patients affectés d'un cancer du cblon sporadique ou présentant une polypose
adénomateuse familiale sont inclus.

Pour les sujets des deux sexes syndrome de Lynch ont été classés selon les groupes de
patients

1- Répondants aux criteres complets d'’Amsterdam | ou Il (1999).

2- Répondants aux critéres de Bethesda (2004) avec antécédents familiaux (comprenant les
criteres 4 et/ou 5).

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

diagnostic établi avant I'age de 45 ans (comprenant le critére 1).
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1.2 Critéres d’exclusion
- Sujet déshydraté, difficile a piquer.
- Sujet refusant de faire le prélevement.
- Sujet aux veines fragilisées par la chimiothérapie.
Population des témoins
Les témoins de la population générale de référence, sujets sains des deux sexes (présumés en

bonne santé) habitants a Constantine durant la période de I’¢tude.

3. Recueil des données

Un questionnaire (Annexe I11), comprenant toutes les données nécessaires est établi pour toute
la population d’étude. Un interrogatoire minutieux est mené aupres des patients sélectionnés
dans notre étude afin de définir les parametres personnels et familiaux suivants : I’age, le
sexe, les antécédents personnels et familiaux du cancer colorectal, d’autres cancers, de
consanguinité, d’agrégation familiale de cancer ainsi pour ¢élaboration des arbres

généalogiques a partir de I’histoire familiale.

Il. Etude moléculaire

1. Extraction de ’ADN

Les études génétiques visent le génome humain pour avoir de I’ADN, origine de I’information
génétique est contenue dans les leucocytes. Nous avons employé la méthode d’extraction

utilisant la précipitation au Na CI.

1.1 Prélévement sanguin

Le prélevement sanguin préconisé pour 1’étude génétique dont I’extraction de ’ADN est
recueilli stérilement dans un tube de type vacutainer a EDTA (anticoagulant et un inhibiteur
des nucléases) en quantité de 8 a 10 ml. Les prélevements du sang ont été réalisés au niveau
du pli du coude apres la pose d’un garrot. Le prélevement sera conservé a une température de
+4°C jusqu’au moment des manipulations (une semaine au maximum). Les tubes de
prélevement sont étiquetés et numérotés.

1.2 Principe de I’extraction de ’ADN

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.
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- 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 Protocole).

1.3 Conservation de PADN

Dans une boite identifiéce « ADN CCR » pour cancers colorectaux, les tubes d’ADN sont
rangés et classés selon le numéro et la date du premier jusqu’au dernier échantillon. Ils sont
conservés a + 4°C jusqu'a utilisation (moins de 6 mois). La conservation des ADNs purs
lorsque les analyses sont terminées, se fait a —20°C. Les dilutions de travail (100ug/ml) a
partir de nos ADN purifiés sont conservés a +4°C dans une boite identifiée « ADNs dilués ».
1.4 Evaluation de la pureté et quantification de la concentration d’ADN

La pureté de 'ADN et sa concentration sont estimees par spectrophotometrie a UV.

La pureté de I'ADN est determinée par le rapport de DO260nm/ DO280nm. La densité
optique ou DO a 260 nm des solutions diluees au 1/100 est utilisée également pour le dosage
de ’ADN, ce qui permet de calculer sa concentration, sachant que 1 unité DO correspond a
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 ’ARN), ce dernier ne laisserait pas aboutir a un bon résultat dans les étapes suivantes de
son analyse par PCR. Il est donc 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 ’ADN par un nanodrope afin de
préparer une dilution de travail a 100 ng/pl.

2. Amplification par la PCR

C’est une technique de biologie moléculaire, mise au point en 1985 par KarryMullis. 1l s'agit
d'une technique d'amplification d’ADN in vitro. Elle permet d'obtenir un trés grand nombre de
copies d'une séquence d'ADN choisie. Chaque cycle de PCR est constitué de trois étapes :
- Une dénaturation de I'ADN.
- Une hybridation des amorces aux extrémités de la séquence recherchée.
- Une élongation grace a l'action d'une ADN polymérase, Taq polymérase.

Ce cycle est répété de 30 a 40 fois pour obtenir une multiplication exponentielle de la

séquence d'ADN cible.
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2.1 Préparation du milieu réactionnel (mix) de PCR :

Nous avons procédé a amplifier un fragment de 387 pb de taille se situe sur le promoteur du
géne MLH1 et qui encadre le SNP -93 A<G.

Pour préparer le milieu réactionnel ou mix de PCR, il faut multiplier la quantité de chaque
composant par le nombre de tubes voulu + un. Un milieu réactionnel de PCR d’un volume
final de 20 pl a été préparé.

Le mix comprend des désoxyribonucléotides triphosphates (dNTP) une enzyme
d’amplification in vitro (Taq polymérase), un environnement réactionnel (Tampon, MgCI2 et,
H20) et deux amorces Oglio nucléotidiques (tableau 3).

Tableau 2 : Amorces utilisées pour I’amplification.

Sens des amorces | Séquence nucléotidique Enzyme de restriction
MLH1 -93G<A Sens : 5’-CCGAGCTCCTAAAAACGAAC-3 Avall
Antisens : 5’>-CTGGCCGCTGGATAACTTC-3’ (37°C)

Apres avoir préparé le mix de la PCR (tableau 4), selon le nombre d’échantillon, nous avons

pris 19ul de ce mélange avec 1ul d’ADN dans chaque tube de PCR pour chaque sujet.

Tableau 3 : Les quantités de chaque constituant du milieu réactionnel de la PCR.

