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Le cancer colorectal (CCR) regroupe sous cette dénomination le cancer du colon et
celui du rectum. Les CCR, par leur fréquence et leur gravite, représentent un sérieux probléme
en cancérologie dans le monde. C’est le troisiéme cancer diagnostiqué dans les deux sexes
confondus aprés le poumon et le sein (Ferlay et al., 2015). En Algérie, ce cancer constitue
actuellement un probléeme majeur de santé publique. Il a été noté, qu’entre 2006 et 2010, le
CCR a touché 9.9/ 10° habitants et a présenté 9.6% et 8.5% d’atteinte chez I'homme et la
femme respectivement (Hamdi Cherif et al., 2014).

La carcinogenese colique est un processus d’initiation et de transformation de cellules
normales. Celui-ci est une séquence de multiples étapes aboutissant a 1’accumulation
d’anomalies génétiques héritées et acquises suite a des modifications génétiques et

épigénétiques de I’ADN (Jones et al., 2002 ; Tariqg and Ghias, 2016).

Dans les CCR, on distingue les formes sporadiques et les formes héréditaires. Les
formes sporadiques seraient dlles a une combinaison de facteurs aussi bien génétiques
qu’environnementaux contrairement aux cancers héréditaires qui sont souvent liés a une
prédisposition génétique héréditaire. La forme la plus fréquente des CCR héréditaires est le
syndrome de Lynch (SL) également connu sous le nom HNPCC (Hereditary Non-polyposis
Colorectal Cancer) (MIM 120435). Le SL présente entre 2-4% de tous les CCR (Vasen et al.,
2010). Sa prévalence dans la population générale est estimée entre 1/660 et 1/2000 (de la
Chapelle, 2005). La premiere description du syndrome HNPCC date de 1913 identifié par
I’anatomopathologiste Alfred Warthin (Warthin AS., 1913) puis caractérisé en 1966 par Henri
Lynch, qui lui donna son nom (Lynch et al., 1966).

En 1991, le consortium international sur le SL énonce des critéres, dits d’Amsterdam I
définissant ce syndrome sur le plan clinique dont les criteres de reconnaissance reposent sur
des informations individuelles et généalogiques (Vasen et al., 1991 ; Boland et Lynch, 2013).
Le SL se caractérise par I'apparition précoce de CCR mais également par un risque plus élevée
du développement d’autres cancers, en particulier, de I’endométre, de 1’ovaire, de 1’estomac,
de Dintestin gréle, de I’épithélium biliaire et urinaire (Balaguer et Castells, 2007) et,
certaines tumeurs cutanées et cérébrales (Cohen et Leininger, 2014).

Les tumeurs se développant dans le cadre d’une prédisposition de type HNPCC sont le plus
souvent caractérisées par une instabilité des microsatellites MSI (MicroSatellite Instability).

La base génétique de ce syndrome est associée a des altérations constitutionnelles dans les
genes de réparation des mésappariements (MisMach Repair : MMR) de I'ADN (Berginc et al.,
2009). Ces genes sont en particulier, MLH1 (MIM 120436), MSH2 (MIM 609309), MSH6
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(MIM 600678) et PMS2 (MIM 600259). Les mutations sont distribuées tout au long de ces
génes ce qui exclut la présence de points chauds précis.

Les variations dans les genes MLH1 et MSH2 représentent environ 80-90% de toutes les
mutations germinales trouvées dans les familles ayant un SL tandis que celles sur MSH6 et
PMS2 ne représentent que les 10% restants. Ces dernieres ont été rapportées dans les

familles avec un SL atypique (Silva et al., 2009).

En outre, les modifications épigénétiques constitutionnelles des génes MMR peuvent
expliquer une proportion de I’absence de mutations MLH1 ou MSH2 chez les familles qui
montrent une perte d'expression de 1’une de ces protéines dans le tissu tumoral (Peltomaki,
2014). De la méme maniére, il a été récemment démontré que les délétions germinales des
derniers exons (I’extrémité 3”) du gene EpCAM (epithelial Cell Adhesion Molecule) (MIM
185535), situé directement en amont de MSH2 peuvent conduire a la répression épigénétique
de MSH2. Ce mécanisme pourrait conférer un phénotype similaire au SL dans les tissus avec

une déficience de la protéine MSH2 (Tutlewska et al., 2013).

Une grande partie de ces cancers peut étre évitée, d'autres peuvent étre dépistés a un
stade précoce, et ce par la mise en oeuvre de stratégies de prévention et de détection
génétique. Dans le but de découvrir 1’aspect mutationnel des génes MMR dans la population
algérienne, notre étude s’est basée sur une analyse moléculaire de ces génes dans des
familles suspectées d’avoir un syndrome de Lynch afin d’atteindre les objectifs suivants :

e Mettre au point la technique de séquencage des génes MMR dans le laboratoire de
Biologie et Génetique moléculaire a Constantine afin de développer une stratégie de
diagnostic génétique de SL se basant sur :

- La recherche de mutations constitutionnelles sur les genes MLH1,MSH2 et MSH6 par

seéquencage direct de tous les exons et les partie introniques adjascentes.

- Le dépistage des apparentés du patient porteur de la mutation pathogene a travers

I'nistoire familiale.

- L’identification des variants déléteres de ces geénes, spécifiques a la population

algérienne afin d’éclaircir leur impact sur la présence de la variété clinique de ce

syndrome.

e Developper la technique Multiplex Ligation dependent Probe Amplification (MLPA)
dans le but de detecter des remaniements génomiques de grande taille sur les genes
MLH1, MSH2, MSH6, et EpCAM.
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e Evaluer I’impact sur le phénotype d’éventuels nouveaux variants des génes analysés
en utilisant des études fonctionnelles in silico et in vitro. Ceci permet de donner une

signification biologique et clinique au variant.
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1. Cancer Colorectal
Le terme colorectal fait référence a la fois au cdlon et au rectum. Le cancer colorectal
comprend le cancer du colon (gros intestin) et celui du rectum ou cancer rectal. Ces deux
types de cancers ont plusieurs éléments communs, pour cela ils sont regroupés sous
I’appellation cancer colorectal.
1.1 Caractéristiques anatomique et fonctionnelles du colon et du rectum
1.1.1 Anatomie
Le gros intestin fait suite a I’intestin gréle. Il est situé dans la cavit¢ abdominale en
avant des anses gréles. Son diameétre est de 8 cm a son origine et de 4 cm a sa terminaison
pour une longueur de 1,50 métre. Il est divisé en plusieurs segments (Fig.1) :
e le caecum fait la jonction avec la fin de D'intestin gréle ; a ce niveau est fixé
I’appendice, a droite du cdlon ;
e le colon ascendant ou colon droit, remonte jusqu’au niveau du foie pour faire un angle,
angle colique droit ;
e le cblon transverse qui s’étend de 1’angle colique droit a I’angle colique gauche ;
e le colon descendant ou codlon gauche allant de I’angle gauche au niveau du bassin et
se terminant par le c6lon sigmoide ;
« le cOlon pelvien ou sigmoide est situé avant la jonction avec le rectum. Sa longueur est
variable allant de 20 4 40 cm ;
e lerectum : environ 13 cm de long, constitue la partie terminale du gros intestin ;
o l’anus, point de sortie du cdlon, est formé d’un sphincter anal interne a motricité

involontaire et un anneau externe a motricité volontaire.

Célon transverse

Angle

Angle ———— =& - 2
¥ €« colique gauche

colique droit —_— e, I

Colon
descendant

Bandelette
du colon

Célon
ascendant

=l

Appendices
épiploiques
# ‘ Haustrations
Valve
iléocmcale

Caecum Célon

sigmoide

Appendice vermiforme
Canal anal
Anus

Figure 1 : Anatomie du colon et du rectum.
(TORTORA et DERRICKSON, 2007)
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1.1.2 Histologie
Structure de I’épithélium intestinal : Le c6lon, comme tous les organes du
tractus gastro-intestinal, est formé de 4 couches concentriques (Fig. 2). De I’extérieur vers
I’intérieur, se trouvent :

e Uune couche externe, la séreuse ;

« une musculeuse constituée de muscles lisses innervés ;

e Une couche intermédiaire, sous-muqueuse ou se trouve le tissu stromal ;

e une couche interne, la muqueuse composée d’un épithélium de muqueuse. Cette
derniére comprend un mélange de cellules absorbantes et de cellules muqueuses dites :
cryptes de Lieberkiihn, organisées comme des invaginations tubulaires droites partant
de la surface jusqu’a la musculaire.

Au sein de ces cryptes se trouvent plusieurs types cellulaires (MacFarlane et Stover,
2007) (Fig. 3).

Couche musculaire
interne circulaire
développée

Musculeuse

Séreuse

Couche musculaire
externe longitudinale

: Amas de cellules
mince

adipeuses

Figure 2 : Les différentes couches histologiques de la paroi du colon et du rectum.
(Sancho et al., 2004)).

Enterocytes

Cellules entéroendocrines

Cellules caliciformes

Différenciation

Prolifération

Cellules progénitrices

Cellules souches ——

Figure 3 : Structure de I’épithélium intestinal d’'un crypte (Sancho et al., 2004).
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1.1.3 Fonctions

Les principales fonctions du c6lon et du rectum sont d'absorber I'eau et les éléments

nutritifs des aliments ingérés et d’acheminer les résidus alimentaires hors du corps :

1. le c6lon recoit les aliments partiellement digérés de l'intestin gréle sous forme
liquide, la flore intestinale décompose certaines substances en plus petites parties.
L'épithélium absorbe I'eau et les éléments nutritifs, donnant aux résidus qui restent
une consistance semi-solide (matieres fécales, ou selles) ;

2. I'épithélium produit également un mucus a I'extrémité du tube digestif, ce qui
facilite le passage des selles dans le cdlon et le rectum. Les mouvements
péristaltiques font avancer ces selles jusqu'au rectum ;

3. le rectum sert de zone d'attente. Lorsqu'il est plein, il émet un signal au cerveau

pour que celui-ci déclenche le déplacement des selles et leur expulsion par I'anus.

1.2 Données épidemiologiques

Les cancers colorectaux, par leur fréquence et leur gravité, représentent un sérieux
probleme en cancérologie dans le monde, soit plus de 10% du fardeau cancer en terme
d’incidence en 2012 selon le rapport Cancer 2014 de I’OMS. C’est le troisieme cancer
diagnostiqué (1.36 million) dans le monde chez les deux sexes confondus aprés celui du
poumon (1.82 million) et celui du sein (1.67 million)(Ferlay et al., 2015). L’incidence de
I’atteinte par le cancer colorectal est trés variable en fonction des régions dans le monde. Le
CCR est un cancer des pays riches : Il est fréquent en Nouvelle Zélande, en Australie, en
Europe, en Amérique du Nord et I’Est de 1I’Asie. Il est rare en Afrique et en Asie du Sud-
Central (Fig. 4) (Torre et al., 2015).
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Figure 4 : Taux d’incidence du Cancer Colorectal selon le sexe et la région du monde.
Taux estimé pour 100 000 (standardisé sur I'age) (Torre et al., 2015)
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La mortalité représente 8,5% du total avec plus de décés (52%) dans les régions les
moins développées du monde, reflétant un faible taux de survie dans ces régions (Ferlay et
al., 2015). Il y a moins de variabilité dans les taux de mortalité dans le monde, avec les taux
les plus élevés estimés de mortalité chez les deux sexes en Europe centrale et de I'Est (20,3
pour 100 000 pour les hommes, 11,7 pour 100.000 chez les femmes), et le plus bas en Afrique
de I'Ouest (3,5 et 3,0, respectivement).

En France le cancer colorectal est un probleme de santé publique. Selon les séries de
GLOBOCAN 2012, on estimait a 42000 le nombre de nouveaux cas de cancers colorectaux
et a 17 600 le nombre de décés liés a ce cancer (Binder-Foucard F et al.,2013) avec une
mortalité encore proche de 40% (Ferlay et al., 2013).

En Egypte, le CCR représente 6,5% de tous les cancers (EI-Bolkainy et al., 2006). Au Maroc,
I’incidence standardisée du cancer colique est de 3,77 pour 100 000 hommes/an et de 2,64
pour 100 000 femmes/an, Il représente 8,30% de I’ensemble des cancers en genéral, et
38,82% des cancers digestifs (Al Hilal.M, 2005). En Tunisie, le CCR occupe le premier rang
des cancers digestifs. L'incidence standardisée de ce cancer est de 6,5/100 000 habitants par
an chez 'nomme et de 6,1/1 00 000 habitants par an chez la femme (Gharbi et al., 2010).

En Algérie :

Le cancer colorectal arrive en 2° position par ordre de fréquence, apres le cancer du
sein chez la femme et le cancer du poumon chez ’homme. Le cancer colorectal est encore
diagnostiqué a un stade tardif. L’Algérie enregistre chaque année 40.00 nouveaux cas
annuellement de cancer du colon et prés de 1200 nouveaux cas de cancer du rectum (EI-
Houari et al., 2011).

L’atteinte est voisine pour les deux sexes jusqu’a 60 ans, puis les taux d’incidence
augmentent régulierement, plus rapidement chez les hommes que chez les femmes (Allem,
2014). Les résultats obtenus dans une étude rétrospective de cancer colorectal a travers
1I’Ouest algérien, sur une période allant de 2000 a 2006, ont révélé une Iégere prédominance
masculine avec un sex-ratio de 1,2 (Meddah et al., 2009). Selon le registre de Setif, il a été
noté, qu’ entre 2006 et 2010, le CCR a touché 9.9/ 10° habitants et a présenté 9.6% et 8.5%

d’atteinte chez 'homme et la femme respectivement (Hamdi Cherif et al., 2014).

1.3 Etapes de la progression tumorale dans le CCR
Le CCR est une tumeur maligne de la muqueuse du célon ou du rectum. La premiere
¢étape dans le développement d’un CCR est ’apparition a la surface de 1’épithélium du cdlon
ou du rectum, d’une hyperprolifération cellulaire. Sur le plan morphologique, cette anomalie
de la muqueuse colique, mieux vue apres application de colorant comme le bleu de méthyléne
7
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a 0,2%, traduit un aspect élargi et déformé des cryptes appelées foyers de cryptes aberrantes
(FCA) (D. Heresbach et N. Heresbach Le Berre, 2003).

Ces FCA existent sous la forme d’une hyperplasie, c¢’est a dire une augmentation de volume
cellulaire ou une augmentation du nombre de ses cellules ou d’une dysplasie caractérisée par
une malformation ou déformation résultant d'une anomalie du développement d’un tissu
(Stevens et al., 2007). La prolifération cellulaire anormale tend a I’accumulation des cellules
dans la muqueuse et aboutit a la formation d’un polype.

Le terme « polype » fait référence a une masse discréte qui fait saillie dans le lumen intestinal.
Dans la majorité des cas, le CCR provient d’un polype adénomateux dégénéré. Un adénome
est une lésion néoplasique qui peut évoluer vers un cancer. La prévalence rapportée des
polypes adénomateux sur la base des données de dépistage par colonoscopie augmente avec
1’age et atteint 30% des sujets a partir de 65 ans (Winawer et al., 2007).

Certains types de polypes adénomateux ou adénomes peuvent, avec le temps, se transformer
en cancer : 10 % des adénomes atteignent 1 cm de diamétre, et, parmi ceux-ci, environ un
quart deviennent des cancers (Bouvier et al., 2002). Ce processus se développe habituellement
sur une dizaine d'années. Le développement d’un adénocarcinome est d’abord superficiel
intra-épithélial puis intra muqueux sans franchissement de la lame basale et est désigné sous
le terme «in situ », stade précoce de cancer. Le carcinome invasif s’applique aux lésions
entrainant une rupture de la lame basale et dépassant la musculaire muqueuse. Le cancer va
ensuite infiltrer progressivement en profondeur les différentes parois du c6lon ou du rectum et

diffuser dans les ganglions lymphatiques puis a distance.

La séquence cOlon-adénome-adénocarcinome est devenue bien caractérisée au plan
histologique et génétique. La plupart des cancers colorectaux résultent d’adénomes
sporadiques et de la transformation maligne d’un polype adénomateux bénin, mais quelques-

uns résultent d’adénomes familiaux ou de syndromes de I’intestin irritable.

1.4 Stades et classification

Une fois le cancer colorectal est diagnostiqué, le choix de la stratégie thérapeutique se
base sur la classification TNM « Tumor Node Metastatsis » soit « tumeur, ganglions
lymphatiques, métastases » de 1’union internationale, AJCC/UICC (Americain Joint
Committee on Cancer/Union internationale Contre le Cancer) (Edge et Compton, 2010). Cette
classification dépend de trois critéres pour mesurer I'étendue d'un cancer colorectal :

o Lataille et la profondeur de la tumeur ;

o L’atteinte ou non des ganglions lymphatiques et le nombre de ganglions atteints ;

o La présence ou non de métastases.
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La classification TNM reste un des facteurs pronostiques majeurs (PIotar et al., 2013). Elle a
été creée sous l'impulsion de Pierre Denoix, un chirurgien d'origine francaise (Denoix, 1946)
et elle est continuellement mise a jour. La derniére édition est celle de 2010 (Annexe I,
Tableau A) (Scoazec et Sabourin, 2010).
Les CCR sont répartis en 4 stades allant de I a IV. Schématiquement, les stades | et 11 sont
caractérises par un envahissement de la paroi intestinale allant de la sous muqueuse a la
totalité de la paroi; le stade 11l par un envahissement ganglionnaire proche de la tumeur ; le
stade IV par la présence d’une dissémination métastatique a distance.
1.5 Facteurs de risque et facteurs protecteurs

15.1 Ageet sexe

L’atteinte par le cancer colorectal est rare avant I’age de 50 ans ou il ne représente que
6% (Rougier P, 2004), alors qu’elle est 15 fois plus élevée chez les adultes de plus de 50 ans
que chez ceux de 20 a 49 ans (SEER, Stat Database 2007). Dans I’ensemble, 90% des
nouveaux cas et 94% des déces surviennent chez des personnes de plus de 65 ans. L’incidence
augmente rapidement avec 1’age, en effet la proportion des cas diagnostiqués double chaque

décennie entre 40 et 70 ans dans les deux sexes (Viguier J et al., 2003).

L’age moyen du diagnostic est de 69,5 ans chez I’homme et de 72,8 ans chez la femme
(Viguier J et al., 2003). A travers 1’Ouest algérien, 1’étude de Meddah et al.(2009) montre
que I’dge moyen global de I’atteinte de CCR avoisine les 53,5 ans chez les deux sexes
confondus. L’étude de Brenner et al. (2007) montre que les femmes attrapent un CCR 4 a8
ans plutard que les hommes. Il existe une légére prédominance masculine avec un sex-ratio
de 1,5 (Rougier P, 2004). A partir de ces différentes données, une évaluation de niveaux de
risque a été proposee :

e Sujets a risque moyen
Ce sont les personnes de plus de 50 ans sans facteur prédisposant connu au cancer colorectal.
Environ 75% des cancers colorectaux sont dits « sporadiques » (Chan et al., 2011).

e Sujets a risque éleveé
Ce groupe comprend les sujets aux antécédents personnels de cancer colorectal ou
d’adénome, et aux antécédents familiaux de CCR ou d’adénome de plus de 1 cm chez un ou
plusieurs parents au premier degré. Les personnes atteintes d’une maladie inflammatoire
chronique de I’intestin étendue sont également des sujets a risque éelevé de développer un
cancer colorectal (Kirkegaard et al., 2010).

e Sujets a risque tres élevé
Ce niveau de risque est représenté par les personnes appartenant a une famille atteinte de

cancers a transmission héréditaire autosomique dominante (Chan et al., 2011).
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1.5.2 Habitudes et mode de vie

e Reégime alimentaire : Le régime alimentaire est le facteur de risque environnemental
le plus important du cancer colorectal. Plusieurs études ont confirmé qu’une forte
consommation de viande rouge et une alimentation riche en graisses animales sont
associées a un risque significatif accru de cancer colorectal (Larsson et Wolk, 2006)
(Kirkegaard et al., 2010) (Chan et al., 2011), alors qu’une alimentation riche en fruits,
en légumes et en céréales diminue le risque de ce cancer (Kirkegaard et al., 2010). Il
est a noter que le calcium d’origine alimentaire ou en suppléments aurait un effet
protecteur. L’effet de la vitamine D semble avoir une diminution modérée de la
récidive des adénomes colorectaux aprés supplémentations calcique (Lewis et al.,
2016) ;

e Sédentarité : Les personnes physiquement inactives courent un risque plus élevé de
développer un CCR, et ceci, indépendamment de leur poids. Une augmentation de
I’activité physique peut en réduire le risque (Kirkegaard et al., 2010) ;

e Obésité : Une augmentation de I'MC (Indice de Masse Corporelle) est considérée
comme un facteur de risque indépendant pour le cancer colorectal (Adamowicz et al.,
2015) ;

e Tabagisme : Il augmente modérément mais significativement la taille de ’adénome et
le risque d’un CCR, néanmoins lorsqu’il est important et dure depuis longtemps.
Plusieurs chercheurs ont noté une relation significative entre le tabagisme et la
formation ainsi que I'agressivité des adénomes (Otani et al., 2003 ; Lee et al., 2016).
De nombreuses substances toxiques présentes dans la fumée de cigarette peuvent
pénétrer dans I’organisme, puis s’y propager et atteindre la muqueuse intestinale, ou
elles risquent d’endommager I’ADN cellulaire (Botteri et al., 2008). En effet, la
nicotine contenue dans la cigarette pourrait participer au développement du CCR et sa
progression par la stimulation de la prolifération cellulaire et I’inhibition de I’apoptose
des cellules T8 ainsi que la surexpression des géenes impliqués dans la voie
PI3K/AKT tels que Akt et ERK (Cucina et al., 2012).

e Boissons alcoolisées : La consommation d’alcool augmente le risque de cancer
colorectal de 9% dés un verre par jour. Le risque dépend de la quantité totale d’alcool
consommée et non du type d’alcool (Rehm, 2011 ; INCA, 2013). L’alcool semble
intervenir dans une étape précoce de promotion du cancer et de la croissance de
I’adénome. L’¢tude réalisée en Cote d’Or a mis en évidence une liaison spécifique de

I’alcool avec le risque d’adénome de taille supérieure a Icm (Boutron et al., 1995) ;
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Anti inflammatoires : Il a été suggéré que la prise a long terme de médicaments anti-
inflammatoires tels que 1’aspirine pourrait réduire la survenue récurrente de polypes
colorectaux non héréditaires (Burn et Sheth, 2016). Il a ainsi été montré que I’aspirine
réduisait le risque de cancer colorectal chez les personnes atteintes du syndrome de
Lynch (SL), et favorisent la régression des polypes colorectaux chez les patients
atteints de Polypose adénomateuse familiale (PAF), mais des recherches
supplémentaires sont nécessaires pour confirmer ces résultats de maniére définitive
(Adamowicz et al., 2015).