Mix de PCR Concentration finale Quantité en pl
Tampon 10X 1x 2
MgCI2 1.87 mm 1.5
dNTP 0.375 mm 0.75
Taq polymérase 0.05 unité 0.2
Eau distillé ultrapure - 13.75
Amorce. F 0.4 pmol/ pl 0.4
Amorce. R 0.4 pmol/ pl 0.4
ADN 100ng/ pl 1

2.2 Déroulement des cycles de la PCR
Tableau 4 : programme PCR de SNP -93A>G du géne MLH1
Les étapes de la PCR MLH1-93G>A

La dénaturation initiale 95°C pendant 10 minutes
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La dénaturation

L’hybridation

L’¢longation

95°C pendant 30 secondes

56°C pendant 45 secondes

72°C pendant 45 secondes

L’¢longation finale

72°C pendant 10 minutes

Protocol: MLH1

Cycler: C1
SamplelD:
b

Figure 18 : Courbe de température du termocycleur.

2.3 Controle des produits de la PCR

> Préparation du gel d’agarose a 2%

— 30 cycles

Le gel est préparé en mélangeant 2g d’agarose et 100 ml TBE (Annexe VI ) additionné de

10ul du bromure d’éthidium (BET) qui est un agent intercalant servant a émettre une

fluorescence par révélation sous UV. Le gel est déposé sur une plaque d’une cuve horizontale

ou on a déposé un peigne. On laisse le gel se polymérise a 1’air libre.

Nous avons déposé dans chaque puits du gel 10 pl de produit amplifié mélangé avec 2 ul du

tampon de charge, (bleu de bromophénol), ce dernier permet de suivre le front de migration.
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Un échantillon sans ADN (blanc : témoin négatif), est inclus dans la série a amplifier et sert
de control négatif. La migration se fait en paralléle avec un marqueur de taille (100 Pb
LADDER). Le dépdt se fait du c6té cathode (-) soumis sous un courant de 100 volts pendant
15 & 20 minutes. Aprés la migration, le gel est soumis au rayon UV dans un Transiluminateur.
Les molécules de bromure d’¢thidium fixées a I’ADN émettent une lumicre visible
(fluorescence) et photographiable et permettent de visualiser les fragments amplifiés sous
forme de bandes fluorescentes. Ce contrdle permet aussi de confirmer 1’amplification de notre
ADN et d’exclure toute contamination d’ADN survenue au cours de la PCR grace au puits
contenant le témoin blanc.

3. Polymorphisme de longueur de fragment de restriction (RFLP)

3.1 Digestion par I’enzyme de restriction Ava Il

L’enzyme Avall est une enzyme de restriction qui reconnait le site 5°G GNCC3’ et coupe
entre les deux G pour donner des couts cohésifs. Lorsque la G en position -93 est substitué
par une A en raison de polymorphisme, le site de restriction est abolit et I’enzyme ne coupe
pas.

» Préparation de milieu de digestion

Preparer le milieu de digestion de I'enzyme Ava Il pour le nombre de tubes voulu

+ 1 témoin. En ajoutant 15 pl de produits de PCR + 1 pl de ’enzyme et 50 pl de Buffer.

Les produits de la PCR sont soumis a une digestion enzymatique par Avall. lls sont incubés
pendant une nuit dans une étuve a 30°C.

La digestion de notre fragment amplifié produit 3 fragments :

-Le clivage de I’alléle de type sauvage (G) donne deux fragment 180 pb et 207 pb, tandis que
le clivage I’allele (A) et donne un seul fragment de 387 pb. Par conséquent le génotype
homozygote AA présente une seule bande non coupée est celle de 387pb, I’hétérozygote AG
contient trois fragments 387 pb, 207 pb et 180 pb. Alors que le génotype AA homozygote ne
contient que les deux bandes 207pb et 180pb.

3.2 Profil électro phorétique

L'identification des génotypes GG, AA, GA du géne MLH1 a été faite par migration électro
phorétique des produits de PCR sur gel d’agarose a 3%, pendant 45 min a un voltage 100
volts.

3.3 Révélation des produits de digestion RFLP

Le BET fluorescent aux UV s’est fixé sur ’ADN va permettre de visualiser les fragments de

restriction dans le gel placé sur la table a UV.
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Résultats et discussion

I11. Résultats et discussion

1. Etude épidémiologique

Cette partie des resultats de notre travail consiste en une etude statistique épidemiologique qui

présente un état de lieux de I’atteinte des cancers de colon et du rectum durant les années

2017 et 2018. C’est ce qui nous a été possible de retirer du service de 1’épidémiologie de

CHU Constantine.

1.1 Fréquence des cancers colorectaux dans la région de Constantine

1.1.1 Cancer du colon et du rectum en 2017

Selon le registre du service épidémiologie de CHU de Constantine durant I’année 2017, on a

enregistré 146 cas des cancers de colon et du rectum d’une fagon confondue. On remarque

que ’atteinte par le cancer du colon prédomine celle du rectum elle représente 60%.

Cependant il n’existe pas de différence significative entre le taux de I’atteinte entre homme et

femmes : on a noté la présence de cancer du colon répartis entre 47.18 % de sexe masculin et

52.81% de sexe feminin avec un sexe ratio F/H de 1,12.

Le cancer du rectum, de sa part, a touché 52,42% des hommes et 47,57% des femmes

dans la méme année (figure 19).
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Figure 19: Répartition de I'atteinte des cancers du célon et du rectum chez les hommes et les

femmes dans I'année 2017.
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Les figures 20 et 21 représentent 1’évolution de la survenue de CCR avec I’age dans les sexes
masculin et féminin respectivement. On observe que le taux de cancer colorectal est presque
nul 0% avant I’age de 20 ans et rare jusqu’a 30 ans chez les deux sexes bien qu’il est a noter
que ’apparition de cette pathologie est précoce dans le sexe féminin.

Une Légere augmentation de la survenue de ce cancer a caractérisé la tranche d’age de 30 a
50 ans. A partir de 50 ans, le taux de cancer du cOlon et du rectum enregistre une
augmentation de maniére significative parallelement chez les deux sexes, mais elle apparait

plus importante pour le cancer du c6lon par rapport a celui du rectum.
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Figure 20 : Evolution des taux de cancer colorectal chez les hommes dans I'année 2017
(registre du Cancer Constantine 2017).
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Figure 21 : Evolution des taux de cancer colorectal chez les femmes dans I'année 2017 (registre
du Cancer Constantine 2017).
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1.1.2 Cancer du colon et du rectum en 2018

Le rapport annuel du service épidémiologie de CHU de Constantine durant I’année 2018 a
enregistré 207 cas des cancers de colon et du rectum d’une fagcon confondue repartis entre
100 femmes soit 48,3% et 107 Hommes soit 51.7% avec un sexe ratio de 1.07. L’4ge moyen
de I’atteinte par ce type de cancer est 65 et 61 ans respectivement. Entre les deux sexes, il
n’existe pas de différence significative de survenue.

L’incidence de cancer colorectal de I’année 2018 est illustrée dans la (figure 22).
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Figure 22 : Taux d’'incidence des cancers colorectaux par &ge et par sexe a
Constantine dans 'année 2018 (Registre de Cancer de Constantine, 2018).

En France, dans la période 2007-2016, le taux d’incidence du CCR est comparable a la
moyenne des 28 pays de 1’union européenne. Il touche en moyenne 22 828 hommes et 19 174
femmes chaque année. La mortalité est en constante baisse depuis les années 1980 (Binder-
Foucard, 2014). Le CCR a engendré prés de 17 000 déces par an dans la méme période, 10 %
des déces par cancer chez ’homme et 12 % chez la femme (Maynadié et al., 2019).

Au Canada, le Canadian Cancer Statistics Advisory Committeea enregistré en 2022, 24300
nouveaux cas dont 13500 sont des hommes et 10800 femmes. Le nombre de décés représentes
11% (9 400 Canadiens, dont 4200 sont des femmes) de tous les décés par cancer.en moyenne,

chaque jour, 26 Canadiens mourront d’un cancer colorectal (Canadian Cancer society, 2022).
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2. Etude statistique
2.1 Répartition des sujets selon le sexe et I’Age

2.1.1 Les sujets témoins
e Selon le sexe

Les sujets temoins sont au nombre de 37 répartis entre (Figure 23) :
e 14 du sexe masculin soit 37.83%.

e 23 du sexe féminin soit 62.16%.

W Femme B Homme

Figure 23 : Répartition des témoins selon le sexe.
e Selon I’age

Ces témoins sont classés en tranches d'age de 10 ans sauf pour les plus de 60 ans qui sont

classés en une seule tranche (Tableau 6) (Figure 24).

Tableau 6 : la répartition des sujets témoins selon 'age et le sexe

Hommes Femmes Total
Age N % N % N %
120-30] 3 21.42 8 34.78 11 29.72
]130-40] 4 28.57 6 26.08 10 27.02
] 40-50 1 7.14 5 21.73 6 16.21
]150-60] 3 21.42 2 8.69 5 13.51
>60 3 21.42 2 8.69 5 13.51
Total 14 100 23 100 37 100

N: nombre, % : fréquence
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Figure 24: Répartition des témoins selon I'age et le sexe.

2.1.2 Répartition des patients CCR

e Selon le sexe
Les sujets présentant un cancer colorectal sont au nombre de 32 répartis entre :

- 19 de sexe masculin soit 59 %.

- 13 de sexe féminin soit 41 %.
Cette répartition est illustrée dans la figure 25.
Dans notre série, le nombre de cas de cancer colorectal des hommes dépasse le nombre de cas
femmes. Ce qui a été retrouvé dans I’étude épidémiologique réalisée au niveau de la willaya
de Constantine en 2018 ou I’échantillonnage comporte 32 patients atteints de cancer
colorectal (19 hommes, soit 59 %et 13 femmes, soit 41 %) (Registre de cancer de Constantine
2018).

répartition selon le sexe

= homme = femme

Figure 25: répartition des patients selon le sexe de la population
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Cette prédominance masculine a été également observée dans I’é¢tude épidémiologique
réalisée par le service des cancers colorectaux a Tlemcen de janvier 2011 au décembre 2017
ou le nombre de cas comporte 160 patients atteints de cancer du célon (94 hommes, soit
58.75% et 66 femmes, soit 41.25 %) avec une sex-ratio de 1,42 (Benbekhti et Meguenni,
2020). Une autre étude au Maroc a démontré que le sex-ratio égale a 1.17 avec un
pourcentage de 54% pour les hommes et 46% pour les femmes dans la période janvier au
décembre 2015 (Imad et al., 2019). D’aprés I’INCa en 2018 dans 43 300 nouveaux cas 23 200
sont des hommes avec un pourcentage de 53.6% et 46.4% pour 20 100 femmes (Ifrah et
Breton, 2021). En Belgique une prédominance masculine dans la tranche d’age 50-75 ans
avec 62% et avec un sex-ratio égale a 1.53 (Benbekhti et Meguenni, 2020).
e Selon I’age
Nos résultats montrent que la tranche d’age la plus représentative est celle de 40-60 ans avec

50 % (figure 26).

répartition selon l'age
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Figure 26 : Répartition des patients selon I'age de notre population.