1.5.3 Antécédents de maladies

L'exploration des antécédents permet d'obtenir des informations au sujet de troubles dont

ont souffert les parents directs du patient. Cette exploration est extrémement utile car, outre le

fait que certaines maladies sont transmises selon les lois de la génétique, la présence de

certaines d'entre-elles chez les parents peut accroitre statistiquement le risque de CCR chez

les descendants. Les antécedents les plus connus sont repris ci-apres :

Le diabéte de type 2 augmente le risque de développer une tumeur dans le gros
intestin, indépendamment du fait que la personne soit en surpoids ou non
(Beauchemin, 2011).

Les maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI) : La maladie de
Crohn et la colite ulcéreuse sont associées a un risque accru de cancer colorectal
(Triantafillidis et al. 2009). En effet, les patients affectés ont environ dix fois plus de
risque de développer ce type de cancer (Itzkowitz and Yio, 2004 ; Terzi¢ et al., 2010) .
Les cellules inflammatoires produisent des médiateurs, tels que des radicaux libres,
des prostaglandines et des cytokines, qui participent aux différentes phases de la
réaction inflammatoire. L’exposition chronique a ces médiateurs de 1’inflammation
engendre une augmentation de la prolifération cellulaire, une mutagenése, une
activation d’oncogenes et de I’angiogenése (Shacter et Weitzman, 2002). Par ailleurs,
les tissus enflammeés constituent un environnement idéal pour la sélection et la

croissance des cellules cancéreuses colorectales (Beauchemin, 2011).

e Antécédents de polypes colorectaux : Les polypes sont considerés comme des

Iésions précancéreuses. Lorsque des polypes sont découverts dans le gros intestin, par

exemple lors d’un examen de dépistage, ils doivent étre supprimés pour les empécher

de se transformer en cancer (Flejou, 2008).

Antécédents personnels de CCR ou d’autres types de cancer : Les antécédents

d’autres tumeurs, comme les lymphomes, le cancer du testicule ou le cancer de

I’endométre, augmentent le risque de développer un cancer colorectal (Capocaccia et
11
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al., 2015 ; Chouhan et al., 2016 ; Trabert et al., 2016). Méme si la tumeur a été
complétement retirée durant le traitement précédent, il y a un risque accru de

développer une nouvelle tumeur dans une autre partie du gros intestin ou du rectum.

e Antécédents familiaux de cancers : Le risque de développer un cancer colorectal est
augmenté si un parent du premier degré présente un cancer colorectal. Cela peut étre
dd a des facteurs génétiques héréditaires ou a des facteurs environnementaux
communs. 1l a été récemment démontré que les parents de patients atteints de
carcinome d’origine inconnue sont exposés a un risque accru de plusieurs néoplasmes

malins, y compris le cancer du c6lon (Samadder et al., 2016).

2. Carcinogeneése colorectale

La carcinogeneése colique est un processus d’initiation et de transformation de cellules
normales. 1l est constitu¢ de multiples étapes nécessitant 1’accumulation d’anomalies
génétiques héritées et acquises suite a des modifications génétiques et épigénétiques de
I’ADN (Tariq et Ghias, 2016). L’instabilité génétique est une caractéristique des cellules
cancéreuses. Les déterminants de cette instabilité génétique sont en majorité liés 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 mécanismes différents ont été individualisés dans la cancérogenése colorectale :

- L’instabilité chromosomique (CIN: Chromosomal instability) ;

- L’instabilité des microsatellites :(MSI: Microsatellite instability ou RER: Replicative
error) ;

- Les modifications épigénétiques : (CIMP : CpG Island Methylator Phenotype).

2.1 Instabilité chromosomique
Elle est présente dans environ 80 a 85% des tumeurs colorectales sporadiques
(Laurent-Puig et al., 2010). Le phénotype d’instabilité chromosomique dit CIN ou perte
d’hétérozygotie, LOH+ (Loss of Heterozygoty) est caractérisé le plus souvent par des pertes
alléliques sur plusieurs chromosomes. Ce remaniement chromosomique a été mis en évidence
par des études de LOH, d’hybridation génomique «CGH array».
Plusieurs formes d’instabilités chromosomiques ont été observées :
» des amplifications des genes qui se produisent rarement dans les cancers colorectaux

mais qui apparaissent jouer un role dans la transition des étapes de certains CCR.
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» des altérations dans le nombre de chromosomes, aneuploidie. Les cellules
aneuploides sont totalement aberrantes : elles possedent un grand nombre de
chromosomes surnuméraires (47, 50, 60, parfois plus) et comprennent des mutations,
qui les rendent le plus souvent incontrolables. Ce phénoméne est connu depuis une
vingtaine d'années comme un processus pathogene fondamental de la tumorogenese
(Offerhaus et al., 1992 ; Piard et al., 2002), Cependant une étude anglaise récente
(Burrell et al., 2013) propose des hypothéses expliquant ce phénoméne : «avant
qu'une cellule ne se divise, le génome est répliqué pour transmettre une copie intégrale
a chaque cellule fille, mais dans ces cellules aneuploides, ce processus est bloqué ou
nettement ralenti, provoquant des cassures et des anomalies dans I'ADN, ainsi que la
mauvaise repartition des chromosomes entre les cellules descendantes». En étudiant le
génome de ces cellules chez des patients atteints de CCR, cette équipe a Londres a
constaté que trois génes nouvellement décrits seraient a l'origine de ces
dysfonctionnements. Ils sont situés sur le bras long du chromosome 18. Les
chercheurs montrent que ces trois génes sont absents dans plus de la moitié des
cancers colorectaux, ainsi que dans 80% des cas dans les cellules les plus
susceptibles d'induire ces cancers et de développer des résistances aux traitements
(Burrell et al., 2013).

» des réarrangement chromosomiques avec des pertes récurrentes de segments
chromosomiques qui concernent en particulier les bras courts du chromosome 17,
ceux du chromosome 8 et du chromosome 1 ; les bras longs du chromosome 18 et
chromosome 5 et ceux du chromosome 22 ; ces régions renferment des genes majeurs
tel que : APC (Adenomatous polyposis coli) en 5q; p53 en 17p ; DCC (Deleted in
Colon Cancer), SMAD2 et SMAD4 (SMA and MAD-related protein 2, 4) en 18q;
MCC (Mutated in Colon Cancer) en 5q (Thiagalingam et al., 2001 ; Boige et al.,
2004 ; Karoui et al., 2007).

Ces réarrangements ont pour conséquence une association d’altérations au niveau d’un gene :
perte allélique et mutation ponctuelle inactivatrice délétere au niveau de 1’allele conservé, se

traduisant par une perte de la fonction de ce géne conduisant a un cancer.

Bien que I’origine de cette instabilité chromosomique est mal connue, il a été montré que
75% des CCR ont des mutations ou LOH sur le gene APC. La plupart de ces mutations sont
regroupés dans la région entre les codons 1282 et 1581 (Tariq et Ghias, 2016). Les mutations
sur le géne APC aboutissant a la formation du codon stop provoquant ainsi un défaut de

ségrégation des chromosomes qui peuvent favoriser la CIN (Fig. 5).
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Cependant D’inactivation du géne APC n’est probablement pas suffisante pour induire
I’instabilité chromosomique, d’autres génes sont vraisemblance impliqués, en particulier ceux
participant au contréle du fuseau mitotique lors de la division cellulaire (Fodde et al., 2001 ;
Christie et al., 2013).

ITypc LOH +]

m W SMAD2, DPCA...

Crypte aberrantel P Adénome, E

F Muatation somatique O Pertes chromosomique

Figure 5 : La voie de I'instabilité chromosomique (Vilar et Gruber, 2010).

2.2 Instabilité génétique

Ce mécanisme est retrouvé dans environ 15% des CCR (Laurent-Puig et al., 2010 ;
Pino et Chung, 2011). Il se caractérise par une instabilité des loci microsatellitaires dit un
phénotype MSI ou RER. Les microsatellites sont des séquences d’ADN constituées de motifs
de 1 a 5 pb répétées en tandem. Ces séquences sont réparties sur I’ensemble du génome et
font ’objet d’un polymorphisme inter-individuel selon les nombres variables de répétitions.
Ces insertions ou délétions de quelques nucléotides définissent 1’instabilité microsatellitaire
(Fig.6).

Dérapage de I’ADN Polymérase

sur une zone réepeétitive

= ===

| o e e e
8] repetitions
Systém Systéme
MMR

C)C’C-C)C’C’C> C)C)C-C)C{{AC>

'>
Syttémo MMR
Deletion Insertion
| = = =0 = = = =
Db»»»b

Figure 6 : Mécanismes de I’instabilité microsatellitaire (Umar et al., 2004).
L’ADN Polymérase dérape plus fréquemment au niveau de séquences répétées, créant
temporairement des boucles d’'insertions ou de délétions. Lors de la réplication suivante, en I'absence
d’'un systeme MMR efficace, il en résulte un raccourcissement ou une élongation de la séquence.
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La plupart des microsatellites sont situés dans des régions non codantes de I’ADN et
une mutation de ces sequences aura généralement peu de conséquences pour la cellule.
Cependant, on estime qu’environ 20 % des génes humains possédent des microsatellites dans
leur région codante et sont potentiellement sujets a des mutations (Boland et al., 2007). Parmi
eux, les génes impliqués dans la régulation de la croissance cellulaire (TGFRII, Transforming
Growth Factor Beta Receptor I1) qui posséde une séquence poly-Aio, ’apoptose (BAX , Bcl2
associated X protein: poly-Gs) et les facteurs de transcription TCF-4 (T-cell factor 4) ou E2F4
sont souvent retrouvés mutés dans les cancers MSI+ (Duval and Hamelin, 2002).

Cette instabilité est la conséquence de mécanismes mutationnels particulierement susceptibles
d’affecter ou de générer des microsatellites tels que : les erreurs de réplication, les erreurs au
cours de la transcription, les erreurs au cours de la recombinaison, ainsi que les insertions

d’¢éléments mobiles du type Alu chez les primates.

Il existe un mécanisme de réparation de I’ADN capable de juguler I’instabilit¢ des
microsatellites, c’est le systétme de réparation des mésappariements : MMR (Mismatch
Repair) qui permet d’atténuer I’impact des mutations de microsatellites codants (Kunkel et
Erie, 2005). Ce systéme peut étre inactivé en cas de mutation germinale associée a une
mutation somatique (forme héréditaire de CCR : Syndrome de Lynch) dans 3% des cas
(Peltomaki et al., 1993) et le reste par méthylation du promoteur de MLH1 qui inactive sa
transcription (forme sporadique)(Chapelle et Hampel, 2010).
L’inactivation du systtme MMR conduit a ’accumulation de mutations secondaires qui vont
inactiver de nombreux genes aboutissant a la transformation de la cellule.

Contrairement aux tumeurs avec un phénotype CIN, les cellules MSI sont le plus
souvent diploides et on retrouve moins fréquemment des mutations sur APC ou TP53
(Olschwang et al., 1997).

2.3 Modification épigénétique

Plusieurs phénomenes épigénétiques semblent d’étre impliqués dans une proportion
importante dans la carcinogenése des tumeurs colorectales, cette voie de carcinogénese
intéresse les tumeurs du phénotype CIMP identifié pour la premiére fois en 1999 (Toyota et
al., 1999). Au sein du génome, existent des régions riches en di nucléotides CpG, appelées
ilots CpG. lls représentent 1-2% du génome et sont présents dans les régions 5’ d’environ
40% des genes.

Ces ilots sont retrouvés dans les régions promotrices pour la moitié des genes,

normalement maintenues sous forme non méthyle.
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Ces ilots CpG peuvent inactiver un géne en empéchant sa transcription si leur
cytosine est méthylée (Fig. 7).

r—> Transcription du géne

(N

Promoteur Séquence codante du géne

@\
|
..... AGAC:?“GAEGEGEGCTT GACGATA

Figure 7: Mécanisme d’inactivation de la transcription (Leggett and Whitehall, 2010).

GAGACAGCTGA.....

Le processus de cette méthylation est réalisé par des DNmt (DNA méthyl-transferase) qui
induisent 1’addition enzymatique d’un groupement méthyl sur le carbone en 5’ d’une cytosine

a partir d’un donneur universel de méthyle pour 1’organisme : SAM (S-adénosyl-méthionine).

Deux événements majeurs et indépendants semblent étre étroitement liés et impliqués
dans la tumorogenese : I'hypométhylation globale de I’ADN et I’hyperméthylation des
promoteurs.

»  L’hypométhylation du génome de polypes adenomateux et hyperplasiques se
caractérise par une baisse de 20% a 60% de la teneur en 5-méthyle cytosine par
rapport a des cellules normales (Gama-Sosa et al., 1983 ; Wong et al., 2007). Si les
mécanismes responsables de cette hypométhylation ne sont pas clairement définis,
ses conséquences sont, par contre mieux connues, entrainant :

- activation des éléments transposables (LINE, SINE, Retrovirus qui sont
normalement méthylés et réprimés) responsables d’une instabilité génomique
(Tarig et Ghias, 2016) ;

- I’augmentation des recombinaisons homologues responsables d’un taux plus élevé
de mutations par réarrangement génétiques. Activation d’oncogéne comme H-
ras, C-myc.;
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- la perte de I'empreinte de IGF2 (Insuline-like Growth Factor2) est retrouvée dans
pres de 40% des tumeurs du CCR, ce qui conduit au phénotype MSI chez les
jeunes patients (Cui et al., 2002 ; Tian et al., 2012).

L’ hyperméthylation se produit sur les ilots CpG situés au niveau des promoteurs.

Dans le CCR, le phénomene le plus fréquent est I’hyperméthylation des génes

suppresseurs de tumeur qui est responsable de 1’apparition de phénotype CIMP

(Issa, 2004 ; Tarig et Ghias, 2016).

La méthylation aberrante des ilots CpG pourrait s’expliquer soit par une

surexpression des DNmt ou d’une altération des facteurs protégeant normalement

I’ADN de cette méthyation comme les HAT (Histone Acétylase Tansferase) qui

maintient I’ADN dans un état transcriptionnellement actif (Wong et al., 2007).

Il existe 2 types de méthylation de novo :

>

celle qui apparait au cours du vieillissement physiologique, c’est la méthylation de
type A (ARM : Age-related méthylation), touchant, en fonction de I’age, des cellules
de I’épithélium normal du cdlon, au niveau de la région promotrice des genes
impliqués dans la régulation de la croissance et/ou la différenciation de ces cellules,
cette méthylation pourrait induire dans des conditions favorisantes la transformation

maligne de ces cellules ;

une méthylation retrouvée uniquement dans les cellules tumorales, elle n’est jamais
observée dans les cellules de la muqueuse normale. C’est la méthylation cancer
spécifique (Cancer -specifiqgue methylation) ou méthylation de type C. Le fait que la
méthylation de type C puisse affecter de nombreux génes, a conduit a proposer le

phénotype CIMP.

Le mécanisme du phénotype CIMP est encore en cours d’¢élucidation mais certains
génes semblent particulierement sensibles pour le définir. En effet les genes hMLH1,
RUNX3, IGF2, MINT 1, MINT 31, TIMP 3 et HLTF ont été retrouvés méthylés sur
leurs promoteurs en cas de phénotype CIMP et pourraient devenir le panel des génes
a étudier (Tariq et Ghias, 2016).

La méthylation du géne MLH1 responsable d’une inactivation du systtme MMR et

donc d’un phénotype MSI rentre également dans ce cadre expliquant la possibilité de
tumeur MSI+/CIMP+.

La plupart des CCR sporadiques présentant un phénotype MSI survennant chez des
individus ages, sont associés a des mutations du géne BRAF et a un phénotype
CIMP+(Parsons et al., 2012)
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La figure 8 présente un récapitulatif de tous les changements moléculaires,

génetique et épigénetiques impligués dans la progression de CCR.
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Figure 8 : Les changements moléculaires, génétique et épigénétiques en respectant
la progression de CCR (Boige et al., 2004 ; Vilar et Gruber, 2010 ; Tariq et Ghias, 2016).

18




(O T 1011 - USSR Revue bibliographique

2.4 Interaction entre mécanismes

Ces mécanismes ne sont pas exclusifs comme le démontre la figure 9 :

Figure 9 : Intrication des différentes voies de la cancérogenése. Les valeurs sont des
pourcentages (Walther et al., 2009).

La connaissance des mécanismes permet d’améliorer la compréhension de la cancérogenese
colorectale. Cette derniére dépend en fonction du type histologique du polype a I’origine du
cancer (Fig.10). La voie du CIMP est responsable de CCR a partir d’adénomes festonnés
alors que les adénomes tubuleux sont le plus souvent liés au mécanisme d’instabilité
chromosomique. Ces mécanismes ont enfin également un impact sur le pronostic.

Les CCR MSI+ ont un meilleur pronostic que les CCR CIN+ et les patients présentent moins
fréquemment des métastases a distance. Deux méta-analyses ont observé un hazard-ratio de
déces de 1,45 pour les tumeurs CIN+ et de 0,65 pour les MSI (Walther et al., 2008). Certains
mécanismes sont également associés a des résistances a la chimiothérapie ou a certaines
biothérapies (Fig.10).
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CIN » a
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Figure 10 : Voies de la cancérogeneése (Issa, 2008).
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Ces mécanismes vont modifier le fonctionnement de certaines voies de signalisation
cellulaires et entrainer la cellule vers un phénotype tumoral.
2.5 Voies de signalisation cellulaire impliquées

La cancérogénése étant un processus de déreglement du cycle cellulaire, tout gene
impliqué dans chacune de ses étapes est un oncogene potentiel. Les anomalies génétiques
liées aux cancers colorectaux touchent des génes impliqués dans les voies de signalisation
cellulaires qui assurent de nombreuses fonctions : le contréle et la transmission des signaux de
croissance, de survie cellulaire, d’invasion dans le cancer, de 1’angiogenése, de 1’adhésion et
la différenciation cellulaire, ainsi que la résistance a 1’apoptose (Lievre et Laurent-Puig,
2010).

Il existe plusieurs voies de signalisation qui sont fréqguemment altérées :

» les voies intracellulaires qui sont le résultat de 1’activation des récepteurs a
tyrosine kinase comme I’EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) ou HER-
1(Human Epidermal Receptor -1) ;

» la voie Ras (Relative Allele Signal)/MAPK (Mitogen-Activated Protein
Kinase) ;

» lavoie PI3K (Phosphatidyl Inositol 3 Kinase)/AKT (AKR T cell lymphoma).

Et les autres voies de signalisation qui ne sont pas liées a 'EGFR :

> la voie WNT (Wingless-type MMTYV integration site family member) (APC/f
caténine) ;

> la voie TGFB (Transforming Growth Factor Beta) /SMAD (SMA and MAD-
related protein 4) ;

» lavoie P53 (Protein 53).