Au Maroc la tranche d’age la plus touchée était comprise entre 60-65 ans avec un &ge moyen
de 56.6 ans, donc le risque du CCR augmentait avec 1’age quel que soit le sexe (Imad et al.,
2019). Dans I’étude de I’ouest algérien, Tlemcen, 1’age moyen au diagnostic est de 60 ans,
90% des cas des CCR sont survenus chez le sujet de plus de 45 ans (Benbekhti et Meguenni,
2020). Ainsi, une étude réalisée en Belgique, compte 95 % des CCR qui survenaient apres
I’age de 50 ans (Benbekhti et Meguenni, 2020). Ces études démontrent que le pic de I’atteinte
par ce cancer est entre 40-60 ans.
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2.2 Répartition des sujets selon la localisation de la tumeur

Les cancers du colon et du rectum sont deux entités que 1’on étudie souvent ensemble, il n’est
en effet pas toujours évident de les distinguer. En outre, leur origine physiopathologique est
assez similaire (Benbekhti S et all, 2020).

La figure 27 montre la distribution des individus cancéreux selon la localisation de la tumeur.

REPARTITION SELON LA LOCALISATION

Rectum

H Colon

B Autres localisation
Figure 27 : Répartition des patients selon la localisation.

Concernant la localisation de ce type de cancer, nos résultats montrent que le rectum est le site
tumoral le plus fréquent, il touche 41 % des cas, suivi par le c6lon avec 35 % des cas et 24 %
pour les autres localisations extracoliques (pancréas, col utérin, cerveau, et cavum). Nous
pouvons donc conclure que le rectum est la partie la plus affectée par le CCR dans notre
population d’étude chez les deux sexes en accord avec plusieurs études :

A Tlemcen, Le cancer du cblon a constitué 53,1% des cas face a 43,1% pour le cancer du
rectum (Benbekhti et al., 2020). En littérature, les cancers du cblon représentent globalement
2/3 et le cancer du rectum 1/3 (Imad et al., 2019). Une étude marocaine a révélé que le cancer
colorectal touche le cdlon dans 52% des cas et le rectum dans 48% (Imad FE et all, 2019).
Selon les registres occidentaux une étude de 57847 patients dont 25181 (43,5%) avec un
colon droit , 21791 (37,7%) avec un colon gauche , et 10875 patients (18,8%) avec un cancer
du rectum (Yang et al., 2016).

2.3 Répartition des sujets CCR selon le stade d’évolution de la tumeur

La classification TNM a fait I’objet d’un consensus international, le stade doit donc étre

donné selon la classification pTNM, qui distingue quatre stades (Edge et Compton, 2010 ;
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Scoazec et Sabourin, 2010). La distribution de nos patients selon ces stades est illustrée dans
la figure 28.

Répartition selon les stades
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Figure 28 : Répartition des patients selon le stade d’évolution de la tumeur.

D’aprés cette classification, la population étudiée présente une prédominance du stade I1I avec
une fréquence de 40% suivi du stade Il avec un pourcentage 30% en suit 20 % du stade 1V
finalement le stade I avec une fréquence 10%, on note qu’aucun de nos patients étudiés
n’appartient au stade 0.

Ces résultats s’expliquent par plusieurs causes :

- Les patients arrivent aux centres cliniques a un stade tardif dii de 1’absence de signes
généraux de la maladie, par négligence, absence de douleur, manque de motivation, la peur du
résultat, et une insuffisance d’informations.

- Les malades qui ne respectent pas une surveillance réguliére, augmente pour eux le risque de
récidive.

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

La survie des patients ayant un cancer colorectal dépend des différents facteurs pronostiques
parmi lesquels, le stade du cancer, I’atteinte ganglionnaire et la présence de métastases (la
classification TNM). Il est donc intéressant de connaitre le stade d’évolution dans la mesure
ou le cancer colorectal est un cancer de bon pronostic lorsqu’il est diagnostiqué a un stade
précoce. Le taux de survie relative a 5 ans varie en fonction de la classification TNM : 94%
pour les cancers diagnostiqués au stade | ; 80% au stade Il ; 47% au stade 11l et 5% au stade
IV (Grosclaude et al., 2013).
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2.4 Répartition des sujets selon les antécedents familiaux

Notre travail de tri des patients a porté sur 1’analyse des questionnaires et du diagnostic. En
ce qui concerne les antécedents familiaux de cancer colorectaux et d"autres types de cancer,
nous avons noté que les sujets de notre étude soient sporadiques dans 80 % des cas, alors que
20%. Surviennent dans un contexte familial. Dans notre étude, les antécédents familiaux de
cancer colorectaux chez nos patients sont retrouves dans 57% des cas familial et 43% des cas
sporadique (figure 29).

En se basant sur les données du questionnaire de la population marocaine étudié par Imad et
all, les antécédents familiaux de cancer colorectal ont été retrouvés chez 7% des patients. Les
antécédents familiaux d’autres types de cancer ont été notés chez 16% des patients.
Concernant les antécédents familiaux de cancers rentrant dans le spectre du syndrome de
Lynch, les cancers du sein 42%, des poumons 15%, du foie 12%, de I’estomac 12%, et 4%

pour le pancréas et I’ovaire (imad et al., 2019).

Répartition selon les antécédents
familiaux

m familiale

53% sporadique

Figure 29 : Répartition des sujets selon les antécédents familiaux.

2.5 Répartition des sujets selon les critéres de sélection Amsterdam et Bethesda

D’aprés les questionnaires qu’on a fait avec nos patients et en consultant leurs dossiers nous
avons réparti ces patients selon deux critéres de sélection, Amsterdam et Bethesda (Annexe Il
& I11), en deux groupes :

1- Patients répondants aux criteres complets d’Amsterdam | ou 11 1999.

2- Patients répondants aux criteres de Bethesda révisé 2004.
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Répartition selon les critéres de selection

Amsterdam |
etll
48%

Figure 30: Répartition des sujets CCR selon les critéres d’Amsterdam | et Il et Bethesda.

D’aprés nos résultats, les critéres Bethesda sont présents pour la majeure partie de notre
population d’étude avec un pourcentage de 52 % et les critéres de d’Amsterdam I/II
représentent 48 %.

Les critéres d’Amsterdam II ont initialement été rédigés avant la découverte du phénotype
MSI et se basent sur des critéres cliniques pour identifier les patients suspectés d’étre atteints
du SL (Richman, 2015). Malheurecusement, les critéres d’Amsterdam et de Bethesda ne
permettent pas d’identifier a coup sir les personnes atteintes du LS (Ryan et al., 2017). Les
criteres de Bethesda sont plus sensibles, mais échouent a mettre en évidence 12 a 28 % des
cas de LS (Ryan et al., 2017).

Donc il est recommandé que tous les CCR développées avant 70 ans chez un individu
remplissant un des criteres de Bethesda soient testés pour le phénotype MSI (Balmafia et al.,
2013).

En France les tests somatiques recherchant une déficience du systtme MMR (par biologie
moléculaire et/ou IHC) sont recommandés chez toute personne ayant développé un CCR
avant 60 ans ou un cancer de I’endométre avant 50 ans (INCa, 2016).

3. Résultats de I’étude génétique

Dans la partie moléculaire de notre étude, nous avons réussi a mettre au point pour la premier
fois la PCR concernant le polymorphisme -93A >G sur le promoteur du géne MLH1. Les
résultats de contréle de PCR dans la figure 31 montrent une bonne amplification de bandes

appartenant a I’ADN des patients (P1 et P2). Ces amplifiants mesurent 387pb de taille.
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Figure 31 : Profil d’électrophorése de la PCR de fragment de 387 pb pour deux patients P1 et P2
Dans un deuxiéme temps, nous avons procédé a la digestion de nos produits de PCR par

I’enzyme Ava II qui donnerait trois bandes : ’hétérozygote AG et les homozygotes AA et
GG. Un modele de seéparation de fragments RFLP sur gel 3% est illustré sur la photo de

profil électrophorétique sur la figure 31.

387

207
180

Figure 32 : profil RFLP de digestion par 'enzyme de restriction Avall

Nous avons voulu, par la suite réaliser le travail selon notre objectifs, Malheureusement, tous
les essais de PCR qui suivaient la mise au points ont échoué a avoir encore ce résultat
positif en faveur de la PCR et la digestion et cela pour des contraintes techniques qui sont
dues aux changements de conditions de travail et déplacement dans un autre laboratoire. En
outre, le temps trés limité et la période courte accordée a la réalisation de tels travaux ne
permettait pas la continuation afin de réaliser les analyses d’un effectif intéressant pour

I’étude statistique de type cas-témoins.
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Cependant, au cours de la période du déroulement de notre travail pratique aux différents
laboratoires de biologie moleculaire (CHU, Universitél et CRBT), nous avons appris les bon
gestes de manipulation de I’ADN et acquis une expérience dans le coté du travail pratique.

4. Les Arbres généalogiques de quelques patients

F1:

S a e

Figure 33 : Arbre généalogique de la famille F1.

- cas index : 1112

- Types de cancers:

[11.2: Colon, I.1: Colon, 11.4: Colon, I1.5: Rectum, 11.6: Colon, I11.3: Colon.

- L’age de diagnostic : 25 ans

- Nombre des sujets atteints dans la famille : 6

On remarque que la maladie dans cette famille est transmise selon le mode autosomique

dominant avec une fréquence de prédisposition de 50%.

F2:

Figure 34 : Arbre généalogique de la famille F2.
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- cas index : 1112

- Types de cancers :

[11.2: Cerveau, 1.2: Colon, I1.1: Uterus, 11.2: Poumons.

- L’age de diagnostic : 23 ans

- Nombre des sujets atteints dans la famille : 4

La maladie dans cette famille est transmise selon le mode autosomique dominant avec une

pénétrance incomplete.
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Conclusion et prescriptives

Conclusion

Le cancer colorectal se situe parmi les cancers digestifs les plus fréquents par sa mortalité et
morbidité. Les cancers du cblon et du rectum étant assez semblables, ils sont regroupés sous le
terme de cancer colorectal. En dépit des progres thérapeutiques réalisés ces derniéres années et
des études visant a la compréhension des mécanismes responsables de la transformation maligne,
la mortalité due a ce cancer reste toujours importante.

L’¢tude des facteurs de risque et les marqueurs génétiques impliqués dans 1’étiologie du cancer
colorectal a fait I’objet de plusieurs études et travaux de recherches dans le monde. Notre travail
avait pour objectif de déterminer I’association de CCR avec le polymorphisme des génes MMR
(MLH1 et MSH2).

Pour cela, nous avons réalisé une étude cas-témoin comprenant 32 cas CCR, A P’instar de nos
résultats, le CCR augmente considérablement avec I’4ge chez les deux sexes avec une
prédominance masculine de 59 %.