2.5.1 Voies de signalisation liées a ’TEGFR
e Voie de Ras/Raf/MAPK

La cascade Ras/Raf/MAPK est parmi les plus importantes voies de la transmission des
signaux extracellulaires dans laquelle les protéines RAS jouent un rdle primordial. Elles font
partie de la famille des GTPases. Il en existe 4 isoformes codées par trois génes différents :
KRAS (Kirsten RAS), HRAS (Harvey RAS) et NRAS (Neuroblastoma RAS). Leur activation
est déclenchée majoritairement par les récepteurs membranaires a tyrosine kinase dont I’EGF-
R (Laurenty, et al., 2014).
Le complexe GRB2/SOS active la protéine RAS dans la voie RAS/MAPK et la protéine PI3K
dans la voie PI3K/AKT aprés phosphorylation de ’EGFR (Liévre et Laurent-Puig, 2010).
SOS (Son Of Sevenless) recrute et active RAF1, qui a son tour phosphoryle et active MEK

(MAPK/ERK kinase) et celle-ci phosphoryle ERK1 et ERK2 qui se dimérisent et sont
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transloquées dans le noyau, ou elle phosphorylent la famille ETS des facteurs
transcriptionnels (Scaltriti and Baselga, 2006 ; Prior and Hancock, 2012) entrainant un signal
de prolifération, la résistance a 1’apoptose, 1’angiogenése, I’invasion et la diffusion
métastatique (Fig.11).
e Voie de PIBK/AKT

Cette voie de signalisation peut étre activée soit directement par ’EGFR activé soit
par I’intermédiaire de la protéine Ras activée. Elle joue également un rdle important dans
I’homéostasie cellulaire par sa fonction de régulation de plusieurs fonctions cellulaires, dont
la migration, I’apoptose, la prolifération cellulaire et I’angiogenese.
L’activation de la voie PI3K/AKT entraine la transformation de PIP2 a PIP3 qui recrute
PDK-1 et AKT a la membrane ce qui active mTOR (mammallian target of rapamucine)
responsable de la stimulation d’autres facteurs prolifératifs impliqués dans la transformation
oncogénique, et le facteur de traduction EIF4E (Eukaryotic Translation Initiation factor4)
ainsi la prolifération cellulaire et I’inhibition de I’apoptose (Johnson et al., 2010) (Fig.11).
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Figure 12 : Représentation schématique des voies RAS/MAPK et PI3K/AK (Liévre et Laurent-
Puig, 2010).

e Implication des voies RAS/MAPK et PI3K/AKT dans le CCR

La voie de signalisation Ras est dérégulée dans 30% des cancers. Cette dérégulation
peut étre induite soit par : une sur-activation de la voie de I’EGF qui est retrouvée dans un
grand nombre de CCR (Laurenty, et al., 2014) ou par des mutations somatiques au niveau
des génes codant pour les protéines Ras. Dans les CCR, le géne KRAS est muté dans 40 a 50
% des cas (Laurenty, et al., 2014). Par ailleurs il est présent dans 60% a 90% des FCA
hyperplasiques ou non dysplasique (Pretlow et al., 1992 ; Ochiai et al., 2014).
Les mutations se trouvent dans I’exon 2 du géne KRAS, le plus souvent au niveau des codons

12 et 13 et 1a, sont retrouvées dans 50% des tumeurs de type CIN dont la mutation du codon

21



(O 0 =T o111 £ SRRSO Revue bibliographique

12 est souvent associée aux formes avancées et métastasiques de 1’atteinte par le CCR (Li et
al., 2015). Dans moins de 10 % des cas, ces mutations concernent I’exon 3 (codon 61) et
I’exon 4 (codons 117 et 146) et elles surviennent trés précocement au cours de la
carcinogenese colorectale, dés le stade d’adénome.
Quant aux deux autres formes du gene RAS : le gene NRAS est beaucoup plus rarement muté
(environ 5 a 8 % des cas). Enfin, il n’est pas décrit de mutation du gene HRAS au cours des
CCR.
Parmi les protéines de la famille RAF, Seule BRAF a été décrite comme mutée. C’est une
protéine activée en aval de Kras. Environ 15% des CCR présentent des mutations sur BRAF.
Dans plus de 95 % des cas, il s’agit d’une mutation a type de transversion T > A, conduisant a
une substitution d’une valine par un acide glutamique au niveau du codon 600 (V600E) au
sein du domaine kinase de la protéine ; ce qui aboutit a une augmentation de I’activité kinase
de ce géne. Cette mutation est mutuellement exclusive de mutations du géne KRAS (De Roock
et al., 2010) ceci pourrait s’expliquer par I’implication de chacune d’elles comme mutation «
driver » activatrice de la méme voie de signalisation. Elle est plus fréquente dans les tumeurs
de localisation proximale (25 a 30 %) que distale (moins de 5 %) (Thiel et Ristimaki, 2013).
La mutation BRAF V600E est observée principalement sur 18.7 % des CCR sporadiques avec
phénotype MSI et CIMP+ (Poynter et al., 2008). En revanche, elle n’est jamais observée en
cas de mutation germinale sur un géne MMR dans le cadre d’un syndrome de Lynch
(Kambara et al., 2004).
Les mutations de différents composants de la voie PISBK/AKT sont trés fréquentes dans la
majorité des cancers dont le CCR telles que celles du géene PIK3CA codant pour la sous unité
catalytique alpha de la Pl kinase et celles sur 1'un des acteurs de la voie, dont PTEN
(Phosphatase and tensin homolog), Akt2 ou P85 (Chin et al., 2014). La surexpression
cytoplasmique de phospho-AKT était plut6t corrélée avec un stade précoce de T et N du
TNM, et I’absence d’invasion tumorale uniquement dans le groupe MLH1 négatif (Lugli et
al., 2006).

2.5.2. Voie de signalisation non liées a PEGFR

e Voie WNT (APC/R caténine)

Cette voie est importante dans la prolifération des cellules de la crypte du célon. Elle
constitue également une des étapes limitantes de 1’initiation des CCR. La protéine principale
de cette voie est la 3 caténine, codée par le géne CTNNBL, a une localisation intracellulaire

variable dans la membrane, le cytoplasme et le noyau des cellules épithéliales.

La voie WNT (APC/B caténine) est dérégulée essentiellement par une perte de la protéine

APC (Fodde et al.,, 2001). La protéine APC est impliquée dans de nombreuses voies
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moléculaires essentielles au bon fonctionnement de la cellule. Elle régule la B-caténine et
contrble I’activation de nombreux geénes qui interviennent dans la prolifération cellulaire,
maintient de I’intégrité du cytosquelette de la cellule et joue un rdle dans 1’instabilité
chromosomique (Cebrat et Strzadata, 2001).

En absence du ligand Wnt , la protéine APC forme un complexe en assossiation avec les
enzymes GSK3B (Glucogen Synthétase Kinase 33), CSNKI1A1 et I’axine (Christie et al.,
2013). Dans ce complexe, la B-caténine est recrutée et phosphorylée ensuite, elle est adressée

vers une dégradation via le protéasome. Le niveau de B-caténine cytoplasmique reste faible.
L’expression des genes cibles de la voie WNT est alors réprimée par 1’association de Groucho

aux facteurs de transcription TCF (T-cell factor) (Lo Muzio, 2001; Waterman, 2004).

En présence de ligand Wnt : il va se lier a son récepteur FRZ (Frizzled) et ses co-récepteurs

(LRP5/LRP6). L’activation de ces récepteurs conduit a la phosphorylation de la protéine Dsh
(dishevelled) qui par son association a 1’axine, inhibe la GSK3f de phosphoryler la 3-caténine
ce qui interrompt sa dégradation au protéosome. L’accumulation de B caténine libre dans le
cytoplasme, qui va se transloquer dans le noyau pour former un complexe d’activation
transcriptionelle avec TCF et moduler la transcription des différents génes de prolifération
(Polakis, 1999 ; Lo Muzio, 2001) (Fig. 12).
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Figure 12 : Voie de signalisation Wnt : en "absence du ligand Wnt / en présence du ligand Wnt
(Pino et Chung, 2010).

Dans la cancérogenese colorectale, une dérégulation de cette voie est associée a 1’invasion

tumorale et au développement métastasique :
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- une mutation du géne APC est un evénement essentiel de la tumorogenése intestinale. Il
est muté dans la plupart des CCR survenant a la fois dans les formes familiale (polypose
adénomateuse familiale) (80%) (Kinzler et al.,1991), et dans les formes sporadiques de type
LOH+(Tarig and Ghias, 2016) ; La grande majorité de mutations de ce géne conduit a une
protéine tronquée non fonctionnelle qui n’est plus capable de dégrader la B-caténine, ces
mutations aboutissent donc a une accumulation de -caténine libre capable d’émettre un

signal de prolifération continu (Clements et al., 2003) ;

- dans 48% des mutations sur le géne B-caténine peuvent conduire aux CCR de phénotype
CIN ou le géne APC n’est pas muté (Sparks et al.,1998). Une mutation activatrice du gene R-
caténine entrainant également une activation constitutive du complexe protéique R-
caténine/TCF4 dans le cas des CCR MSI+ (Duval et al., 1999) ;

- les mutations activatrices avec décalage de cadre de lecture au niveau du géne du facteur
de transcription TCF sont également responsables de 39% des cas de CCR MSI+ (Duval et
al., 1999) tandis que le gene de I’axine est également muté dans les CCR MSI+ (Narayan et
Roy, 2003).

e Voie de TGFp
Le TGF se fixe a deux récepteurs transmembranaires TGFBR1 et TGFBR2, entrainant
la phosphorylation de TGFBR1 par le TGFBR2. Le signal est ensuite transmis en
intracellulaire via les voies SMAD et non-SMAD en activant notamment SMAD2, SMAD3.
Leur phosphorylation permet aux protéines de migrer dans le noyau et de former un complexe
avec SMAD4 (Fearon, 2011) ou il participe a la transcription des genes qui contrélent

négativement le cycle cellulair (Ikushima et Miyazono, 2010) (Fig. 13).
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Figure 13: La voie de signalisation TGFf (Ikushima et Miyazono, 2010).

Cette voie de signalisation est ciblée de maniere trés évidente dans les CCR :

24



Chapitre I....

>

.......................................................................................................... Revue bibliographique

le géne du TGFBR 2 a éte trouvé muté dans 25% des CCR : il est inactive dans
80% des cas du phénotype MSI+ (Parsons et al., 1995). La plupart de ces
mutations conduisent a un décalage du cadre de lecture et a la synthése d’un
récepteur tronqué non fonctionnel (Takayama et al., 2006).

20 a 30% des CCR de phénotype CIN+ sont dérégulés par mutation inactivatrice
des génes SMAD2 et SMAD4 (Takayama et al., 2006) dont les mutations du
géne SMAD?2 ciblent 5% des CCR (Takagi et al., 1998), alors que celle du géne
SMAD4 touchent 7% des CCR sans métastases et 35% des CCR métastatiques
(Miyaki et Kuroki, 2003).

e Voie de P53

La P53 joue un réle de gardien du génome (Levine, 1997) dont I’altération serait au

centre de la transformation maligne d’une cellule. Le p53 est un géne suppresseur de tumeur

(GST) situé en 17 p13.1, code pour un facteur de transcription aux fonctions essentielles

d’intégration de stress cellulaire, de régulation des programmes de division cellulaire et

processus de 1’apoptose en cas d’anomalie lors de la réplication de I’ADN.

Il engendre 1’apoptose en induisant la transcription du géne pro-apoptotique BAX, si les

altérations sont tres importantes pour étre réparées (Pietsch et al., 2006 ; Naccarati et al.,

2012).

L’inactivation du P53 a des conséquences dramatiques pour le maintien de I’intégrité

du génome dans les cellules intestinales tumorales (Chang et al., 1993) :

>

les mutations de TP53 sont rapportées dans 50% des cas de cancer colorectal
(Rodrigues et al., 1990) dont 60 a 80% sont de phénotype LOH+ (Campo et al.,
1991) mais, moins fréquente dans les CCR MSI+. Le gene p53 est invalidé a la
fois par des pertes alleliques en 17p et des mutations ponctuelles sur I’autre

alléle.

Il s’agit essentiellement de mutations ponctuelles qui surviennent de fagon

tardive au cours de la carcinogénése colique (Menendez et al., 2009) ;

en revanche, le géne BAX est le si¢ge d’altération sur sa séquence répétée de
8 Guanine avec décalage du cadre de lecture du géne par insertion ou délétion
d’une Guanine sur cette séquence, ces mutations sont présentes aupres de 30 a

50% des tumeurs MSI+ (Lievre et Laurent-Puig, 2004).
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3. Formes héréditaires du cancer colorectal
Les cancers colorectaux sont en majorité sporadiques. Des études de sujets apparentés
et de jumeaux ont estimé qu'environ 30% de tous les cas de CCR sont de forme héréditaire de
la maladie (Brosens et al., 2015 ; Samadder et al., 2015). Seuls 5% des cas sont associés a des
mutations germinales de trés haute pénétrance et des présentations cliniques bien
caractérisées (Brosens et al., 2015) . Les étiologies des 25% restants des CCR hérités ne sont
pas complétement comprises (Jasperson et al.,, 2010). On distingue cing groupes

syndromiques familiaux de CCR dont la cause génétique est le plus souvent connue (Tab. 1).

Tableau 1 : Les différents syndromes de prédisposition héréditaire aux CCR. (Davidson,
2007 ; Arvelo et al., 2015).

SYNDROMES DE CCR FAMILIAUX GENE INCRIMINE

Polyposes adénomateuse familiale (PAF)

PAF sévere APC
PAF atténuée APC
Syndrome de Turcot 2/3 avec des mutations germinales d’APC

1/3 avec des mutations germinales des genes MMR

Syndrome de Gardner APC
Polypose associee a MUTYH MUTYH (MYH)
Syndrome de polyposes Hyperplasiques K-RAS, B-RAF

Syndrome de polypose Hamartomateuse

Syndrome de Peutz-Jeghers (PJ) LKB1, STK11
Polypose juvénile familiale (PJF) SMADA4, BNPRA ENG
Syndrome de Cowden PTEN
Syndrome de Bannayan-Ruvalcaba-Riley (BRR) PTEN
Syndrome de Gorlin PTCH
Syndrome héréditaire de polypose mixte Base génétique inconnue

Syndrome de Lynch (HNPCC)

Syndrome de Lynch de type 1 ou Il MLH1,MSH2,MSH6,PMS1et PMS2.
Syndrome de Muir-Torre et Turcot MLH1,MSH2,MSH6,PMS1et PMS2
Syndrome X Base génétique inconnue

Deux syndromes prédisposent fortement au risque de CCR, qui sont le plus souvent
rencontrés, il s’agit de la polypose adénomateuse familiale (PAF) (OMIM : #175100) et du
cancer colorectal héréditaire sans polypose (HNPCC) ou syndrome de Lynch (SL) (OMIM :
#120435) qui sont des maladies a transmission autosomique dominante. Chaque syndrome a

26



(O 0 =T o111 £ SRRSO Revue bibliographique

son mécanisme propre : la PAF est liee a une instabilité chromosomique, le SL est

caractéristique du phénotype MSI.

Le risque cumulé au cours de la vie de développer un CCR lorsqu’un sujet est porteur d’une
altération dans I'un des geénes impliqués est supérieur a 80 % en ’absence de traitement
préventif (Baillet, 2002). Cependant, il existe une polypose qui est liée au gene MUTYH

(MutY homolog), elle est jusqu’a maintenant la moins bien caractérisée.

3.1 Polypose Adénomateuse Familiale
La PAF (OMIM #175100 ) est la plus fréquente des polyposes (80%) mais
responsable de moins de 1% des CCR, elle touche un individu sur 10000 (Jasperson et al.,
2010). Elle a été décrite en 1859 pour la premiere fois par Charelaigue, chez une jeune fille
de 16 ans et un homme de 21 ans présentant, tous les deux, un grand nombre de polypes dans
le gros intestin. En 1882, William Harrison CRIPPS suggére le caractére héréditaire de la

polypose adénomateuse familiale (Varesco, 2004).

La PAF est une des rares maladies qui permettent l'observation des premiers stades de la
formation d'un adénome. Elle renforce la notion de séquence adénome-cancer. En effet, la
PAF se manifeste par la formation de plusieurs centaines de polypes (présence de 100 a 1000
polypes) au niveau du cdlon chez au moins un membre de la famille. Dés 1’adolescence, ces
adénomes évoluent naturellement vers des adénocarcinomes avec un dge moyen d’apparition
de 40 ans mais tres rarement avant 20 ans (Cp Penna et al., 1991). La plupart des adénomes
mettent entre 6 & 10 ans pour subir une transformation maligne. En microscopie, I’adénome
montre une architecture tubulaire identique a celle retrouvée chez les patients atteints d’un

cancer sporadique (Gatalica et Torlakovic, 2008).

3.1.1 Polypose adénomateuse familiale atténuée

A la suite de I’observation d’une famille présentant une forme atténuée de polypose, la
PAF a été scindée en deux syndromes : classique ou atténué (AAPC, Attenuated
Adenomatous Polyposis Coli)(Lynch et al., 1995). Cette forme atténuée ne représente qu’une
minorité de patients atteints de PAF (Knudsen et al., 2003) (environ 10% de PAF)(Vasen,
2000). Elle se caractérise par la présence d’un nombre faible de polypes (moins de 100). Ces
derniers prédominent dans le cdlon droit et se développent plus tardivement (10 a 15 ans)
(Knudsen et al., 2010) que dans les formes classiques, soit un age d’apparition de 50 ans
(Gatalica et Torlakovic, 2008).
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3.1.2 Variants du géne APC dans la polypose adénomateuse familiale

La PAF est autosomique dominante a forte pénétrance (de la Chapelle, 2004), due a
une mutation germinale sur le gene APC (GenBank ID : 324). Ce géne a été localisé en 5921-
22 en 1987 suite a ’observation d’une délétion interstitielle dans cette région du chromosome
5 chez un patient présentant de multiples polypes coliques. L’inactivation de ce géne
intervient dans 70 a 80 % des cancers sporadiques et dans 100 % des cas de cancers
héréditaires de type PAF.
L’APC est un géne suppresseur de tumeurs, s’étendant sur 8532 paires de bases, il est
organisé en 15 exons codant pour une protéine de 2843 acides aminés (Macrae et al., 2009)
dont I’exon 15 représente 75% de la séquence codante. Il est divisé en de multiples domaines
de fonctions différentes incluant notamment la liaison a la B-caténine, la liaison a 1’ADN et
EB1 (de la Chapelle, 2004) (Fig. 14). De par sa longueur, I’exon 15 représente une cible

fréguente de mutations germinales et somatiques.
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Figure 14 : R6le du géne APC, position des principales mutations germinales et corrélation
génotype-phénotype (Macrae et al., 2009).

Depuis la découverte et 1’identification des mutations sur le géne APC dans la PAF par
Groden (Groden et al., 1991), plus de 1000 mutations ont été reportées. Une mutation
germinale est identifiée chez environ 85% des cas en PAF classique (Davidson, 2007) et 20%
en PAF atténuée (Knudsen et al., 2003). Les mutations congénitales d’APC sont le plus
souvent des mutations ponctuelles (Nagase et al., 1992) dont la majorité (95%) (non
sens,deletion et insertion) conduit a une protéine tronquée (de la Chapelle, 2004). On estime
que les mutations de novo d’APC sont responsables d’environ 20 a 25% des cas de PAF
(Jasperson et al., 2010). Les mosaiques germinales sont également une explication de PAF de

novo dans 20% des cas (Hes et al., 2008 ; Iwaizumi et al., 2015).

3.1.3 Corrélation génotype-phénotype
Parallélement a la description de diversité clinique de la PAF, une corrélation entre la

mutation germinale et 1’expression phénotypique de la maladie a été envisagée. En effet, il a
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été montré que la position de la mutation pourrait influencer la sévérité de la maladie

dans les cas de PAF:

» la présence d’un phénotype atténué est liée a 1’existence d’une mutation en 5’
ou 3’ du gene (Spirio et al., 1993), dans les 4 premiers exons entre les codons 78
a 157, dans la partie de I’exon 9 épissée de maniére alternative et dans la partie
distale de 1’exon 15 entre les codons 1595 et 2843. De la méme maniére, une
polypose sevére (>5000 polypes) peut etre associée a une mutation entre les
codons 1250 et 1464 (Walon et al., 1997) (Macrae et al., 2009), notamment la
transversion de la thymine 1307 par une adénine (Friedl et al., 2001). Cette
mutation n’altére en rien la fonction de la protéine APC, cependant la présence
de 8 adénines consécutives augmente le risque d’apparition de mutations lors de
la réplication de I’ADN.
3.2 Polypose liée a MUTYH
3.2.1 Syndrome MAP
Cette nouvelle forme appelée MAP (MUTYH Associated Polyposis) (MIM # 608456),
de description relativement récente (Al-Tassan et al., 2002), est une affection liée a une
mutation germinale d’un géne appelé MUTYH (MutY homolog) (Tsai-Wu et al., 2000). Son
mode de transmission est autosomique récessif avec une pénetrance forte et probablement
compléte lorsque les mutations causales sont bi-alléliques. Elle représente entre 0,5% et 1%
de la totalité des CCR (Al-Tassan et al., 2002 ; de la Chapelle, 2004).