Concernant la localisation de la tumeur, une fréquence plus élevée au niveau du rectum par
rapport au colon et ses differentes parties. Une prédominance de stade 111 par rapport aux autres
stades, ceci peut étre expliqué par un diagnostic qui est souvent tardif.

Malheureusement pour 1’é¢tude du polymorphisme MLH1-93G>A : malgré que nous avons
réalisé I’application de tout le protocole du génotypage, nous avons été confronté a la fin, a un
probleme technique (nous dépassant) ce qui a mis impossible de réussir la révélation des
résultats des différents génotypes attendus. Pour cela nous n’avons pas pu atteindre I'un des
objectifs majeurs de notre étude.

Pour cela nous envisageons, dans I’avenir, d’effectuer une étude réussite afin d’apporter des
conclusions méritant un intérét scientifique pour la compréhension des mécanismes moléculaires

de cancer colorectal.
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ANNEXE I

Tableau 1: Les stades du CCR selon la classification TNM.

Tumeur primitive (T)

Tx il n’est pas possible de statuer sur la tumeur primitive.

TO pas de tumeur primitive évidente

Tis cancer in situ : atteinte intra-épithéliale ou membrane basale.
T1 atteinte limité a la muqueuse ou la sous mugueuse

T2 atteinte de la musculeuse muqueuse, sans dépassement

T3 atteinte de toute 1’épaisseur de la paroi

T4 atteinte des organes adjacents ou perforation dans le péritoine

Ganglion régionaux (N)

NO  pas de metastase ganglionnaire

N1  métastase dans 1a3 ganglion lymphatique regionaux

N2  métastase dans 4 ou plus ganglion lymphatique régionaux
Nx  statut ganglionnaire non évaluable

Métastase (M)
MO  pas de métastase
M1 métastase a distance (I’atteinte des ganglions iliaques externes ou
iliaqgues communs
est considére comme M1
Mx  statut métastatique inconnu.

Stade 0 : la tumeur est in situ, ce qui signifie qu’elle est trés superficielle et qu’elle n’envahit
pas la sous-muqueuse, que les ganglions lymphatiques ne sont pas atteints et qu’il n’y a pas de
métastase a distance.

- Stade | : la tumeur envahit la deuxiéme couche (sous-mugueuse) ou la couche musculaire
(musculeuse) de la paroi du cdlon ou du rectum, les ganglions lymphatiques ne sont pas
atteints et il n’y a pas de métastase a distance.

- Stade 11 : les cellules cancéreuses ont traversé plusieurs couches de la paroi du célon ou du
rectum, mais aucun ganglion n’est atteint et il n’y a pas de métastase.

- Stade Il : les cellules cancéreuses ont envahi les ganglions lymphatiques proches de la

tumeur.
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- Stade IV : le cancer s'est propagé au-dela du célon ou du rectum, vers des emplacements ou
des organes éloignés, généralement le foie ou les poumons (Bosman FT et all, 2010 ; Brierley
JD et all, 2017).

Annexe Il

Tableau 2 : Critéres d’ Amsterdam

Les critéres de sélection d’Amsterdamll (Coffin E et all, 2019).

> 3 apparentés atteints d’un cancer du spectre étroit ou élargi (tous les criteres sont

nécessaires) :

1. L'und'entre eux doit étre un parent au premier degré des deux autres.

Au moins deux générations successives doivent étre touchées.

Au moins une personne doit avoir été diagnostiquée avant I'dgede50ans.

2
3
4. La polypose adénomateuse familiale doit étre exclue.
5

Le diagnostic de la tumeur doit étre confirmé par un examen histopathologique.

Les critéres de Bethesda

Tableau 3 : Criteres de Bethesda

Les critéres de sélection Bethesda (Coffin E et all, 2019).

Critéres de Bethesda revisés (un seul critere suffit) :

1. CCR diagnostiqué chez un patient de moins de 50 ans.

2. Présence de tumeurs colorectales synchrones, métachrones ou d'autres tumeurs

associees  au syndrome de Lynch (LS) quel que soit I'dge du patient.

Cancer colorectal < 60ans avec histologie MSI-H.

4. CCR diagnostiqué chez un patient ayant un ou plusieurs parents au premier degré
atteints d'une tumeur associée au LS, I'un des cancers ayant été diagnostiqué avant

I'agede50ans dont I'un des cancers a été diagnostiqué avant I'agede50 ans.

5. CCRdiagnostiquéchezdeuxouplusieursparentsaupremierouauseconddegréavecune
tumeur associée au LS, quel que soit I'age.
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Annexe III
Fiche de renseignements du patient
ANNEE oo Nede DoSSier.....vuuenn.
NOM oo Prénom:.....coovvvieiiiiiiiiiiinin..
Date et lieu de naissance ........................ AZC i
Btat civil...oooooee e, Nbre d'Enfants:.......ccccvvvvn...
AATESSE e, ) R
Origine ethnique:.........cooviieiiieeiiiecciieeieens Fonction :...........cooevvininn...

Diagnostic de lamaladie :............................

Age au moment du diagnostic: ............ Année de diagnostic.......................
Diabéte : oui [ ] non[_] Dyslipidémies:oui [ ] non []

Maladies cardiovasculaires : oui [ ] non[_] Type de maladie........................
AULreS ATCD PersOnNelS. . ....c.uviieiiiiii i e e

Analyses biologiques
CA19:9...ccoiiii, ACE. ..o, Autres ..................
Examens cliniques:

ENdOSCOPIC: . .eiiiii e e

Thérapie et traitements:
Chirurgie seule ............coevviiiiiiiiiiinn.n.