La polypose associée a MUTYH est le plus souvent de type atténué : la majorité des patients
porteurs de mutation bi-allélique de ce gene, MUTYH, ont un nombre de polypes colorectaux
compris entre 15 et 100 (Buecher, 2007). Le mécanisme aboutissant a I’apparition du cancer
en cas de mutation bi-allélique de MUTYH semble différent des mécanismes déja connus et
donc spécifique. Le risque des porteurs monoallélique d’une mutation sur MUTYH est encore
sujet a discussion pour certains mais la majorité des auteurs reconnait un risque similaire a
celui d’un patient ayant un antécédent de CCR au premier degré (Jones et al., 2002 ;Buecher
etal., 2012).

Les cellules cancéreuses sont le plus souvent diploides (Lipton et al., 2003) et les cancers lies
au syndrome MAP sont CIN-/MSI-. Cependant deux études ont identifié un phénotype MSI
lié soit a une méthylation du promoteur de MLH1(Colebatch et al., 2006) soit a une perte

d’expression de la protéine MLH]1 au tissu tumoral (Lefevre et al., 2010).

Certains adénomes MAP montrent une mutation faux-sens de K-RAS qui est retrouvée plus

fréguemment en cas de CCR lié a une mutation bialléliqgue sur MUTYH qu’en cas de CCR

29



CREPIEIE L. Revue bibliographique

sporadique. Par contre ni BRAF, ni SMAD4, ni TGFB n’ont été trouvés mutés dans les

adénomes et les cancers MAP (Morak et al., 2014).

3.2.2 Systeme de réparation BER

Le géene MUTYH (MIM# 604933) est localisé sur le chromosome 1 entre les bandes
p34.3 et p32.1, il s’agit d’un homologue du géne MutY d’E.Coli codant pour une protéine, un
ADN glycosylase, appartennant au systéme de réparation de I’ADN par excision des bases,

(BER, Base Excision Repair) (Nakabeppu et al., 2006).

La protéine MUTYH joue un r6le majeur, avec hMTH1 et hOGG1 (8-oxoguanine DNA
glycosylasel), dans la réparation des Iésions oxydatives de I’ADN, parmi lesquelles, la 7,8-
dihydro-8-oxoguanine (8-0x0G) est hautement mutageéne en raison de sa capacité a s’apparier
de fagon stable a une adénine lors de la réplication de I’ADN générant un mésappariement 8-
oxoG/A.

La protéine MUTYH intervient en excisant spécifiquement ’adénine (Efrati et al.,1999 ;
Sheng et al., 2012) (Fig. 15).
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Figure 15 : Réparation de la Iésion oxydative impliquant la 8-oxoG par MUTYH (Sheng et al.,
2012).
MUTYH a pour substrat les adénines appariées avec une guanine ou un 8oxoG.

MTH1 constitue la premiére ligne de défense du systeme BER, il enléve du pool
nucléotidique les dGTP en les hydrolysant.Quand MTH1 n’a pas hydrolysé tous les dGTP, OGG1
enléve les 8oxoG incorporés sur le brin fils d’ADN en face d’'une adénine. Il permet ensuite
l'incorporation d’'une guanine. La derniére ligne de défense avant la seconde réplication qui aboutirait
a la transversion G:Ca ->T:A est MUTYH.

L’absence d’activité de MUTYH va entrainer 1’accumulation de transversion G:C >
T:A sur le géne APC, au niveau des séquences GAA présentes sur 216 sites (Jones et al.,

2002). Une telle transversion peut conduire a un codon stop (Cheadle et al., 2003 ; Al-Tassan
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et al., 2004). Ce sont ces transversions qui vont inactiver somatiqguement APC, conduisant a
I’apparition de polypes puis du CCR.

En résumé, la similitude des symptdmes entre la PAF et le syndrome MAP vient de I’atteinte
commune d’APC de maniére germinale et somatique pour la PAF, alors qu'elle est acquise

pour le syndrome MAP.

3.2.3 Variants du gene MUTYH
Au moins 164 variants différents du géne MUTYH ont été rapportés dans la littérature
parmi lesquels 30% ont un caractére délétere, les exons 7, 9, 10, 12, 13 et 14 comprennent

96,1% de I’ensemble des mutations déléteres identifiées (Buecher, 2011).

Les mutations les plus souvent décrites sont c.494A>G ; p.Tyrl65Cys (notée Y165C) qui est
la plus délétere pour le systeme BER, et ¢.1145G>A, p.Gly382Asp (notée G382D) (Buecher
et al.,2012). Au maroc, il a été identifié, a coté de la mutation c.494A>G, deux autres
mutaions : ¢.1105delC et ¢.1145G>A dans une serie de 62 patients présentant un CCR et de
polypose atténuée (Laarabi et al., 2012). La mutation ¢.1227_1228dup (p.Glu396-GlyfsX43)
semble étre rare et a été décrite chez quelques patients portugais (Isidro et al., 2004), elle n’a
pas été trouvée dans une large série multicentriques avec 114 patients provenant des Etats-
Unis, d’Australie ou du Canada (Cleary et al., 2009).
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4. Syndrome de Lynch
4.1 Incidence, découverte et historique

Le syndrome de lynch (SL) ou Syndrome HNPCC (Hereditary Non Polyposis Colon
Cancer) est la forme la plus fréquente des cancers colorectaux héréditaires, avec une
incidence de 1 a 2 pour 1000 (Vasen, 2000 ; Boland, 2006). Il représenterait de 0,5 a 5% de
la totalité des cancers colorectaux. Les chiffres variant en fonction des publications et de la
définition du syndrome : 1 & 5% (Vasen, 2000) ; 5% (de la Chapelle, 2004) ; 3 a 4% (Boland,
2006 ; Rustgi, 2007) ; 1 a 3% (Dionigi et al., 2007) ; 2 a 5% et enfin 3% (Arvelo et al., 2015).
Cette variation de syndrome de Lynch serait due a la fois aux facteurs génétiques, mais
également a des facteurs environnementaux.

L’histoire du SL commence, 71 ans avant sa proclamation « princeps » en 1966
(Lynch et al., 1966), apres observation clinique de cancers réalisée en 1895 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 nhom, HNPCC, de ce
syndrome a été soumis a de nombreux débats, car ce nom évoque trop 1’absence de polypes,
ce qui ne correspond pas a la réalité clinique de cette pathologie. Il est rebaptisé : Syndrome

de Lynch.

4.2 Caractéristiques cliniques
Le SL est caractérisé par un age précoce de survenue de cancer (avant ’age de 45 ans
dans 80% des cas) (Davidson, 2007; Lynch et al., 2008). Les CCR dans ce syndrome ont
tendance a avoir une localisation proximale : le cecum, le cblon droit et transverse en
constituent 70% des cas avec une prédominance du c6lon droit. De plus, ces cancers ont la
particularité d’étre synchrones dans 45% des cas (Dionigi et al.,, 2007) mais aussi

métachrones aprés 10 ans dans 25 a 30% des cas (Vasen, 2000 ; Lynch et al., 2008).

Sur le plan histologique, on observe généralement une faible différenciation, un
stroma lymphocytaire dit Crohn-like ; ils sont fréquemment mucineux, cribiformes ou a
cellules indépendantes en bague a chaton (Umar et al., 2004). Généralement, les adénomes se
présentent a un age précoce, ont une composante villeuse et sont découvert au stade de

dysplasie de haut grade (De Jong et al., 2004).

Le risque élevé de CCR dans le SL n’est pas tant li¢ a I’initiation de la cancérogenése

qu’a une accélération de la séquence : un adénome peut se transformer en adenocarcinome en
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I’espace de 2 a 3 ans, contre 8 a 10 ans chez une personne de la population générale, justifiant

la recommandation d’une coloscopie tous les 2 ans (Jass, 1995 ; Lynch et Chapelle, 1999).

Sur le plan moléculaire, ces tumeurs HNPCC sont caractérisees majoritairement par un
phenotype MSI ainsi que par la présence de certaines propriétés conventionnelles des
adénomes comme les mutations sur les genes APC, p-catenine (CTNNBL), et /ou K-ras
(Arvelo et al., 2015). Les CCR associés au SL sont genéralement de meilleur pronostic que les
CCR sporadiques, indépendamment du stade de la maladie (Gryfe et al., 2000).

4.2.1 Variétés cliniques

Deux types de syndrome de Lynch ont été définis cliniquement : les patients ayant le
type | présentent des tumeurs localisées exclusivement dans le colon (spectre étroit) , alors
que les patients, atteints de SL type Il, sont associés a une augmentation significative du
risque d’autres types tumoraux (Spectre large) (Tableau 2).

Tableau 2 : Cancers du spectre étroit et spectre large associés au syndrome de Lynch.

Cancers du spectre Lynch Cancers du spectre Lynch Référence
étroit élargi : ceux du spectre étroit
+ ceux ci-dessous
Adénocarcinome colorectal Cancer de ’ovaire. Rustgi, 2007.
Adénocarcinome de Cancer de I’estomac Peltomaki, 2016.
I’endométre
Adénocarcinome de 1’intestin Cancer des reins et les voies Watson et al., 2008 .
gréle biliaires
Cancer des voies urinaires Glioblastomes Win et al., 2012 .
excrétrices Engel et al., 2012.
Des tumeurs cutanées Har_nilton et al., 1995.
(sébacées) :Muir-Torre et Kleinerman et al., 2012.
cérébrales Turcot:
Cancer du pancréas Niskakoski et al., 2013.
Cancer du sein Arvelo et al., 2015.
Cancer de la prostate Peltomaki, 2016.

4.2.2 Critéres d’Amsterdam et de Bethesda

Le consortium international sur le syndrome HNPCC énonce des criteres, dits
d’Amsterdam, définissant ce syndrome sur le plan clinique selon trois critéres : critere de
nombre, d’apparenté et d’age. Ces critéres ont été retenu en 1991 a Amsterdam (critéres
d’Amsterdam I) (Vasen et al., 1991). Les patients répondant a ces criteres strictes semblant
également exposés a un risque ¢levé de développer d’autres cancers, les critéres d’ Amsterdam
ont été élargis et revus en 1999 (critéres d’Amsterdam Il)(Vasen et al., 1999) (Tableau B,

Annexe ).
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Environ la moitié des familles présentant un syndrome de Lynch ne répondent pas aux critéres
d’ Amsterdam. Le degré de la sensibilité pour les critéres d’Amsterdam Il a été évalué a 72%,
et 61% pour les criteres d’Amsterdam 1. En effet, les criteres d’Amsterdam présentent des

limites notamment dans les petites familles.

Pour améliorer la sensibilité de détection des patients atteints d’un syndrome de Lynch
parmi la population générale, d’autres parameétres, prédictifs de la présence d’une instabilité
génomique, dde a la défaillance des génes MMR dans un SL, ont depuis été proposes a la
conférence de Bethesda, et énoncés en 1997 (Rodriguez-Bigas et al., 1997), puis révisés en
2004 (Umar et al., 2004). lls correspondent a un ensemble de situations cliniques dans
lesquelles la recherche d’une instabilit¢é microsatellitaire est recommandée (Tableau C,
Annexe 1). Les critéres de Bethesda permettent ainsi d’obtenir une sensibilité pouvant
atteindre 98 % (Carneiro da Silva et al., 2015).

4.3 Geéneétique et mécanisme moléculaire du syndrome de Lynch

Au debut des années 90, la prédisposition héréditaire au CCR du type syndrome de
Lynch a été identifiée comme liée a un mécanisme MMR déficient ; par conséquent, les
tumeurs présentent pour la grande majorité, une MSI qui est une des caractéristiques majeures
du syndrome de Lynch (Modrich et Lahue, 1996).

4.3.1 Systeme MMR

La réplication de I'ADN lors des divisions cellulaires est un événement hautement
sophistiqué. Sa fidélité est essentielle pour préserver I’intégrité du génome. La polymérase
elle-méme exhibe un trés faible taux d’erreur (toutes les10* a 10° pb). Et grace a son
mécanisme de relecture, le nombre d’erreurs est réduit a un taux toutes les 108 pb (Zhang and
Li, 2013).
Les erreurs ayant échappé a ce contrble rigoureux peuvent ensuite étre prises en charge par un
systéme tres efficace de réparation des mesappariements, qui contribue a abaisser le taux
d’erreur de réplication a une mutation toutes les 101° pb : le systeme MMR (Pino and Chung,
2011). Ce systéme, particulierement conservé au cours de 1’évolution de la bactérie a
I’homme, cible les mésappariements de nucléotides, mais également les petites boucles
d’insertions /délétions (Insertion Deletion Loops ou IDL) qui résultent d’erreurs de réplication
(Hsieh and Yamane, 2008). Ainsi, I’inactivation du systtme MMR confére un phénotype

mutateur qui se caractérise par un taux de mutations spontanées élevé.

La conservation de ce systéeme a permi de définir plus clairement le systtme MMR eucaryote
dont la terminologie est basée sur le systeme analogue chez les procaryotes, le mieux

caractérisé dans Escherichia coli (Pino et Chung, 2011).
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Les protéines MutS et MutL dans E.coli et leurs homologues eucaryotes, MutSa et MutLa,
respectivement, sont des acteurs clés dans la maintenance du génome associée au systeme
MMR (Sameer et al., 2014). Tous les orthologues des genes bactériens ont pu étre identifiés a
I’exception du géne MutH (Tableau 3).

Tableau 3 : Principaux acteurs impliqués dans les voies de réparation MMR chez E.coli et chez
I’lhomme (Hsieh et Yamane, 2008).

Orthologue chez
I’homme

Protéine E. coLl Fonction

Liaison aux aux mésappariements

MSH2-MSH6 (Mutse) ~ Réparation des mesappariements
Muts nucléotidique et des IDL < 2pb

MSH2-MSH3 (Mutsp)
MLH1-PMS2 (MutLa)

Réparation des IDL > 2pb

Recrutement des autres acteurs

MLH1-MLH2 (MutLB)  Inconnue
MultL
MLH1-MLH3 (MutLy)  Suppression de quelque IDL et
recombinaison méiotique
Reconnaissance du brin fils et
MultH Aucun activité endonucléasique
Interaction avec MutsS et MutL au
p-Clamp PCNA niveau de fourche de réplication
Exol, ExoX EXO1 Fonction Exonucléastique
DNA Pol 111 DNA poly Synthése de I’ADN
DNA ligase DNA ligase Scelle la coupure apres la synthése

de ’ADN

MLH1,3: MutL homologuel,3. MSH2,3,6 : MutL homologue 2,3,6. PMS1,2 Postmeiotic segregation 1,2.

Chez les eucaryotes, plusieurs homologues des protéines MutS ont été identifiés.

Trois homologues ont notamment été trouvés chez 1’homme, nommés MSH2, MSH3 et
MSH®6 (Zhang et Li, 2013). Le choix des sous-unités est dicté par le substrat et la spécificité
de la fonction. Les protéines MSH forment des hétérodiméres a la différence de
I'hnomodimére MutS trouvé chez les bactéries (Modrich, 2016). MutSa, constitué des sous-
unités MSH2 et MSHBS, cible les mésappariements de base et les IDL d’un a deux nucléotides
(Fukui, 2010) alors que MutSp, constitué des sous-unités MSH2 et MSH3, cible les IDL
contenant jusqu'a 12 nucléotides (Hsieh et Yamane, 2008). Chez 1’homme, le complexe
MutSa est présent en quantité plus élevée que MutSp (Jacob et Praz, 2002).

La fonction des protéines MSH3 et MSH6 étant partiellement redondante (interviennent dans
la reparation des IDLs de 2 a 8 nucléotides), I’altération d’un des deux génes correspondants

est associée a un phénotype mutateur attenué (Jacob et Praz, 2002).
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De la méme facon, les eucaryotes présentent plusieurs protéines homologues des MutL
bactériennes. On dénombre quatre homologues chez I’homme ; les protéines MLH1, MLH3,
PMS1 et PMS2. Ces homologues forment trois hétérodiméres MutLo (MLH1-PMS2), MutLj
(MLH1-PMS1) et MutLy (MLH1-MLH3) (Modrich, 2006). MLH3, PMS1 et PMS2,

interagissent avec la méme région de la protéine MLH1.

La voie de réparation des mésappariements implique essentiellement 1’hétérodimere MutLa,
composant majeur du systtme MMR. Les autres hétérodimeéres sont impliqués dans d’autres

processus cellulaires (la recombinaison méiotique pour 1I’hétérodimére MutLy).

Bien que PMS1 et MLH3 soient capable de se fixer sur MLH1 avec une haute affinité, leur
role dans la réparation des mésappariements de I’ADN reste a démontrer. Comme MLHI est
le composant commun a ces trois hétérodimeres, son altération entraine un phénotype
mutateur severe, alors que la perte de la sous-unit¢é PMS2, qui peut étre partiellement
compensée par MLH3, est associée a un phénotype atténué (Hsieh and Yamane, 2008).
Meécanisme de réparation du systeme MMR chez les eucaryotes :
La reparation des mésappariements ou des boucles d'insertion/délétion (ou IDLs) se fait en
trois étapes (Fig. 16, page 37) :

1) Reconnaissance du mésappariement sur le brin d’ADN

2) Discrimination du brin néosynthétisé portant le mésappariement

3) Réparation du mésappariement

Les travaux de P.Modrich (Modrich, 2006) ont montré que dans le cas d'une réparation
dirigée en 5' du meésappariement, la réparation a lieu apres une incision, en présence de
MutSa, Exol, RPA et d’ATP. Dans le cas d'une réparation dirigée en 3' du mésappariement,
la réparation nécessite la présence de MutLa, de PCNA et de RFC en plus des facteurs

précités (Fig.17, page 37).

Il a été démontré qu’une activité hélicase est associée a la voie MMR eucaryote (Song
et al., 2010). Outre son r6le dans la réparation des mésappariements, le systtme MMR est
¢galement impliqué dans d’autres mécanismes. Par exemple, il prévient les recombinaisons
homologues au cours de la mitose et de la méiose. Il est également impliqué dans la
régulation du cycle cellulaire et le déclenchement des voies de transduction provoquant

I’apoptose (Jiricny, 2006).
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Reconnaissance du Reconnaissance de I'lDL
mésappariement par par MutSp
MUtsu Mésappariement ‘9’ .9'
G/T l
Fixation du systéme Fixation du systéme
MutLa Mutlp
Recrutement du systéme Recrutement du systéme
exonucléasique et exonucléasique et
dégradation du brin dégradation du brin
altéré altéré
Réparation et synthése Réparation et synthése
du nouveau brin du nouveau brin
par [ADN Polymérase par [ADN Polymérase

Figure 16 : Mode d’action du systéme MMR chez ’'Homme (Boland et Goel, 2010).

Le complexe MutSa (MSH2 et MSH6) reconnait les mésappariements de base et IDL de petite taille (<
2 nucléotides) et adopte une conformation de pince coulissante entourant ’ADN. Cette étape
nécessite 'échange de 'ADP en ATP. Ce complexe est ensuite lié¢ a MutLa (MLH1 et PMS2). Celui-ci
interagit avec la protéine PCNA et 'Exonucléase 1 qui va dégrader le brin fils jusqu’au
mésappariement. Finalement, le complexe se dissout quand la synthése du nouveau brin par ’ADN
Polymérase est effectuée. Selon le méme principe, le complexe MutLp (MSH2-3) agit sur les IDL de
plus grande taille (> 2 nucléotides).

% MutSo: MutSc ks
©—
5'—3
MutLa MutLa
ATP ATP
RPA RPA
ADP + Pj ADP + Pj

RPA . _RPA
- POy o COOEEECT

W

Figure 17 : Schéma de la réparation d’ un mésappariement par le MMR chez les eucaryotes
dans le cas ou une incision se trouve en 3' du mésappariement (a droite) ou en 5' du
mésappariement (a gauche) (Modrich, 2006).
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4.3.2. Genes MMR
e Geéne MLH1
Le géne MLH1 (MIM# 120436), localisé en position 3p22.3 sur le chromosome 3, est
constitué de 19 exons sur une région de 57360 pb (Fig. 18). Il code pour une protéine de 84 kDa

qui comprend 756 acides aminés.
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Figure 18 : Représentation schématique du géne MLHL1.
(http://wvww.med.mun.ca/MMRvariants/thegenes.aspx)

La protéine est constituée de domaines trés conservés et indispensables dans la fonction de
coordination du systtme 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) (Fig. 19).

Postiondes & & w7 14t
aeides aninés 3y g 1gr | g 12 0 w

N-rer I I - ﬁ ‘ C.]e]‘

l Domaine ATPase
l Domaine de liaison aux homologues MutS

P Domaine d'interaction avec PMS2MLH3

Figure 19 : Représentation schématique de la protéine MLH1 (Martin-L6pez et Fishel, 2013).

e Gene MSH2

Le gene MSH2 (MIM# 609309) est le premier gene MMR identifié en 1993(Fishel et
al., 1993) par analyse de liaison dans les familles ou les tumeurs colorectales arboraient un
profil MSI (Leach et al., 1993). Il est situé sur le chromosome 2 en position p22-p21. Ce géne
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comprend 16 exons s’étendant sur 80098 pb (Fig. 20). Il code pour une protéine de 104 kDa

constituée de 934 acides aminés.
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Figure 20 : Représentation schématique du géne MSH2.
(http://ivww.med.mun.ca/MMRvariants/thegenes.aspx)

De maniére analogue a la protéine MLH1, les domaines fonctionnels de la protéine MSH2
sont composés d’un domaine ATPase, un domaine de liaison aux homologues MutL (PMS2 et
MLH1), ainsi qu’un domaine d’interaction avec la protéine partenaire constituant le dimére
MutS (MSH3 ou MSH®6). De plus, la protéine est composée d’un domaine d’interaction avec

I’ADN, intervenant dans la reconnaissance du mésappariement (Fig. 21).

B 28 628 8% 034
Position des

acidesamings ! 124204

673 686

N-ter C-ter

l Domaine ATPase
. Domaine de liaison aux homologues MutL

r Domaine d'interaction avec MSH3/MSH6

. Domaine de liaison a I'ADN

Figure 21 : Représentation schématique de la protéine MSH2 (Martin-Lépez rt Fishel, 2013).
e Génes MSH6
Le gene MSH6 (MIM# 600678) est situé sur le chromosome 2 en position 2p16. Il
comprend 10 exons (Fig. 22), codant pour une protéine de 1360 acides aminés. Celle-ci est
constituée d’un domaine ATPase, un domaine de liaison a la protéine PNCA (Proliferating

Cell Nuclear Antigen), un domaine de liaison aux meésappariements et un domaine

d’interaction avec la protéine MSH2.
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Figure 22 : Représentation schématique du géne MSH6.
(http://www.med.mun.ca/MMRvariants/thegenes.aspx)
e PMS2
Le géne PMS2 (MIM# 600259), situé en position 7p22, comprend 15 exons (Fig.23)
codant pour une protéine de 862 acides aminés. Le géne PMS2 comporte de nombreux
pseudogeénes (environ 15 sur le méme chromosome), dont le pseudogene PMS2CL tres proche
du gene fonctionnel, qui possede des exons quasi identiques aux exons 9 et 11 a 15 du gene
PMS2, avec des conversions géniques fréquentes entre les deux (De Vos et al., 2004 ; Niessen
etal., 2007).
p22.l
Che.7 [T/ NDCE BN TN 1)
PMS2
| 2589
ATG TGA
3 163 250 353 531 NS 803 903 988 1144 2006 AN 275 245 2746
$6 4 164 251 3 538 706 M M 989 1145 207 2178 2% 46 |
. /-1 /81038 -/-(168 /{98 /- 100/{8s /{6 /862 /{168 /-{1on/- 170 /-
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Figure 23 : Représentation schématique du géne PMS2.
(http://Iwww.med.mun.ca/MMRvariants/thegenes.aspx)

e PMS1

Le géne PMS1 (MIM# 600258), situé en position 2¢032.2, sur une région de 93056 pb,

réparti en 13 exons codant pour une protéine de 932 acides aminés.

Bien que les genes PMS1, MLH3, et MSH3 soient membres du systtme MMR,
jusqu’a ce jour, ils n’ont pas encore une implication tres claire dans le SL, méme si dans de

rares cas des mutations causales ont pu étre identifiées (Talseth-Palmer et al., 2016).

4.3. 3 Mutations germinales dans les génes MMR
D’aprés la base de données établie par 1’International Society for Gastrointestinal

Hereditary Tumours (InSiGHT) (Thompson et al., 2014) (http://www.insight-group.org/ date
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d’accés Decembre 2015, 19h), 3000 mutations germinales dans les genes MMR ont éte
associees au syndrome de Lynch dont MLH1, MSH2, MSH6 et PMS2 en représentent 40, 34,
18, et 8%, respectivement (Peltoméki, 2016).
La deficience dans le systtme MMR est le résultat de I’inactivation des deux alléles d’un
gene MMR. Dans les cancers sporadiques, une inactivation biallélique d’un géne MMR se
produit de fagon aléatoire au sein d’une cellule d’un tissu cible. Dans le SL, une inactivation
constitutionnelle d’un all¢le dans toutes les cellules de 1’organisme (par mutation ponctuelle
inactivatrice, réarrangement génomique ou épimutation) est suivie d’une mutation somatique
du second all¢le dans une cellule d’un tissu cible (par perte d’alléle, mutation ponctuelle
inactivatrice ou hyperméthylation du promoteur).

Les mutations des genes MMR sont distribuées tout au long du gene ce qui exclut la
présence de points chauds précis. Ces mutations identifiées dans le SL sont principalement
des mutations ponctuelles, suivies de réarrangements de grande taille et plus rarement

d’épimutations. Les différents types de mutations par géne sont représentés sur la figure 24.

MLH1 MSH2

I Nonsense or frameshift
. Splice
B Missense

MSH6 PMS2

I Large rearrangement

In-frame

Figure 24 : Répartition des mutations des genes MMR dans le syndrome de Lynch. D’aprés les
analyses deposées a la base de données InSiGHT (Plazzer et al., 2013). Le nombre total de variants
par gene inclus dans I'analyse sont 1104 MLH1, 883 pour MSH2, 414 pour MSH6 et 197 PMS2.

La plupart des mutations sur les genes MLH1, MSH2 et MSH6 sont de type tronguant
(essentiellement non-sens ou des mutations de décalage du cadre de lecture).

Des analyses de SL sur plusieurs cohortes de différentes origines géographiques ont
montré que dans 15% des cas, il a été noté la présence de grands réarrangements génomiques,
affectent les génes MSH2, MLH1, MSH6 et PMS2 (Klift et al., 2005). Ces grands
réarrangements, sont essentielement de type délétionnel. Le gene MSH2, en raison de sa
richesse particuliere en séquences Alu, est plus sensible aux recombinaisons intragéniques
inégales favorisant les délétions (Li et al., 2006).

Le géne PMS2 présente un grand nombre de mutations ponctuelles (Fig. 24).
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En outre, la fréquence des changements faux-sens conduisant aux substitutions d'acides
aminés est significative (30-60%) pour les quatre génes. L'abondance de ce type de mutations
a incité I’InSIGHT a entreprendre de grands efforts pour classer les variants des genes MMR
selon leur pathogénéicité. Cette classification est basee sur les caractéristiques du variant et
de la famille d'une part et les résultats des différents tests fonctionnels d'autre part (Thompson
etal., 2014).

L'Agence internationale de recherche sur le Cancer a adopté 5 niveaux de
classification liés aux recommandations cliniques (Tableau 4). En se basant sur les
caractéristiques cliniques de sévérite et de relation avec les variants, il a été noté que les
mutations nonsens et frameshift constitutent la majorité (59 %) des variants de la classe 5 de
pathogénéicité établie et 4 de pathogénéicité probable ; cependant les variants introniques
(42%), ainsi que les variants non synonymiques (29%) et les faux-sens synonymes (18%) sont
les principaux types de changements représentés parmi les mutations de la classe 2 et 1. Enfin
les changements faux-sens non-synonymes sont abondants (68%) parmi les variants de la

classe 3 ; ceux-ci nécessitent plus de tests afin de les caractériser (Thompson et al., 2014).

Tableau 4 : Classification des variants MMR selon les critéres INSIGHT (Thompson et al.,

2014).
Classe de
variant MMR S 4 3 2 1
Signification \ Problement = Inconnue Probablement Non
. Pathogene \ . . N .
clinique pathogéne  (incertaine) non pathogéne = pathogene

4.3.4 Polymorphismes et variants des genes MMR impliqués

Les SNP (Single Nucleotide Polymorphism) sont des variations du code génétique
fréquentes dans la population générale (>5%). Elles sont les cibles d’études des GWAS
(Genome-Wide Association Study), plus de 600 études de GWAS recherchant des
associations entre des SNP et 150 pathologies différentes ont été publiées(Manolio, 2010).
Plusieurs variants des genes du systtme MMR sont identifiés comme augmentant le risque
de CCR sans pour autant étre responsables d’un syndrome de Lynch (Allan et al., 2008 ;
Tulupova et al., 2008). Dans une étude portant sur 1518 CCR, le variant MLH1 -93G>A
(rs1800734) augmentait d’un facteur 1,68 (IC95% (1-2,83), p=0,05) le risque de CCR.
Contrairement aux mutations germinales responsables du syndrome le Lynch, ce variant
n’entrainait pas obligatoirement de perte d’expression de la proteine MLH1 ou de phénotype
MSI. 1l était cependant significativement associé avec ces deux anomalies (Allan et al., 2008).
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Deux autres polymorphismes du géene MSH6 (-556G>T (rs3136228) et -145G>A
(rs1042821)) modifient significativement le risque de CCR. Les porteurs d’un haplotype GT
ou TT avaient un risque augmenté de 1,29 (1C95%=(1,02-1,62) ; p=0,04) et les porteurs de
I’haplotype GA ou AA étaient au contraire protégés (OR=0,76, 1C95%= (0,6-0,98) ; p=0,03)
(Tulupova et al., 2008).

4.3.5 Inactivation épigénétique du systeme MMR

Outre les anomalies génétiques, des anomalies épigénétiques peuvent également étre
responsables du SL.

e Implication du gene EpCAM

Un nouveau mécanisme d'inactivation du géne MSH2 a été détecté chez plusieurs
patients suspectés d’avoir un SL, sans mutation germinale trouvée dans les génes MMR, il
s’agit de délétions germinales hétérozygotes englobant le site de polyadénylation (1’extremité
3’) situé dans les derniers exons du gene EpCAM (epithelial Cell Adhesion Molecule)
(MIM#185535) ou TACSTD1 (tumor-associated calcium signal transducerl) (Ligtenberg et
al.,2009 ; Guarinos et al., 2010). Le gene est situé a 16 kb en amont du MSH2 (Fig. 25).
Il code pour une molécule d’adhésion de la cellule épithéliale, CD326, cette derniére est
exprimée aussi bien dans les cellules normales que dans les tumeurs carcinomes (Went et al.,
2004).

i h X o b L n UL 8K  WE MK N 19K WK IRk W N
- s -~
EPCAM WSK2

Figure 25 : Organisation structurale de locus EpCAM-MSH2 (Guarinos et al., 2010).

Ces délétions représentent en moyenne entre 1 et 3% des anomalies responsables du
syndrome de Lynch (Tutlewska et al., 2013) et jusqu’a 4% dans une autre étude (Tomita et
al., 2013). Le mécanisme d’inactivation du geéne MSH2 lié a la délétion de la portion
terminale du gene EpCAM, englobe le signal de terminaison de la transcription. Celle-ci se
poursuit alors jusqu’au géene MSH2, situé en aval. Cette délétion provoque la formation d’un
transcrit de fusion EpCAM-MSH2 qui, par un mécanisme encore non élucidé, entraine une
hyperméthylation du promoteur du géne MSH2 et donc sa répression transcriptionnelle
(Ligtenberg et al., 2013).

Ce mécanisme est retrouvé chez 30% des patients avec syndrome de Lynch dont les tumeurs
affichent une perte d’expression de la protéine MSH2 (Kovacs et al., 2009) ou 20% des
familles sans mutation dans les génes MMR (Niessen et al., 2009).
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Dans la popualion Espagnole, une étude de P.Mur et collaborateurs (2014) a révélé la
présence d’un mosaicisme dans la méthylation du MSH2 chez les porteurs de délétion
EpCAM. Les niveaux de méthylation étant moyennement plus élevés dans le cdlon normal et
les tumeurs colorectales (27,6% et 31,1%). Le risque de cancer de I’endométre chez les
personnes avec une délétion du gene EpCAM est moins fréquent que chez les patientes ayant
une mutation du géne MSH2 (Ligtenberg et al., 2013). Cet effet délétere semble étre
étroitement lié a la taille de la délétion (Kempers et al., 2011)
e  Hyperméthylation du promoteur MLH1

L’hyperméthylation constitutionnelle du promoteur du géne MLH1 conduit a sa
répression dans toutes les cellules somatiques. Elle se produit dans 2 a 3% des familles ayant
SL sans mutation dans les genes MMR (Gylling et al.,2009) et dans 10% des cas de SL avec

perte de 1’expression de la protéine MLH1 au niveau tumoral (Hitchins, 2013).

Cette modification épigénétique représente 0,6 a 1% de ’ensemble des anomalies respon-
sables du SL. La plupart des épimutations surviennent de novo et sont réversibles lors de la
méiose (Hitchins et al.,2007), elles ségrégent de maniére non mendé-lienne et sont rarement
associees a des antécédents familiaux de cancer (Peltomaki, 2016). Cependant les
épimutations secondaires aux mutations génétiques constituent une exception et peuvent

survenir sur les haplotypes ancestrales (Kwok et al., 2014).

4.4 Syndrome X
Le syndrome HNPCC correspond a deux entités : le SL (avec une mutation germinale
prouvée sur un des génes du systtme MMR) et le syndrome X (familles remplissant les
critéeres d’Amsterdam mais n’ayant pas de mutation identifiée). En effet entre 1 et 2% des
patients avec un CCR remplissent les critéres d’Amsterdam Il (Kerber et al., 2005).
Cependant au sein de ce groupe, plus de la moitié des tumeurs avec une déficience de systeme
MMR ne sont pas expliquées par des mutations germinales ou d’hyperméthylations des

promoteurs.

Cette inactivation du systtme MMR a été récemment démontrée comme la conséquence de
mutations somatiques des genes MMR (Haraldsdottir et al., 2014 ; Mensenkamp et al., 2014 ;
Geurts-Giele et al., 2014) et semble étre occasionnellement liée a une altération de
POLE/POLD1(Polymerase DNA- directed sigmal) (Jansen et al., 2016).

Cette forme familiale de cancer colorectal type X avec une stabilité des microsatellites
entraine un risque de CCR plus faible que les syndromes de Lynch prouvés et est
diagnostiquée en moyenne 10 ans plus tard. Il n’est pas encore décrit de cancers extra-

coliques.
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La base géneétique de ce syndrome X semble étre hetérogene et les genes prédisposants restent
inconnus. Il n’a pas été trouvée pour le moment une explication de cette forme d’apparence

autosomique dominante avec une pénétrance incompléte (Dominguez-Valentin et al., 2015).

4.5 Stratégies de diagnostic de Syndrome HNPCC

Initialement, le SL était identifié exclusivement sur la base de I’age de découverte du
cancer et sur les caractéristiques de I’histoire familiale (Critéres d’Amsterdam et de
Bethesda). La maniére d’aborder le diagnostic du SL a beaucoup évolué ces 15 derniéres
années. Les outils actuels permettent, par I’analyse de la tumeur, d’améliorer le dépistage de
ce syndrome et de guider les investigations pour [’identification de la mutation
constitutionnelle responsable du syndrome. Finalement, 1’identification d’une mutation
délétere d’un gene MMR conduit au diagnostic formel de la maladie et améne a adapter la
prise en charge du patient et de sa famille.

e Phénotype tumoral

L’objectif de 1’étude du phénotype tumoral est de dépister un SL et d’aider a
I’identification du gene impliqué dans la maladie. Deux techniques complémentaires sont
utilisées :

» la recherche d’instabilité microsatellitaire (MSI) (autrefois appelé RER): La
recherche dans les tumeurs du spectre d’une MSI est tres utile pour le dépistage du
SL, car elle constitue un excellent marqueur de déficience des génes MMR ;

»  I’immunohistochimie (IHC) des protéines MMR : Ces analyses sont réalisées le plus
souvent a partir de tissus fixés au formol et inclus dans la paraffine. Il est
indispensable, pour garantir la fiabilité de ’examen, de sélectionner une zone riche
en cellules tumorales.

45.1 Recherche d’une instabilité microsatellitaire

Pour rappel I’instabilité microsatellitaire se traduit par une accumulation de mutations
survenant préférentiellement au sein de microsatellites. La recherche de MSI consiste a
détecter la présence de longueurs de répétition différentes dans les cellules tumorales par
rapport au tissu normal. En 1997, le National Cancer Institute a proposé un panel de
réferences pour la détection de MSI, constitué de 2 marqueurs mononucléotidiques et de trois
marqueurs dinucléotidiques. Cependant, ce panel n’étant pas trés sensible, d’autres panels ont
été proposés afin d’optimiser la détection de MSI, a I’aide notamment de marqueurs
mononucléotidiques, plus sensibles que les marqueurs dinucléotidiques (Goel et al., 2010 ;
Pagin et al., 2013).

L’¢étude porte actuellement sur 5 marqueurs mononucléotidiques :
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= BAT-25 localisé dans I’intron 16 du gene c-kit ;

= BAT-26 localisé dans I’intron 5 du géne MSH2 ;

= NR-21 localis¢ dans la région 5’ non traduite du géne SLC7AB ;

= NR-24 localis¢ dans la région 5’ non traduite du géne ZNF-2 ;

= NR-27 (MONO-27) localisé dans la région 5’ non traduite du géne 1AP-1.

La technique correspond a une amplification par PCR multiplex des 5 marqueurs testés.
L’étude des amplicons est réalisée par migration en électrophorése capillaire sur un
séquenceur qui permet une discrimination au nucléotide prés. Les profils obtenus
correspondent, pour chaque marqueur, a plusieurs pics autour d’un pic principal. Le pic
principal est caractérisé par la plus forte intensité, qui est utilisée pour évaluer la taille du

marqueur.

L’instabilité est définie, pour un marqueur donné, par la présence de deux pics principaux
voire de deux groupes de pics bien séparés aprés amplification a partir de I’ADN extrait du
tissu tumoral. L’existence d’une instabilité des microsatellites (phénotype MSI ou déficience
MMR) au niveau d’une tumeur est définie par 1’existence d’un profil instable pour au moins 3

marqueurs (sur les 5 amplifies) (Fig. 26).
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Figure 26 : Exemple d’un profil d’'une tumeur MSI (Pagin et al., 2013).
La recherche d’une MSI est basée sur la comparaison de taille des produits des amplicons obtenus a
partir de ’ADN tumoral (en B ) et de ’ADN non tumoral (en A) du méme patient (ou un tissu sain de
référence). Le phénotype MSI se traduit par I'apparition dans la tumeur d’alléles différents (fleches
oranges) n’existant pas dans le tissu non tumoral du patient (généralement de taille plus petite
traduisant la présence de délétions).

Il est a noter qu’outre le dépistage du SL, la recherche d’instabilit¢ microsatellitaire est

également réalisée chez les personnes avec un CCR de stade Il pour orienter la prise en
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charge thérapeutique. D un point de vue clinique, il est acquis que les CCR de phénotype MSI
ont un meilleur pronostic et une moindre sensibilité a la chimiothérapie par 5-fluorouracile (5-

FU) que les cancers de phénotype MSS (Buecher, 2011).

L’instabilité microsatellitaire n’est pas spécifique des tumeurs survenant dans le cadre d’un
SL puisqu’elle est observée dans environ 15 % des cancers sporadiques (Umar et al., 2004).
Ceci est liée, dans la plupart des cas, a 1’acquisition d’une hyperméthylation somatique
biallélique du promoteur du gene MLH1 entrainant I’inactivation et la perte d’expression du
géne MLH1, de maniere analogue a ce qui a été observeé dans le SL (Veigl et al., 1998).

4.5.2 Analyse en immunohistochimie des protéines MMR

La sensibilit¢ et la spécificit¢é de 1’analyse immunohistochimique sont jugées
nécessaires. Cette technique permet d’identifier la protéine défectueuse et d’orienter ainsi les
analyses génétiques. L’inactivation des protéines MSH2 ou MLHL1 entraine fréquemment
I’absence des deux protéines de I’hétérodimére correspondant, a savoir MSH2/MSH6 ou
MLH1/PMS2, a I’inverse de la protéine MSH6 ou PMS2, dont I’absence peut étre isolée, en
raison de la redondance du systtme MMR. L’analyse immunohistochimique a pour but de
détecter une perte d’expression des protéines altérées du systeme MMR dans les cellules
tumorales.
L’utilisation d’anticorps commerciaux reconnaissant les quatre protéines MMR est nécessaire

pour identifier la/les protéine(s) non fonctionnelle(s) (Fig. 27).

Positif Négatif Positif Négarif

*«'g

MLHI

\\' ‘.g
Figure 27: Exemple de résultats d’immunohistochimie des protéines MMR. Des coupes

histologiques d’adénocarcinome colorectal montrent la présence (gauche) ou I'absence (droite)
d’expression des protéines MMR (Mojtahed et al., 2011).

N’ayant pas utilisé les deux techniques, il faut argumenter dans les deux sens : mise en
place de stratégies de diagnostic et inconvénient du co(t. Les avantages et les inconvénients
des deux méthodes sont résumés dans le tableau D de I’annexe I.
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4.6 Prise en charge de syndrome de Lynch

L’identification d’un syndrome de Lynch a peu d’impact sur le traitement initial du
cancer. A I’inverse, elle influe considérablement sur la surveillance a long terme des patients
2et permet le dépistage des apparentés.

e Recommandations de ’PINCa

Un groupe d’expert francais mandaté par I’'INCa (Institut National de Cancer) a publié
en 2009 des recommandations de prise en charge du syndrome de Lynch, qui reposent sur des
publications internationales (Stoppa-Lyonnet et al., 2009). Compte tenu du niveau de risque
absolu des différents cancers, seules les localisations colorectales et endométriales relevent

d’un dépistage systématique.