Caracteristiques tumorales

A- Données macroscopique :
- Localisation tumorale : rectum [_]colon sigmoide [_] colon gauche [ ]

Colon transverse [ ] colon droit []
- Aspect : bourgeonnant [ ] infiltrant [ ]  plan []
- Polypes synchrones : Absents [ ] présents [ ]
- Métastases synchrones : Absentes [] présentes []

B- Données histologiques :
- Type d’adénocarcinomes : bien[_] moyennement [_] peu différencid_]
- Envahissement en profondeur : Intramuquex (Tis) []
Limité a la sous muqueuse (T1) [] Limité a la musculeuse (T2) []
Envahissement a la sous séreuse (T3) []

Envahissement de séreuse ou a des organes de voisinage( T4)[ |

Stades PTNM & o
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Antécedents tumoraux personnels:

Antécédents familiaux :

Type de cancerduPére: ..................... Typede Cdelamére:................
Age de diagnostic........................ Age de diagnostic.....................
Typede Cdufrere:.............ooevininnet. Typede Cdelasceur:...............
Age de diagnostic..........c.covviiiiiiiinn.n Age de diagnostic.....................
Collatéraux:

Parent 1:. .. ..o Parent 2:..........coociiiii
Liende parenté:.............coviiiiviiiinnnn... Lien de parenté:.......................
Age de diagnostic..........coovviiiiiiiininnn. Age de diagnostic.....................
Typedecancer ...........oooevviiiiiiiiiinnnn, Type decancer........................

Annexe IV

Fiche de consentement du patient

Centre hospitalier Universitaire de Constantine
Gastroentérologie /Centre Anti cancéreux
Laboratoire de Biologie et génétique moléculaire

Etude génétique du Cancer colorectal

Dans le cadre de :

Etude de prédisposition génétique aux cancers colorectaux

Je soussigné(e) :

Nom :

Prénom :

Date de naissance :

-Déclare avoir pris connaissance des informations explicatives concernant cette étude.

- J’accepte le prélevement sous les conditions décrites en gardant tous mes droits stipulés par

la loi algérienne
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- Jaccepte ce type de recherche :

- Je m’oppose a ce type de recherche :

-En cas de réponse affirmative, je souhaite que les résultats puissent m’étre communiqués

OuUl NON

Signature du patient(e) : Signature de Doctorant (investigateur)

En lieu et date :

Signature du Médecin

Annexe V
Fiche de consentement du patient

Annexe VI

Les étapes de I'extraction de I'"ADN :

1- Préparation des leucocytes

- 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.

- Centrifuger 15 min a 3900 g (3900 rpm).

- Déverser le surnageant prudemment afin de garder le culot leucocytaire précipité
au fond de tube.

- 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.

- Centrifuger dans les mémes conditions précédentes.

- 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 PADN
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- Décongeler les leucocytes.
- Centrifuger pendant 15 min a 3900 rpm.

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

et les mettre dans un tube Falcon conique de 15 ml.
- Ajouter 3 ml de tampon de lyse (NaCl 400 mM,EDTA 2mM,Tris 10mM,PH 8.2)
- Ajouter 200 pL de SDS a 10% (100 g SDS + 1000 ml H20).

- Ajouter 100 pL 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.

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

- 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 P'ceil nu . (laisser

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

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

[’éthanol a 70% dans un tube nunc (eppendorf) stérile.
3-Solubilisation de ’ADN :

- L’ADN est réhydraté en ajoutant entre 300 et 1000 puL de TE 10 :1 selon la grosseur

de la pelote et la concentration souhaitée.

- Laisser une nuit sur agitateur rotateur a 37°C, puis a température ambiante jusqu’a

dissolution complete (de 1 jusqu’a 3 jour).

Détermination de la pureté et la concentration de ’ADN :
-Détermination de la pureté :
- Principe :
- L’ ADN absorbe a 260 nm alors que les protéines (témoins de contamination) absorbent a
280 nm.
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- L’échantillon est dilué¢ au 1/100 dans I’eau distillée (10 pl de I’ADN solubilisé dans
990 puL de I’eau stérile).
- Les DO sont lues a 260 et 280 nm ( longueurs d’onde d’absorption des acides nucléiques et
des protéines) dans le méme type de cuve que celle ayant servi a faire le zéro (eau stérile ).
- Par le moyen du rapport de DO 260 hm / DO 280nm, la pureté de I’ADN est déterminée

en indiquant la contamination de I’ADN par les protéines ou par les ARN.
On considére que

e L’ADN est suffisamment pur lorsque le rapport R = DO2so/ DO2so €st compris entre 1.6 et 2
(1.6<R<2).

e L’ADN est contaminé par les protéines si : DOzso/ DOzgo< 1.6.

e L’ADN est contaminé par les ARN  si: DOgso/ DOzgo> 2.

- Détermination de la concentration de PADN :
-Principe

La densité optique a 260 nm permet de calculer la concentration de I’ADN sachant que :
1 unité de DO2¢ NM = 50 pg/ ml d’ADN double brin.

e Exemple:
Pour un ADN solubilisé dans 1000 pl de TE 10 :1 ayant une DO260 nm =0.139
1 unité de DO2so nm —> 50 pg/ ml d’ADN
0.139 DO 260 N M —— X
X =0.139 x50 = 6.95 pg/ ml
Considérant que I’ADN est dilué a 1/100, donc 6.95 x 100 = 695 ug/ ml. La
concentration de I’ADN en pg /ml = facteur de dilution x DO 260 x 50 pg / ml.