La surveillance coloscopique repose sur une coloscopie totale, réalisée dans des
conditions optimales, avec chromoendoscopie a 1’indigo-carmin avec résection des polypes
précancéreux. Elle doit &tre renouvelée tous les deux ans, des 1’age de 20-25 ans, le risque de
développer un CCR avant 25 ans étant tres faible (Vasen et al., 2007). La surveillance
endométriale est basée sur I’échographie endovaginale a réaliser tous les deux ans, a partir de
I’age de 30 ans. De plus, il est préconisé de surveiller les ovaires lors de cette échographie.
En cas de dysplasie avérée, I’hystérectomie doit étre réalisee.

Compte tenu des niveaux de risque et de ’absence de modalités consensuelles, aucune prise
en charge n’est actuellement proposée pour les autres cancers du spectre. Il est néanmoins
préconisé de coupler a la premiére coloscopie une fibroscopie, afin de rechercher une
éventuelle infection a H.Pylori, et de procéder le cas échéant a son éradication.

Une surveillance coloscopique adaptée prévient la survenue de la moitié des CCR et réduit le
taux de mortalité globale de 65%, grace a un traitement précoce des lésions précancéreuses
(Jarvinen et al., 2000).

Les recommandations spécifiques de prise en charge ont fait preuve d’une réduction
quasi compléte de la mortalité liée au syndrome de Lynch (Jarvinen et al., 2009). Ainsi, le
dépistage du syndrome de Lynch, puis 1’établissement du diagnostic par I’identification d’une
mutation délétére d’un géne MMR sont primordiaux afin de pouvoir proposer une

surveillance adaptee.

Diverses stratégies intégrant les critéres cliniques et le phénotype tumoral ont été
développées et évaluées afin d’améliorer la probabilit¢ d’identifier une mutation
constitutionnelle. Un exemple de stratégie recommandé par I’INCa (2011) est résume dans la
figure 28.
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INDICATION DE CONSULTATION D'ONCOGENETIQUE

Patient répondant aux critéres d’Amsterdam II\
¥ au moins trois cas de cancers colorectaux ou de
cancers du spectre du syndrome de Lynch,

v chez des apparentés au premier degré,

¥ sur au moins deux générations successives,

¥ dont au moins un cas diagnostiqué avant 50 ans,
¥ une polypose adénomateuse familiale ayant été
exclue.

Patient atteint d'un cancer colorectal ou d'un
&adénome >1cmans 40 ans /

...................................... Revue bibliographique

INDICATION DE PRE-CRIBLAGE SOMATIQUE

/I-Datient répondant aux critéres de Bethesda révisé \
¥ cancer colorectal diagnostiqué avant 50 ans

v cancer colorectal diagnostiqué entre 50 et 60 ans,

avec histologie évocatrice

¥ cancers multiples (synchrones ou métachrones) du
spectre du syndrome de Lynch chez un méme patient,
quelque soit I'age

v cancer colorectal chez un patient avec antécédents

Qamiliaux de cancer(s) du spectre du syndrome de Lyny

Pré-criblage somatique:
Test d'instabilité microsatellitaire et IHC recommandée

' '

sans methylation du promoteur MLH1

Tumeurs MSI Tumeur MSS
sans mutation BRAF

! !

CONSULTATION D'ONCOGENETIQUE

!

Pré-criblage somatique:
Test d'instabilité microsatellitaire et IHC

! v

Tumeur MSS Tumeur MSI

PV

4

| ANALYSE CONSTITUTIONNELLE DES GENES MMR
pouvant étre orientée par le résultat en IHC

Pas d'analyse constitutionnelle
sauf cas particuliers

Figure 28 : Indications de consultation d’oncogénétique dédiée au syndrome de Lynch et
d’analyse constitutionnelle des génes MMR faisant appel a des critéres cliniques et
biologiques (La synthése d’activité d’'oncogénétique de 'INCa en 2011).
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Chapitre ..o Etude éxpérimentale : Patients et méthodes

1. Patients et Méthodes
1.1 Patients

L’étude que nous avons entreprise est descriptive dont son principal objectif est la
recherche de mutations constitutionnelles sur les génes de réparation de ’ADN (MMR) :
MLH1, MSH2 et MSH6 dans les familles suspectées d’ avoir un Cancer Colorectal (cas index
et apparentés) de type HNPCC ou Syndrome de Lynch.

1.1.1 Recrutement des sujets (patient ou cas index et apparentés) :
Le recrutement des cas intéressants pour cette étude a duré 4 ans (2008-2012). Notre
étude a porté sur 46 patients des deux sexes dont 27 cas index de Cancer colorectal et 19
apparentés au 1°" degré. Les patients sont inclus a la base de la mise en évidence du cancer
colorectal en endoscopie avec la confirmation histologique. Ces patients sont admis aux
services d’oncologie meédicale (pour chimiothérapie et/ ou radiothérapie) et
d’enterogastrologie du CHU de Constantine.
Les patients retenus dans cette étude genétique ont été sélectionnés selon les critéres
d'’Amsterdam | (1991) (Vasen et al., 1991), Il en (1999) (Vasen et al., 1999) et ceux de
Bethesda (Umar et al., 2004) (Tableaux B, C Annexe I). Ces criteres réunissent des
informations individuelles et généalogiques qui définissent cliniquement un syndrome
HNPCC.
» Criteres d'inclusion :
Les critéres typiques de syndrome HNPCC sont rarement présents en pratique clinique.
Pour cela, ont été inclus les sujets des deux sexes et classés selon les groupes de patients :
1- Répondants aux critéres complets d’/Amsterdam | ou 1l (1999).
2- Reépondants aux criteres de Bethesda (2004) avec antécédents familiaux (comprennant
les critéres 4 et/ou 5) .
3- Repondants aux critéres de Bethesda (2004) sans histoire familiale tumorale mais le
diagnostic établi avant I'age de 45 ans (comprennant le critére 1).
» Criteres d'exclusion :
Tous les patients affectés d'un cancer du colon sporadique et au dela de I'age de 50 ans

ou presentant une polypose adénomateuse familiale sont exclus de cette étude.

1.1.2 Questionnaire, enquéte familiale et consentement
e Le recueil des renseignements cliniques a été effectué a I'aide d'un questionnaire qui
est soit réalisé directement avec le patient présentant un cancer du colon et/ou rectum

ou indirectement a partir de son dossier medical.
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L'enquéte familiale a été effectuée au travers d'un interrogatoire du patient ou d’un de
ses parents. Pour tous les malades, nous avons précisé 1’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 les

plus complets possible a partir de I’histoire familiale avec la maladie (Annexe II).

Les consentements éclairés de tous les patients ainsi que tous leurs apparentés ont été
obtenus soit des adultes eux-mémes soit de leurs tuteurs pour les sujets mineurs

(inferieur a 18 ans) (Annexell).

1.1.3 Preélévement sanguin
» Mode de prélevement

Le prélevement sanguin préconisé pour 1’étude génétique dont 1’extraction de
I’ADN est recueilli  stérilement dans un tube de type Vacutainer a EDTA
(anticoagulant et un inhibiteur des nucléases) en quantité de 6 a 10 ml. Les
prélevements du sang ont été réalisés au niveau du pli du coude apres la pose d’un
garrot.
» Conservation
L’extraction de I’ADN est réalisée normalement sur du sang frais. Il arrive dans
certains cas de non possibilité technique, que 1’échantillon sanguin soit stocké pendant

une semaine a +4°C. Nous n’avons pas €té contraint a congeler nos échantillons.

1.2 Méthodes
» Résumé des différentes étapes méthodologiques de I’étude :
La recherche d’altérations dans les génes MLH1, MSH2 et MSH6 a été réalisée par
une Polymerase Chain Reaction (PCR)suivie d’un séquencage pour la détection de
mutations ponctuelles d’une part et par Multiplex Ligation Probe Amplification
(MLPA) (ou amplification multiplex de sondes dépendant d'une ligation) pour étudier
les grands réarrangements d’autre part selon les étapes suivantes de travail :
1- Extraction de I’ADN a partir du sang total par la méthode au NaCl :
- Evaluation de la pureté et quantification de la concentration d’ADN ;
- Evaluation de la qualité¢ d’ADN extrait ;
- Conservation des ADN purifiés.
2- Amplification par PCR de tous les exons ainsi que les séquences introniques
adjacentes des genes MLH1 (19 exons), MSH2 (16 exons+le promoteur) et enfin

si necessaire MSH6 (10 exons).
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- Controdle des produits de PCR des différents exons par électrophorese sur gel
d’agarose.

Séquencage Direct.

- Purification des produits de PCR ;

- Réalisation des réactions de sequencage ;

- Purification des produits de séquences ;

- Réalisation de séquencage ;

- Alignement des séquences obtenues et comparaison par rapport aux
séquences de référence pour identification des variations retrouvées.

Bioinformatique.

Utilisation des ressources Software sur internet.

- Etudes fonctionnelles in silico des différentes variations sur les geénes
d’intérét.

Statistiques.

Réalisation de la MLPA par utilisation des kits (MRC HOLLAND).

- KitP003;

- KitP248;

- Kit PO72.

1 Extraction de ’ADN

L’ADN est extrait a partir des leucocytes sanguins. Ce que nous avons employée

comme technique d’extraction dans notre étude est une méthode utilisant un solvant

inorganique NaCl (Miller et al., 1988).

Principe : L’extraction de I’ADN consiste en:

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

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

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

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

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

» Evaluation de la pureté et quantification de la concentration d’ADN

La pureté de I'ADN et sa concentration sont estimées par spectrophotométrie a UV.
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Principe: La pureté de I'ADN est déterminée par le rapport de DO26onm/ DO2gonm. La
densité optique ou DO a 260 nm des solutions diluées au 1/100 est utilisée également pour le
dosage de I’ADN, ce qui permet de calculer sa concentration, sachant que lunité DO
correspond a 50 mg/ml d'ADN(Bienvenu et al., 1999)(Annexell).

La pureté de I’ADN est essenticlle. Dans le cas o I’ADN est contaminé (par des protéines ou
de I’ARN) (Annexell), ce dernier ne laisserait pas aboutir & 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 L’ADN et préparé une dilution de
travail a 100pg/ml.

- Evaluation de la qualité d’ADN extrait
La qualité de ’ADN peut étre vérifiée par un contrdle de taille des molécules d’ADN par
¢lectrophorese sur gel d’agarose 0,8% soumis sous tension d’un courant électrique de 100 volt
pendant 2h. Cette analyse permet, par ailleurs, d'observer une éventuelle dégradation de
I'’ADN survenue au cours de I'extraction (Bienvenu et al., 1999). L’ADN génomique doit donc
étre manipulé en évitant toute action mécanique violente.

- Conservation des ADNs purifiés

Dans une boite identifiée « ADN CCR » pour cancers colorectaux, les tubes d’ADN sont
ranges 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 ADNSs purs lorsque les analyses sont terminées, se fait a —20°C pendant 7
ans ou encore a-80°c jusqu’a 30 ans (Madisen et al., 1987).

Les dilutions de travail (100ug/ml) a partir de nos ADN purifiés sont conservés a +4°C dans

une boite identifiée, « ADNSs dilués » ou la durée de conservation va jusqu’a 1 an.

1.2.2 Amplification par PCR des exons de génes MLH1, MSH2 et MSH6

Les étapes d’amplification par PCR sont réalisées en deux temps sur les cas index :

- Amplification de tous les exons et les séquences introniques adjacentes des genes

MLH1 (19 exons) et MSH2 (16 exons + le promoteur) pour le séquencage.

- Si le sequencage MLH1 et MSH2 est négatif on procede a la PCR du géne MSH6
(10 exons).
D’apreés les résultats obtenus aprés détermination des mutations identifiées chez le cas
index, nous procédons a la sélection des exons mutés pour les séquencer chez les

apparentés, ces exons sont amplifiés et traités en paralléle avec le cas index.
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Principe: La technique «Polymerase Chain Reaction» ou PCR (ou encore ACP pour
Amplifi cation en Chaine par Polymérase), est une technique de réplication ciblée in vitro
(K.Mullis en 1985, Prix Nobel 1993).

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

succession de réactions de réplication d'une matrice double brin d’ADN.

Les amorces utilisees définissent, en la bornant, la séquence a amplifier. L'amplification
obtenue est exponentielle en employant une ADN polymérase résistante aux températures

élevées (la Tag polymérase).

Dans un milieu réactionnel (Mix), en plus de ’ADN a « amplifier » (la matrice) il faut un
couple d’amorces oligonucléotidiques spécifiques, les précurseurs nucléotidiques (dATP,
dCTP,dGTP et dTTP), le cation Mg?" indispensable pour le bon fonctionnement de 1’enzyme
et a la polymeérisation correcte des précurseurs et la Taq polymérase.

Les trois étapes, constituant un cycle de PCR, sont effectuées a des températures
différentes permettant de contréler ’activité enzymatique, de dénaturation, d’hybridation et
d’¢élongation permettent de synthétiser les brins complémentaires d’ADN a partir des
extrémités 3’OH libres des amorces hybridées. L’étape d’hybridation est spécifique et

déterminée pour chaque brin a amplifier de chaque géne.

» Préparation des PCR :
- Amorces utilisées pour les génes MLH1, MSH2 et MSH6 :
Les amorces utilisées dans notre étude pour I’amplification de génes MLH1 et MSH2
(Tableaux 5 et 6 ) sont commandées dessalées a la concentration de 100 uM (Invitrogen, et
Biomatik) réparties a la livraison en 3 aliquots 100 uM et 1 aliquot 5uM (solution de

travail). Elles sont conservées a -20°C.

Tableau 5 :Séquences des amorces et tailles d’amplimers du géne MLH1

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

MLHL-eXOn1E GGG AGG GAC GAA GAG ACC

GCC CGT TAAGTC GTAGCC 373
MLH1-exonlR
MLH1-exon2F TTTTCTGTTTGATTT GCC 171
MLH1-exon2R AAA GGT CCT GACTCT TCC
MLH1-exon3F TTACTCATCTTTTTG GTATC

ACA ATG TCA TCA CAG GAG 177
MLH1-exon3Rr
MLHL-exondF AACCTTTCCCTT TGG TGA GG

GAT TAC TCT GAG ACCTAG GC 226
MLH1-exon4Rr
MLH1-exon5F AGT AGT GGA GAA ATA AAC AG

ACC CTG AAA ACT TAG AAG 318
MLH1-exon5R
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MLH1-exon6F

TAAGACCTCGCTTTT GCC

TCA GAG ACC CAC TCC CAG 309
MLH1-exon6Rr
MLH1-exon7F ACT AAA AGG GGG CTC TGA CAT
CAA ACA GCA GAA GAC ACA AGG 257
MLH1-exon7rR
MLH1-exon8F GAT GTTTCAGTC TCAGCC
MLH1-exon8R CAA AAT AAT GTG ATGGAATG 223
MLH1-exon9F TAGTTT ATG GGA AGG AAC
TGA GCA CAG ACT TAG GAC 386
MLH1-exon9Rr
CTTTCCTGA GGT GATTTC
MLH1-exonl0F
MLH1-exon10R GTT CCT TGT GAG TCT TGG 233
MLH1-exon11F CCCCTCCCACTATCT AAG
GCA AAG AAAGTT CCT AAATAAC 304
MLH1-exonllr
MLH1-exon12sF TTTTTAATACAG ACT TTG CTACCA GGA
MLH1-exon12F CGG GCAGAATTGCTTCTATAAC 645
GCA AGT CAG GCA GAG AGA AGA
MLH1-exonl2Rr
AGA GAAGTT GCT TGC TCC
MLH1-exonl3F
MLH1-exonl13Rr TCCATTTCC AAAACCTTG 312
MLH1-exon14F TCAGGCTTCTTTGCTTACTTGG
TACCTCATGCTGCTCTCCTTA 249
MLH1-exonl4Rr
MLH1-exon15F CAACTG GTT GTATCT CAAG
ATT TTC AGA AAC GAT CAG 319
MLH1-exonl15R
MLH1-exonl6e GTTTCTCACCTGCCATTCTGAT
TTGAACTCCTGACCCCAAGTTA 396
MLH1-exonl6R
TGACAGCAT TATTTCTTG
MLH1-exonl7F
MLH1-exon17R CTTATCATCTTT ATCATT CC 239
CACATTTCGTTTTTT AGC
MLH1-exonl18F
MLH1-exon18R ATT TTA GAG ATG GGC AAG 301
AAC AGG GAG GCT TAT GAC
MLHL-exonl9F ' 11’560 ATC TGA ACT GAC 47

MLH1-exonl19Rr

Tableau 6 :Séquences des amorces et tailles d’amplimers du géne MSH2

Nom Séquence 5’-3’ Talllippbr)odwt
MSH2-exonlF GCG TCT GCT TAT GATTGG TTG
CGC ACT GGA GAG GCT GCT 314
MsH2-exon1R
MSH2-EXON2SE TTT TTA AGG AGC AAA GAATCT GC
MSH2-eX0N2F TTTTCTTCCCAGTCTCGGGTA T 394
TTGCTATTAAAG TGT CTC AAACCATTC
MSsH2-exon2R
MSH2-ex0N3F CAT AGAGTTTGGATTTITC
ACT AGACTCAATTTGCTT AC 388
MSsH2-exon3R
MSH2-eXoNAF ATG TAGGTGAATCTGTTATC
ATCCTT CTAAAA AGT CACTA 347

MSsH2-exon4Rr
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MSH2-exon5E CAG TGG TAT AGAAATCTTC
MSH2-eX0n5R CAATCAACATTTTTAACC 239
TGA AAA AGG TTAAGG GCT CTG AC
MSH2-exon5sR
MSH2-ex0n6E TCACTAATGAGCTTGCCATT
TAATCATGT GGG TAACTG CA 241
MSH2-exon6R
CGACTT AGT TGAGACTTACG
MSh2-exon7r TAT GAG GAC AGC ACATTG 360
MsH2-exon7R
MSH2-eX0N8E GATCTTTTTATTTGT TTGTTT TA?
TCT TAAAGT GGCCTTTGC 210
MSsH2-exon8R
MSH2-eX0N9E GTCACTTTGTTICTGTTTGC
MSH2-ex0N9R AGT CAT CAT CTT GGG GAC 255
CTGGTTAGATAATAATTGTG
MsH2-exon10F
MsH2-exon10R CAT GTT AGAGCATTT AGG 347
ACATTT GTC CCT AAG GAG
MsH2-exonl1F
MsH2-exon11R CCATAG ATG ACCCAAGAC 557
AAT GGG AAA GGA TGT AGC
mzﬂgzgﬂg: CTG GGA ATT TTC TCC ATC e
AAA CAA AAC GTT ACC CCC ACA
MsH2-exon12sR
MsH2-exon13e CTTCTCTTG ATG AAA GGC
AGT CCA CAG GAA AAC AAC 584
MsH2-exon13R
MsH2-exon14e TGATCCATTATGTTT GTG
CCAAGTTCTGAATTT AGAG 400
MsH2-exon14Rr
MsH2-exon15e CAA GGT GAG AAG GAT AAATTC CA
AAA CAC AGA GGA AAA CAA ACA ACA 301
MsH2-exon15R
MSH2-exon16F TGA AAC AATTTGTCACTGTCT AAC AT
CAT GGG CACTGACAGTTAACCA 377
MSsH2-exon16R

Le séquencage de MSHG6 a été réalisé au laboratoire de Génétique Moléculaire

(Hopital Eurapéen Georges Pompidou, Paris) avec le bigDye Terminator v3.1 et un

séquenceur ABI 3730 XL en utilisant la batterie d’amorces qui concerne les 10 exons

et les bornes intro-exons de ce géne. Ces amorces sont citées au niveau des databases
de Pub Med.
- Dilution des ADNs :

A partir de nos tubes d’ADN conservés on réalise une dilution & 100ug/ml, les tubes
sont marqués. Un plan de plaque est tracé (Fiche de Suivi Techniques PCR) (Annexe I1),
ensuite la plague est orientée et identifiée.

» Réalisation pratique de PCR des genes MLH1 et MSH2:

Le tableau 7 résume I’ensemble des compositions pour la préparation du milieu

réactionnel des PCR.
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Tableau 7. Compaosition du milieu réactionnel des PCR.

Produit Conc. finale  pl par tube
H,O (Eau ultrapure) 104
Tampon 11 10X (Applied Biosystems) 1x 25
MgCl, 25mM (Applied Biosystems) 1,5mM 15

DNTPs 10mM, 25 mM chaque (Applied
Biosystems)

Taq GOLD (Applied Biosystems) 0,625U/ul 0,125

200uM 2

Distribuer 16.5ul par tube, et ajouter dans 1’ordre

Am. F 5uM 0.6uM 3
Am. R 5uM 0.6uM 3
ADN 100pg/ml 250ng 2.5

Le programme sur thermocycleur (Ref. Applied Biosystems Gene Amp PCR System
9700) donne la succession des étapes d’amplification. Ce programme est identique pour
I’ensemble des PCR des genes étudiés (Fig.29).