Fiche de Suivi technique
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Dimension spectrale

500 nm 700 nm
. Tl o
Capillaire N _//' % E
=
. e 3
.. Capillaire'N° 4 H E W
Filtre — T =
3
faisceau laser iz

Spectrographe

lentille concave

Cellule de détection

Figure A : Principe de I'électrophorése capillaire

Il se repose sur une différence de potentiel (ddp), des polyanions d’ ADN simple brin vont
migrer du pdle négatif (cathode) vers le p6le positif (anode) du circuit électrique. Les donnees
de fluorescences sont récupérées au niveau d’une cellule de détection et transmises vers la
caméra CCD pour étre analysées. Les fluorochromes excités vont ré-emettre une fluorescence
spécifique perpendiculairement. Elle passe a travers un filtre qui va sélectionner uniqguement
la fluorescence provenant des capillaires. Une lentille concave appelée spectrographe va
décomposer pour chacun des capillaires la fluorescence entre 500 et 700 nm et diriger chaque

faisceau en direction de la caméra CCD.
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Annexe VII

Tableau 4 : Détermination de la concentration et la pureté d’ADN

Sample ID Concentration 260/280
CCR1 143,5 1,83
CCR2 208,5 1,77
CCR3 111,3 1,78
CCR4 386,3 1,75
CCR5 135,5 1,71
CCR6 728,5 1,8
CCR7 239 1,86
CCR8 385,8 1,9
CCR9 522,9 1,65
CCR10 551 1,69

CCR11 616 1,85
CCR17 714 1,76
CCR13 1361 1,77
CCR12 771,1 1,86
CCR15 237,3 1,81
CCR16 115,4 1,96
CCR9 87,72 1,55
CCR 10 104,8 1,87
CCR 11 241 1,87
CCR9 47,03 1,96
CCR 10 121,1 1,82
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Résume

Le cancer colorectal est un probleme de santé majeur en Algérie, y compris le syndrome de
Lynch (SL) ou syndrome hereditary non polyposis colorectal cancer (HNPCC) est I’une des
prédispositions génétiques aux cancers les plus fréquentes. Il est lié a une mutation
constitutionnelle de 1'un des geénes du systéme de réparation des mésappariements d’ADN
(MLH1, MSH2, MSH6 et PMS2). La transmission est autosomique dominante mais avec une
pénétrance incomplete.

L’objectif de notre travail est de détecter le polymorphisme -93A>G sur le promoteur du
MLHZ1 pour évaluer son association avec le risque de CCR chez nos patients.

Nous avons effectué une étude épidémiologique et statistique présentant des caractéristiques
cliniques, généalogiques, et une étude moléculaire dans laquelle, nous avons pu développer
I’application de PCR- digestion pour le génotypage du polymorphisme du promoteur de
MLHL1.

Nos résultats ont révélé que 1’age moyen de I’atteinte par le CCR est entre 40 et 60 ans avec
prédominance masculine ainsi qu’une fréquence élevée de cancer du rectum par rapport a
celle du colon. Les criteres de Bethesda sont présents chez 52 % de nos patients.

Dans I’avenir, il serait mieux d’élargir le nombre des patients dans une étude plus approfondie

afin d'identifier de nouveaux marqueurs génétiques de cette pathologie.



Abstract

Colorectal cancer is a major health problem in Algeria, including Lynch syndrome (LS) or
hereditary non-polyposis colorectal cancer syndrome (HNPCC) is one of the most common
genetic predispositions to cancer. It is linked to a constitutional mutation in one of the genes
of the DNA mismatch repair system (MLH1, MSH2, MSH6 and PMS2). The transmission is
autosomal dominant but with incomplete penetrance.

The objective of our work is to detect the -93A>G polymorphism on the MLH1 promoter to
evaluate its association with CRC risk in our patients.

We performed an epidemiological and statistical study presenting clinical and genealogical
characteristics. And a molecular study in which, we were able to develop the application of
PCR-digestion for the genotyping of MLH1 promoter polymorphism.

Our results revealed that the average age of CRC is between 40 and 60 years with a male
predominance and a high frequency of rectal cancer compared to colon cancer. The Bethesda
criteria are present in 52% of our patients.

In the future, it would be better to enlarge the number of patients in a more thorough study in

order to identify new genetic markers of this pathology.
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Le cancer colorectal est un probleme de santé majeur en Algérie, y compris le syndrome de Lynch (SL) ou
syndrome hereditary non polyposis colorectal cancer (HNPCC) est I'une des prédispositions génétiques aux
cancers les plus fréquentes. Il est li¢ a une mutation constitutionnelle de ’'un des geénes du systeme de
réparation des mésappariements d’ADN (MLH1, MSH2, MSH6 et PMS2). La transmission est autosomique

dominante mais avec une pénétrance incompléte.

Objectif : Détecter le polymorphisme -93A>G sur le promoteur du MLH1 pour évaluer son association avec

le risque de CCR chez nos patients.

Résultats : I’dge moyen de I’atteinte par le CCR est entre 40 et 60 ans avec prédominance masculine ainsi
qu’une fréquence €levée de cancer du rectum par rapport a celle du colon. Les critéres de Bethesda sont
présents chez 52% de nos patients.

Conclusion :
le CCR augmente considérablement avec 1’age chez les deux sexes avec une prédominance masculine 59 %.
Concernant la localisation de la tumeur, une fréquence plus élevée au niveau du rectum par rapport au colon

et ses différentes parties, une prédominance de stade Il par rapport aux autres stades, ceci peut étre expliqué

par un diagnostic qui est souvent tardif.
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