94°C 94°C
72°C 1 72°C
10 mn. 1 mn.
Dénaturation | Dénaturation 1 min. 4 mn.
initiale Elongation | Elongation
- finale
50°C
10°C
1mn.
Hybridation *
= Stockage
______ 30Cycles e
* Rampe de la vitesse de montée en température $15%

Figure 29 : Programme PCR des genes MLH1 et MSH2

» Contrdle de la qualité et évaluation de la quantité de produits de PCR sur gel
d’agarose
Le contrdle de la qualité de 'ADN amplifié par migration se fait sur gel d'agarose a 2 %
(électrophorése sur cuve horizontale). La quantification de sa taille est estimée a partir de
I'intensité émise par chaque bande.
- Préparation des gels d’agarose et migration

Pour 100 ml de Tris-Borate-EDTA (TBE) 1X + 2ul de Bromure d’Ethidium (BET) 10mg/ml
2g d’agarose (EUROMEDEX type D5) sont pesés.
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3 ul de chaque amplicon sont déposeés sur le gel d'agarose + 3ul de tampon de dépdt (Bleu de
bromophénol) par puits et 5 pl de marqueur de poids moléculaire 100 pb (Réf . EUROMEDEX
M-214). L’¢lectrophorese est réalisée a 120 Volts pendant 45 minutes dans du tampon TBE
1X. L’ADN amplifié est visualisé sous les rayons UV.

- Controéle de la taille, qualité et évaluation de la concentration des amplimers :
L’évaluation de [I’intensit¢é de la bande cible est effectuée a partir du marqueur 100 pb
contenant la bande 500 pb qui contient 75 ng d’ADN dans 3 pl.
Le calcul de la concentration de la bande cible : X fois 75ng dans 3pl. Soit X fois 75/3 conc.
ng/ul.
A titre indicatif, les résultats de migrations de certains amplicons de la figure 30 sont
présentés dans les figures 31 et 32. Les lettres L et S sont employées pour désigner les genes

MLH1 et MSH2 respectivement suivis par le numéro de I’exon amplifi¢ correspondant.

Désignation [ L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8 L9 L10 L11 L12

F3.1 + + + + + + + + + + + +
F10.1 + + + + + + + + + + + +
F1 + + + + + + + + + + + +
F2 + + + + + + + + + + + +

F3.1 + + + + + + +
F10.1 + + + + + + +
F1 + + + + + + +
F2 + + + + + + +

Figure 30 : Plaque d’amplification PCR du géne MLH1 : chaque ligne contient '’ADN du patient
mentionné par son code a gauche et chaque demi-colonne comporte le couple d’amorce de I'exon
mentionné en haut.
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Figure 31 : Profil de migration (sur un gel d’agarose a 2%) des amplicons des
exons de MLH1 résultats d’amplification de la plaque PCR de la figure précédente
(M :marqueur de tailles, Ln (taille de I'amplicon en pb ou n est numero de I'exon ).

] L7(257)

L4(225) L17(239)

M 54347 83(210) 85(239) S 338)
S5(241) S0 SE241) SA394)

Figure 32 : Profil d’électrophorése sur gel d’agarose 2 % de certains exons
amplifiés par PCR des génes MLH1(L) et MSH2 (S) du méme patient
(F10.1) (M :marqueur de tailles, L/S (taille de 'amplicon en pb).
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1.2.3 Purification enzymatique du produit de PCR

Avant tout sequencage, il est impératif d’avoir des amplicons purs dans le tampon.
Ainsi nous procédons a une purification enzymatique.
Principe : il s'agit d'une activité exonucléasique de I'enzyme Exo Sapl mise au contact des
produits de PCR afin d'éliminer les dNTPs libres, les amorces non fixées et le MgCl. en exces
et tous autres produits risquant de géner les étapes suivantes de la manipulation.
8 pl ExoSapl dilué au demi sont ajoutés aux 20 pl du produit PCR. La plaque est placée sur
un thermocycleur (15 min 37°C puis 15 min 80 °C). Si nécessaire les produits sont dilués (de
8 a 12 ng/pl).

- Principe de séquencage

Le séquencage des génes consiste en la détermination de I’ordre dans lequel les
nucléotides sont incorporés dans une séquence d’ADN. La méthode la plus fréquemment
utilisée pour ce fait a été mise en évidence par Fred Sanger (1970). Les nucléotides sont liés
les uns aux autres grace a des liaisons phosphodiester qui se forment entre le groupement OH
en position C3’ du ribose du premier nucléotide et le groupement phosphate en position
C5’du ribose du deuxiéme nucléotide. La méthode de séquengage de Sanger utilise des
nucléotides didésoxyribonucléotides (ddNTP) qui ont un atome d’hydrogéne a la place du
groupement OH sur le carbone 3' du ribose. L’allongement du brin d’ADN s’arréte donc au
niveau ddNTP incorporé, d’ou terminaison de la synthése de I’ADN (Sedivcova et al., 2013).
Ces ddNTP sont marqués chacun par un fluorochrome spécifique. Quatre fluorochromes
différents qui émettent apres excitation par un faisceau laser des fluorescences de couleurs
différentes. Chacune de ces couleurs physiques est convertie en une couleur informatique par
un logiciel dédié au traitement de ces différentes fluorescences (Brandis, 1999).
Un kit BigDye terminator v3.1 cycle sequencing. (Applied Biosystem Ref 4337457) est utilisé
dans cette réaction qui permet I'amplification de chacun des brins des exons étudiés
séparément en utilisant pour chaque exon, une fois I'amorce F (forward) et une autre fois
I'amorce R (reverse). Ces brins sont placés dans des puits differents de la plaque et sont mis
dans le thermocycleur suivant le programme adapté a cette étape.

1.2.4 Réaction de séquencage :

Toute expérience de séquengage est soumise a des conditions de travail strict avec des
précautions de manipulation a respecter.
Dans la 1% partie du travail, la préparation du Mix est réalisée dans une chambre « pré-
PCR » dans des conditions de stérilité, selon le protocole suivant :

- 13,4ul d’eau ;
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- 2,6 ul Mix Bigdye ;
- 16pul de mix dans chaque puits sont distribués + 2 ul d’amorce a SuM ;

- Par plaque : 2 puits sont laissés sans amorce pour ’orientation ;

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

- Laplaque recouverte d’un film autocollant est bricvement centrifugée ;
- 2 pl de produit PCR purifié et dilué sont ajoutés dans chacun des puits de la plaque.
La plaque est mise au thermocycler.
Programme thermocycler
- 96°C 30 sec
- 96°C 20 sec
- 50°C 5 sec }BOcycles.
- 60°C 4 min
- 4° Cinfini
A la fin de ces étapes, les deux brins d’ADN amplifiés en présence des chromophores sont

soumis a une 2°M étape de purification de séquence selon le principe ci-dessous.

1.2.5 Purification des produits de séquence

Cette procédure permet d'éliminer I'exceés de nucléotides et d'amorces non incorporés
dans la réaction ainsi que les sels. Cette étape est nécessaire pour avoir un échantillon pur
pour un bon séquencage. Une purification des réactions des séquences est effectuée a l'aide
de colonnes de gel d’exclusion d'une résine superfine.
La colonne de gel sephadexe G50 est constituée de billes perforées dont les trous ont un
diamétre déterminé (de 20 a 50 wm). Les petites particules de diametre inférieur a ceux-ci
entrent et sont piégées. A 1’inverse, les grosses particules vont passer autour et étre éluées tres

rapidement.

Mode opératoire :
Préparer la plaque de purification :

- Déposer la résine Sephadex G50 dans chaque puit (45ul) du chargeur de colonne ;

- Retirer I’exces de résine avec la raclette ;

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

- Taper sur le chargeur pour évacuer la résine vers la plaque ;

- Placer la plague MultiScreen HV sur une plague de microtitration ;

- Ajouter 290 ul d’eau ultrapure dans chaque puit ;

- Remettre le couvercle et laisser gonfler 2 heures a température ambiante ;

A ce stade les plaques peuvent étre conservées a 4°C 2 jours.
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Procéder a la purification :

- Centrifuger a 2450 tours/min pendant 5 min (a 18°C) I’ensemble du montage pour
¢liminer 1’eau et compacter les mini colonnes ;

- Vider la plaque de microtitration ;

- Transférer délicatement les produits PCR au centre des colonnes sans toucher le gel.
(déposer goutte a goutte) ;

- Centrifuger a 2450 tours/min pendant 5 min a 18°C ;

- Transférer le produit purifié sur une plaque adaptée a I’appareil du séquencage.

1.2.6  Electrophorése capillaire :

Les produits de séquence purifiés sont analysés sur un séquenceur ABI Prism 3130XL
(Applied Biosystem). Une électrophorese capillaire en conditions dénaturantes va séparer les
fragments d’ADN synthétisés en fonction de leur taille. L’enregistrement et 1’analyse
spectrale de la fluorescence spécifique du ddNTP permettra alors d’assigner la base
correspondante et de déterminer la séquence nucléotidique du brin matrice.

Chaque base a donc un signal spécifique qui permet de I’identifier lors de son passage dans le
faisceau d’un photometre situé a la sortie du capillaire. L’analyse des signaux regus est
effectuée par un ordinateur permettant la reconstitution de la séquence d’ADN avec une
grande précision.
Nous avons adapté ces étape de séparation et d’analyse sur un analyseur a 4 capillaires dont la
longueur est de 36 cm, comprenant un systéeme électrophorese, un laser et une caméra CCD
(Charge-Couple-Device). Le support de migration est un polymere liquide (pop7-ABI)
contenant le polymére de séparation, les sels nécessaires a la migration et 1’urée (conditions
dénaturantes). L’utilisation de capillaires permet d’appliquer une différence de potentiel plus
importante (ddp de 12kV) que pour un appareil a plaques classique (ddp de 2,5kV) ; la
migration des fragments d’ADN sera donc plus rapide (Annexe Il, Fig.A) .
» Analyses des séquences obtenues

Les données brutes sont stockées sur 'unité informatique associée au systéme
séquenceur et analysées par un logiciel (Applied Biosystems). L’analyse et 1’interprétation des
résultats du sequencage passent par les etapes suivantes (Annexe II) :

1) Validation de la qualité des séquences ;

2) Alignement des séquences sur une référence et corrections ;

3) Impression des graphes apres corrections ;

4) Les graphes et les alignements sont placés dans le dossier-papier du patient ;
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5) Les variations identifiées issues de la comparaison aux séquences de référence
utilisées sont classées selon le type de chaque mutation entre polymorphismes,

mutations pathogénes ou encore des variations de signification inconnue.

1.2.7 Bioinformatique
Les numéros d'accés aux bases de données internationales pour les séquences de

référence sont énumérés comme suit (géne, transcrit, protéine) :

MLH1 (AC011816.17, NM_000249.2, NP_000240.1), MSH2 (AC079775.6, NM_000251.1,
NP_000242.1) et MSH6 (AC006509.15, NM_000179.1, NP_000170.1).

Les changements d'acides aminés ont été déduits a partir des modifications de nucléotides par
rapport a une séquence de référence de la protéine de base de données : UniProt, en utilisant
ID: P40692 pour MLH1 et ID: P43246 pour MSH2.

1.2.8 Ressources Web et Software utilisés pour études fonctionnelles in Silico

Tout variant de séquences d'/ADN identifié a été confirmé par séquencage des deux
brins d'ADN sur au moins deux produits de PCR indépendants. Les mutations retrouvees sont
étudiées sur sites Web et logiciels spécifiques conformément aux bases de données interna-
tionales des mutations dans les genes MMR tels que: The International Society for
Gastrointestinal Hereditary Tumours (InSiGHT) https://www.insight-group.org/, Colon
cancer gene variant databases (LOVD Leiden open variation database)
(http://chromium.lovd.nl/LOVD2/colon_cancer/home) (Peltoméaki and Vasen, 2004) et
Universal Mutation Database (UMD® software) (Grandval et al., 2013) :

Les nomenclatures des mutations sont décrites en conformité aux derniéres recommandations

de nomenclatures des mutations sur le site (www.hgvs.org/mutnomen) et vérifiés a l'aide du

programme Mutalyzer (http://www.LOVD.nl/mutalyzer/).

Des études fonctionnelles In Silico ont été menées pour certaines variations non répertoriées
dans les bases de données citées ci-dessus. Les analyses de mésappariements faux sens sont
réalisées afin de predire les altérations sur la fonction des protéines par des outils informa-
tiques tels que le SIFT, Polyphen2 (Adzhubei et al., 2010) et MAPP-MMR (Stone et Sidow,
2005)(Chao et al., 2008). Les Seuils <0.05 [SIFT], >2.0 [PolyPhen2] et >4.55 [MAPP-MMR]
sont utilisés pour classer les variants déléteres :

e Le logiciel SIFT (Sort Intolerant From Tolerant) (http://sift.jcvi.org/) utilise

I’homologie de séquence entre les domaines et les genes de la méme famille pour
déterminer le degré de conservation d’un résidu d’acide aminé, ainsi que les propriétés

physiques des acides aminés pour prédire la pathogénicité d’un variant.
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PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping v2) (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/)

est un outil qui, en plus de la conservation des sequences, utilise I’information de la
structure protéique et de la structure tridimensionnelle, lorsqu’elle est disponible, pour
prédire les effets sur la structure secondaire et les sites fonctionnels de la protéine.

MAPP-MMR (Multivariate Analysis of Protein Polymorphisms—Mismatch Repair)

(http://mappmmr.blueankh.com/): quantifie la variation physico-chimique dans chaque

colonne d'un alignement de séquences multiples et calcule I'écart des remplacements

d'acides aminés candidats par rapport a cette variation (Stone et Sidow, 2005).

Les mutations dans les jonctions d'épissage GT-AG étaient considérés évidemment

pathogenes (Houdayer et al., 2008). Les mutations introniques situées en dehors de la

jonction d'épissage ont été analysées par trois logiciels différents, NNSPLICE version 0.9,

Net-Gene2 et Human Splicing Finder (HFS) version 3.0 a l'aide des seuils de défaut qui leurs

sont appropriés :

NNSPLICE  wversion 0.9  (Neural Network splice site  predictor)

(http://www.fruitfly.org/ seq_tools/ splice.html) il sert a analyser la structure des sites
donneurs et accepteurs d'épissage en utilisant un algorithme distinct qui reconnait de
facon optimale chaque site.

Net-Gene2 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene?2) est appliqué pour la prédiction

de I'emplacement du site d'épissage dans le pré-ARNm humain. Ce schéma de
prédiction correspondant aux régions de transition entre les introns et les exons détecte
les niveaux de coupure attribués aux sites d'épissage potentiellement présents sur une
séquence.

Human Splicing Finder (HFS) version 3.0 (http://www.umd.be/HSF3 /index.html) est

un outil destiné a I'étude de I'épissage de pré-ARNm, il utilise des algorithmes
développés pour calculer les valeurs consensus des sites d'épissage potentiels et

rechercher des points de branchements pour une séquence donnée.

La validation des résultats pour chaque test doit étre effectuée avec au moins deux

logiciels différents.

1.2.9 Statistique

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

moyenne arithmétique, de 1’écart type et les pourcentages.
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1.2.10 Analyse des réarrangements par Multiplex Ligation dependent Probe
Amplification (MLPA):

A la suite des résultats observés sur nos séquences, en cas d’absence de mutations
ponctuelles, nous procédons a I’analyse par MLPA pour mettre en évidence d’éventuels
réarrangements sur MLH1, MSH2, MSH6 et EpCAM. Cette technique permet la détection de
remaniements génomiques de grande taille. La MLPA est utilisée pour la recherche de perte
et/ou de duplication exonique (non visible lors du sequencage).

Principe : 1l est basé sur une réaction de ligation de 2 oligonucléotides adjacents, formant
une sonde apres leur hybridation a des séquences cibles spécifiques, ce qui permet d’obtenir
pour chaque locus un fragment amplifié de taille différente et de les quantifier par
électrophorese sur un séquenceur CEQ 8800. Chaque fragment peut alors étre visualisé sous
forme d’un pic qui selon son amplitude par rapport au témoin, permet la détection du nombre
de copies en moins ou en plus, au niveau de ce locus (Fig. 33).
La MLPA comporte 4 étapes :

1. Hybridation
Aprés dénaturation, I’ADN des patients est mis en contact avec un Mix de sondes (amorces
de ligation) pour une hybridation passive pendant 16 heures.

2. Ligation
La ligation ne se réalisera que si les 2 « amorces de ligation » se sont hybridées de facon
spécifique et conjointe. La ligase raccordera donc la partie 3” a la partie 5’phosphorylée.

3. PCR
Apreés inactivation de la ligase par chauffage, on réalise une amplification des produits de
ligation. L’amorce antisens est marquée en 5” par un fluorophore .
Durant le premier cycle de PCR, seul I’amorce Reverse s’hybride. Au moment du second
cycle la deuxieme amorce s’hybride également.

4. Etude de fragments
Migration des produits d’amplification sur le séquenceur CEQ 8800. Une étude de la perte ou
amplification exonique est réalisée en comparant la hauteur des pics obtenue pour un patient
avec celle des témoins supposés normaux, grace a l’utilisation d’un programme de calcul

informatique.
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Les produits d'amplification sont séparés par électrophorése. Des quantités
relatives de produits d’amplification de sonde reflétent le nombre de copies
relatives de séquences cibles.

Dans notre étude, nous avons utilisé trois

Figure 33: Description de la réaction MLPA (Schouten et al., 2002).

» Reéalisation de la MLPA par utilisation des kits (MRC HOLLAND)

kits spécifiques, commercialisés par MRC-

Holland®, Netherlands (www.mrc-holland.com) selon les recommandations du fabriquant.

1- Le kit SALSA MLPA P003 (ref : PO03B1 MLH1/MSH2) est utilisé afin de rechercher
des grands réarrangements sur un ou plusieurs exons de MLH1 et MSH2. Le probemix
contient 16 paires de sondes pour MSH2, 19 pour MLH1 et 7 paires spécifiques de
séquences a proximité de MLH1 et MSH2 y compris 1’exon 9 du géne EpCAM
(délétion entrainant la méthylation du promoteur MSH2).

Le kit SALSA MLPA P248 (ref P248 MLH1/MSH2) est utilisé pour
confirmation de I’étude des genes MLH1+MSH2. Le probemix contient 16 paires de
sondes pour MSH2, 19 pour MLH1 et d’autres sondes spécifiques de séquences a
I’exon 26 de géne LRRFIP 1(Leucine-Rich Repeat
Flightless-Interacting Protein 1) et exon 2 du gene KCNK12 (Potassium channel,

proximité de MLH1 tel que

subfamily K, member 12) qui se retrouve juste en amont de MSH2.
Le kit SALSA MLPA P072 (Réf: PO72B1MSH6) est utilisé pour rechercher
d’éventuels remaniements sur les genes MSH6 et les exons 3,8 et 9 du gene EpCAM.

Le probemix de ce kit renferme les sondes spécifiques aux 10 exons de MSH6, exons
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3, 8, 9 de EpCAM ainsi que 7 paires de sondes correspondantes aux séquences a
proximité des génes étudiés comme : exon 1 du géne MLH1, promoteur et exon 1 de
MSH2, exons 2, 3, 16 du gene MUTYH (MutY Homolog) et exon 2 de KCNK12.

Les produits de PCR de différente taille ont ét¢ analysés avec et les résultats étudiés a 1’aide
du logiciel GeneMapper® software, version 4.0 (Applied Biosystems).

Des échantillons d’ADN de témoins sains étaient utilisés comme contrdles a chaque
manipulation. La hauteur de pic de chaque fragment était comparée a celles des controles.
Une délétion ou une duplication était suspectée en cas de variation de taille supérieure a 50%.

Mode opératoire

1. Préparation des réactifs (Kit) : La composition des kits est mentionnée dans les
fiches techniques du fabricant. Les sondes Probemix sont spécifiques du Kit, les
autres réactifs (MLPA buffer, Ligase- 65 buffer A, SALSA Ligase- 65, Ligase -65
buffer B, PCR buffer, PCR enzyme dilution buffer et PCR primers Mix) sont communs
a tous les Kits.

Nous procédons a un aliquotage d’un kit lors de la premiére utilisation : 1 Kit contient

7 manipulations, chacune suffit pour 12 puits.

2. Etablissement de la liste des échantillons et des témoins
Pour une manipulation (12 puits), nous analysons les ADN de trois témoins normaux et ceux
de 9 patients. Une feuille de travail est établie, sur laquelle sont tracés :

= Un plan de plaque pour I’hybridation/ligation nommée « année/ mois/ jour

hybridation MLPA Kit P Xxx » ;

= Un plan de plaque pour la PCR nommée « année/ mois/ jour PCR MLPA kit P xxx ».
les plaques sont préparées et les puits sont fermés avec des barrettes jusqu’a utilisation.

3. Durée et déroulement de la manipulation :

» Durée d’exécution : la réalisation de cette technique est effecuée sur deux jours :
Jour 1 : préparation des dossiers patients + plan de travail + dilution des ADNs et
départ de I’hybridation en fin de journée (30 min + 16 heures d’hybridation) ;
Jour 2 : matin fin de I’hybridation suivie de la ligation puis réaction de PCR (3h)

aprés midi : dépdt sur le Ceq 8800 (30 min + migration durant la nuit).

» Le déroulement de la manipulation est résumé dans la figure 34 alors que tout le

protocole est bien éxpliqué en détail ( Annexe I1).
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Sul d"ADN (50 ng/ll)

|

. ,
Dénaturation 88° € 5 minutes

25°C  hold

Sonde MLPA
+ Tampon A
r— 95° C I minutes
60°C  hold
Ligase 65
+ Tampon B
54° C 15 minutes
Ligation a5° ¢ hold
SALSA polymérase l
+ mix PCR 35 eycles:
-855° C 30 secondes
i K -60°C 30 secondes
Amplification . 72ec 50 secondes
72 °C 20 minutes

Figure 34 : Déroulement de la manipulation MLPA.
2. Programme du thermocycler :
Pour chaque kit MLPA Spécifigue :

Hybridation - ligation : Programme A
- Etapel:5mina98°C;
- Etape 2 : 5 min & 25°C;
- Etape 3:1mina95°C;
- Etape 4 : 16 heures a 60°C (hybridation) ;
- Etape5:15mina54°C;
- Etape 6 : 15 min a 54°C (ligation) ;
- Etape 7 : 5min 4 98°C;
- Etape 8:wxa4°.
PCR : Programme MLPA PCR
- 5mina 95°C;
- 30sec.a95°C; 35cycles;
- 30sec. A60°C;
- 1Imin.a72°C;
- 20mina72°C;
- wa4°C.

3. Etude de fragments : sur un séquenseur Ceq 8800 (Beckman Coulter)
Programme “frag 4 capillary” temperature 50°C.
- Dénaturation 90°C 120 sec;

- Letemps d’ injection (injection time) 30 sec;
- Le temps de travail (run time) : 60 min.
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Résultats et discussion

Dans cette partie expérimentale, nous avons procéde en la répartition et au classement
des cas index ayant un CCR de type syndrome de Lynch, en fonction du sexe et de I'dge au
moment du diagnostic. Ensuite, ont été prises en considération certaines caractéristiques
cliniques: site tumoral, stade tumoral, existence d’autres localisations tumorales et
antécédents personnels et familiaux de cancers. Puis nous nous sommes intéressés a decrire
I’aspect génétique et héréditaire de cette pathologie chez les familles incluses dans 1’étude
(cas index + apprentés disponibles) en analysant les résultats de séquencage entier et de

réarangements génomiques par MLPA des genes MLH1,MSH2,MSH6 et le gene EpCAM .

2.1. Répartition de la population d’étude selon le sexe
Il a été inclus dans notre étude 46 sujets appartenant a 27 familles non apparentées
(mentionnées F pour Famille suivie par le numéro d’enregistrement) répatis comme suit
(Tableau 8) :
- 27 cas index présentant un CCR diagnostiqué et confirmé histologiquement.
- 19 apparentés au 1°" degrés (entre atteints et sains).

Tableau 8 : Répartition de la population d’étude selon le sexe (H :Homme et F : Femme).

cas index H casindex F  apparenté H: apparentée F
13 14 9 10

Sur I’ensemble des probants de nos familles (27 cas), 52% sont de sexe féminin (soit 14
patientes) et 48% (13 cas) sont de sexe masculin, le sex ratio F/H montre un taux de 1,07.

2.2. Répartition des cas index selon le sexe et I’Age de diagnostic.
Les tranches d’age de nos patients au moment de diagnostic pour les deux sexes sont

représentées de la maniere suivante dans la figure 35 :

50 %
45
40
35
30
25 B Hommes (%)
20 W Femmes (%)
15
10

5

0 T T T T ]

20-29 30-39 40-49 50-59 >60 ans

Figure 35: Répartition de la population d’étude selon le sexe et I’dge de diagnostic.
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La répartition des patients ayant le syndrome de Lynch selon le sexe indique que les
deux populations féminine et masculine sont touchées de la méme maniére (13 hommes
contre 14 femmes), cependant 1’effectif de notre échantillon ne permet pas de tirer une
conclusion. De fait, de nombreuses enquétes ont observé une prédominance masculine pour
ce cancer (Rougier P, 2004 ; Hamdi Cherif et al., 2014) et particulierement pour le SL
(Moussa et al., 2011) mais dans d’autres études algériennes similaires a la notre, cette
prédominance n’est pas confirmée statistiquement (Meddah et al., 2009), Allem (2014) a
observé que I’atteinte est voisine pour les deux sexes jusqu’a 60 ans.

Les résultats obtenus illustrent clairement que 1’dge moyen de la survenue du CCR

parmi nos cas probants est de 38,5 ans avec les deux extrémes entre 20 et 57 ans. Puisque le
syndrome de Lynch est caractérisé par une atteinte précoce du CCR, notre population d’étude
parait plus jeune avec les sujets &gés de moins de 50 ans qui représentent environ 89 % des
cas. Ce résultat concorde avec les études de syndrome de Lynch dans plusieurs populations
ou I’adge median des patients ne dépasse pas 40 ans (Davidson 2007 ; Lynch et al.2008 ;
Moussa et al., 2011). Cependant les travaux de Viguier (2003), Rougier P.(2004) et Allem
(2014) ont montré que I’atteinte par le cancer colorectal est rare avant 1’age de 50 ans ou il ne
représente que 6 %, alors qu’elle est 15 fois plus éleve chez les adultes plus de 50 ans que
chez ceux de 20 a 49 ans, ceci peut étre di a I’accumulation croissante, avec le temps, de
facteurs cancérigenes et la réduction, avec 1’age, des défenses de I’organisme.
Dans notre enquéte, 38% des hommes et 64 % des femmes ont présenté ce cancer (SL) avant
40 ans, entre 40 et 50 ans, il est a noter une prédominance chez les hommes (46%), une nette
régréssion est observée dans la tranche d’age de 50 a 59 ans et aucun cas n’est retrouvé apres
60 ans, Moussa et al. (2011) de Tunisie ont observé les mémes concordances que dans notre
échantillon pour cette forme de cancer.

Une des caractéristiques spécifique de notre population féminine est 1’age précoce de

I’atteinte et de la morbidité avant 30 ans (Tableau 9, page 76 ).

2.3 Répartition des probants SL selon les caractéristiques cliniques
2.3.1. Repartition des patients SL selon le site primaire de la tumeur

Il est important de noter qu’un cancer du c6lon proximal était défini comme siégeant
au niveau du caecum, du c6lon droit ou du cblon transverse ; un cancer du c6lon distal était
défini comme siégeant sur le colon gauche et le c6lon sigmoide. Le rectum était considére a
part ainsi que les autres localisations extracoliques qui représentent le cancer de I’endomeétre,
de I’estomac et celui des ovaires. Dans notre etude, deux patientes ont présenté des atteintes

extra-coliques : F16 et F18 ont eu un cancer de I’ovaire (Tableau 10, Fig. 36).
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Tableau 10 : Distribution des cas de SL selon la localisation primaire de la tumeur.

Cblon proximal Cblon distal Autres localisations SL
Cblon Colon Célon Célon Rectum
Patients SL | droit transverse  gauche :sigmoide Ovaire/ Endométre /Estomac
Nombre 9 2 8 2 4 2
% 41 37 15 7
Patients SL

H Colon proximal
H Colon distal
Rectum

M Autres localisations SL

Figure 36 : Répartition des patients SL selon le site primaire de la tumeur.

Notre étude montre que I’atteinte maligne est plus marquée pour le colon proximal
(41%) ce qui est conforté par toutes les études qui ont démontré que les CCR dans le
syndrome de Lynch ont tendance a avoir une localisation proximale avec une prédominance
du colon droit (Davies et al., 2005 ; Arriba et al., 2016 ; Bouguenouch et al., 2016). Notre
fréquence d’atteinte du colon proximal reste moins importante (41%) par rapport a la
littérature qui atteint jusqu’a 70% (Lynch et al., 2006). Cette fréquence est suivie, par 37 %
pour le c6lon distal, inversement aux résultats d’autres études algériennes du CCR (Meddah
et al., 2009) et certains registres occidentaux, qui ont montré que I’incidence du cancer du
colon gauche est supérieure a celle du cancer colique droit (Fabre et al., 2000 ; Jandova et
al., 2015).

Le cancer du rectum n’est présent que dans 15% de nos patients comme pour la quasi-
totalité des études qui ont montré que I’atteinte colique prédomine souvent sur celle du

rectum dans les CCR, nous citons :

v D’Institut National Du Cancer, le pourcentage des malades atteints d’un cancer
colique est 73% alors que ceux qui avaient un cancer rectal est 27% (La ligue
contre le cancer, 2009).

v" I’Institut National de santé publique du QUEBECTUT au Canada, montrant : 54%
colon, 39% rectum chez les hommes et 62% colon, 29% rectum chez les femmes
(Perron and Ph, 2011).
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Les localisations extracoliques de SL (estomac et ovaire) présentes dans notre étude
(7 %) (Fig. 36) sont diagnostiqués chez des femmes jeunes (moins de 30 ans) dans deux cas et
une femme de 54 ans. Aucun homme ne présente de cancer extracolique (Tableau 9, page 76).
Ces résultats sont similaires aux travaux de Bonadona et collaborateurs montrant que le risque
du cancer de I’ovaire et celui de I’estomac dans un SL sont 8 % et 0,7 % respectivement
(Bonadona et al.,2011).
Parmi nos résultats, une double localisation avait été notée chez deux cas (F3, F4) soit 7,4%
des patients (Tableau 9, page 76). Il a été également observé la présence de tumeurs
synchrones chez une patiente (F17) soit 3,70 % de nos cas, celle-ci a présenté un cancer de
I'endométre en plus de son atteinte primaire sur le célon sigmoide étendu. Les CCR ont la
particularité d’étre synchrones dans 45% des cas SL (Dionigi et al., 2007) et entre 1.1% a
8.1% parmi tous les cancers coloréctaux (Arriba et al., 2016), mais aussi métachrones apres
10 ans dans 25 a 30% des cas (Lynch et al., 2008). La base moléculaire de ces tumeurs

synchrones demeure encore mal connue jusqu’au nos jours (Arriba et al., 2016).

2.3.2. Répartition des patients SL 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 notés de | a IV(Edge et
Compton, 2010 ; Scoazec et Sabourin, 2010). La distribution de nos partients selon ces stades

est illustrée dans la figure 37.

Patients SL

60% 7
50% -
40% A
30% A
20% -
10% A 0%

O% T T T T
] 1l v

26,31%
21,05%

uv

Figure 37 : Répartition des patients SL selon le stade de la tumeur.

D’apres cette classification, la population étudiée présente une predominance du stade
I11 avec une fréquence de 52,64%, suivi du stade Il a 26,31%, la fréquence du stade IV est de

21.05%, on note qu’aucun de nos patients étudiés n’appartient au stade I.
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Cette distribution est proche de celle obtenue par Oukkal et Bouzid (2006) dans le centre
Alger et celle retrouvée par 1’étude épidémiologique effectuée sur 1’Ouest algérien (Meddah
et al., 2009).

Cependant le statut clinique dans nos résultats ne concorde pas avec certaines études de la
littérature qui montrent que la proportion des malades CCR présentant les stades 111 et IV est
moins fréquente (44.6%) que celle des stades I et 11 (55.4%) (Chan et al., 2010). Ces résultats
s’éxpliquent par plusieurs causes :

v' les patients arrivent aux centres cliniques a un stade tardif di de ’absence de signes
généraux de la maladie, par négligence, absence de douleur, manque de motivation, la
peur du résultat, et une insuffisance d’informations.

v"une survenue précoce du syndrome de Lynch dont le risque élevé de CCR n’est pas
tant lié a D’initiation de la cancérogenése qu’a une accélération de la séquence
adénome-carcinome (Lynch et Chapelle, 1999). Dans le syndrome de Lynch, un
adénome peut se transformer en adénocarcinome en 1’espace de 2 a 3 ans, contre 8 a
10 ans chez une personne dans la population générale (Grady et Carethers, 2008).

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

v" 1l n’ y a pas de compagnie médicale et sociale de dépistage et de prévention.

La survie des patients ayant un cancer colorectal dépend de différents facteurs pronostiques
parmi lesquels, le stade du cancer, ’atteinte ganglionnaire et la présence de métastases (la
classification TNM). 1l 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 Il et 5 % au stade
IV (Grosclaude et al., 2013).
2.4 Répartition des patients SL par rapport aux critéres d’Amsterdam et de
Bethesda.

Notre travail de tri des patients a porté sur I’analyse fine des questionnaires et du
diagnostic. A partir des différentes données de ces enquétes, nous n‘avons recruté dans notre
étude que ceux, chez qui les criteres d'’Amsterdam 1/ Il ou Bethesda sont réunis. Il faut noter
que ces criteres de reconnaissance du syndrome HNPCC ne sont pas pris en compte en
pratique clinique du fait de leur rareteé chez les patients atteints de CCR.

Nous avons réparti nos patients selon ces critéres en trois groupes :

1- Patients répondants aux criteres complets d'’Amsterdam I ou Il (1999).
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2- Patients répondants aux criteres de Bethesda (2004) avec antécédents familiaux
(comprennant les critéres 4 et/ou 5, tableau 9 page 76) .

3- Patients répondants aux criteres de Bethesda (2004) sans histoire familiale tumorale
mais le diagnostic a été établi avant I'age de 45 ans (comprennant le critére 1 tableau 9
page 76).

Les antécédents familiaux correspondent a I’atteinte d’au moins un apparenté jusqu’a
I’agrégation familiale par un CCR ou d’autres tumeurs associées au SL (arbres généalogiques
en annexe lll). Les patients répondants aux critéres d'Amsterdam | ou Il comprennent
obligatoirement des antécédents familiaux.

Il faut noter qu’un seul cas de nos patients (F17) s'est présenté avec une histoire personnelle
et familiale et répondant aux critéres de Bethesda (arbre généalogique en annexe IlI).

La répartition des cas SL selon les critéres d’ Amsterdam /11 et de Bethesda révisés avec ou

sans antécédents familiaux est illustrée dans la figure 38.

Patients SL

B répondant aux critéres
d’Amsterdam 1/11

répondant aux critéres
Bethesda Avec ATCD
familiaux

41% M répondant aux criteres
Bethesda sans
antécédents familiaux

Figure 38 : Répartition des cas SL selon les critéres d’Amsterdam /Il et de Bethesda avec
ou sans antécédents familiaux.

D’aprés nos résultats, les critéres d’ Amsterdam I/II ne sont présents que chez 15 % (4 de 27)
de nos familles ayant un SL, cette fréquence est moins importante par rapport a celle
retrouvée dans les familles tunisiennes (38,7%) (Moussa et al., 2011). Les critéeres de
Bethesda représentent la majeure partie de notre population d’étude avec une fréquence de
85% répartie en 44% sans antécédents et 41% correspondant aux jeunes patients moins de 40
ans sans histoire familiale de cancers. Ces criteres se trouvent dans 58,1% des familles chez
les tunisiens (Moussa et al., 2011). Nos résultats avec les criteres de Bethsda sont corroborés
par les travaux de Hampel et al. (2008) (72%) et Zahary et al. (2012) (100%).

Il apparait que les critéres d’Amsterdam II sont trés spécifiques du syndrome de Lynch mais

sont peu sensibles : un grand nombre de porteurs de mutations sur les génes MMR ne répond
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pas toujours a ces critéres (Olschwang et Eisinger, 2005). Il ne faut donc pas se limiter a ces
seuls critéres pour I’accés a une consultation d’oncogénétique. Les criteres de Bethesda
établis en 1997 puis révisés en 2004 permettent d'identifier les familles & risque et de
mutation du géne MMR (Carneiro da Silva et al., 2015). Ce qui pourra étre recommande dans
le test d'instabilité de microsatellites sur les piéces de cancer colorectal. Bien que les critéres
de Bethesda sont plus sensibles que les criteres d'’Amsterdam pour identifier les familles a
risques de SL, mais ils ne sont pas spécifiques parce que le statut MSI est présent sur 15 %
des tumeurs sporadiques. Tout patient répondant aux critéres d’Amsterdam ou Bethesda

devrait avoir un test génétique pour confirmation (INca 2011).

2.5 Stratégie adoptée dans I’étude des géenes MMR imliqués dans la genése du CCR
Pour I’étude moléculaire génétique, nous avons analysé les 27 cas index de départ
suspectées d’avoir un syndrome de Lynch (13 hommes 14 femmes). Ensuite soumis au

diagnostic clinique et analyses génétiques représentées dans le tableau 9, page 76.

75



Tableau : Caractéristiques cliniques et Résultats des analyses moléculaires chez les familles HNPCC étudiées.

Mutation germinale
. .ége de. - . site(s) de \ oy . . Classification des
Cas index | sexe diagnostic Critéres remplis Geéne | Changement nucléotidique |exon/intron Conséquence ;
tumeur(s) variants
(ans)

F1 H 30 BETH (1) CDis

F2 F 29 BETH (1) CPro MSH6 c.1-?_ 260 +?del exon 1 5.Pathogéne
F3-1 F 46 AMS (II) CPro MSH2 c.[942+3A>T ; intron 5, Défaut de splicing 5 .Pathogéne

€.2210+11_2210+22del12] intron 13 1.Non pathogéne

F4 H 39 BETH (1) R+CDis

F5 H 40 BETH (1,4) CPro

F6 H 30 BETH (1) CDis

F7 F 30 BETH (1,5) CDis

F8 F 28 BETH (1) CR

F9 F 41 BETH (1,4) CR MLH1 €.1020C>G exon 11 p.(=) 3.probablement non

pathogene

F10-1 H 56 AMS (1) CDis MLH1 | ¢.881_884delTCAGinsCATTCCT exon 10 Défaut de splicingt ? 5.Pathogene
F12 H 41 BETH (1) CPro

F13 H 45 BETH (1,5) CPro

F14 F 43 BETH (1) CPro

F15 H 41 BETH (1) CPro

F16 F 20 BETH (2,5) Ccov
F17-1 F 46 BETH (1,2,4) CDis+ CEN

F18 F 53 BETH (2,4) cov
F19-1 F 30 BETH (1) CDis

F20 H 27 BETH (1,5) CDis

F21 H 25 BETH (1) CDis

F22 H 40 BETH (1) CPro

F23 F 26 AMS(1) CDis

F24 F 32 BETH(1) CPro

F25 F 31 BETH (1,5) CPro

F26 F 24 BETH (1,4) CR

F27 H 44 AMS(IN CDis MSH2 ¢.[1030C>T:c.728G>Al exon 6, p.GIn344X, 5.Pathogene

exon 4 p.Arg243GIn 2.Unconnue

F28 H 57 BETH (4) CPro

Sexe: F femme, H Homme, Ams criteres d’Amsterdam I/1l, Beth critéres de Bethesda révisés (1-5) (Tableaux B-C Annexe |), Sites de la tumeur : CPro : Colon proximal (caecum,
« ascendant » et transverse), CDis: Colon distal (colon gauche « descendant » et sigmoide), CR: Cancer du rectum, CEN: cancer d’endométre, COV:Cancer de I'ovaire.
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Etude des genes MMR par séquencage

Nous avons identifié quatre variants pathogénes ; trois détectés par séquencage de
MLH1 et MSH2 dans les familles HNPCC remplissant les criteres d'’Amsterdam 1/ 11 . le

quatrieme variant du géne MSH®6 est déterminé par MLPA chez une jeune femme CCR.

A. Variants pathogénes de MSH2, MLH1 et, MSH6 et données cliniques des malades

1. Gene MSH2

Les mutations dans ce géne sont tres frequemment retrouvées et distribuées sur toute la
lonqueur du locus. Dans nos analyses par séquencage de ce géne, nous avons observé
principalement quatre variants c.942+3A>T, ¢.2210+11_2210+22del12, c.1030C> T et
C.728G>A.

- Levariantc.942 + 3A> T

Ce variant de MSH2 a révélé une transition A > T au niveau du nucléotide 3 du site
d’épissage donneur 3' de I'exon 5 (Fig. 39), la conséquence en est une protéine tronquée de la
partie codée par cet exon composée de 49 AA (val 265 a GIn 314), p.Val 265 _GIn314del
(Fig. 40), bien que cette portion delétée n’appartienne a aucun domaine d’interaction de la
protéine avec I’ADN ou avec les autres facteurs du complexe MMR, elle a un effet délétére
sur la fonction globale selon les travaux de Chan et al. (1999).

Sequence F3 1880

normale C_ T T T T T C_A G G T A la A A A A A A A 2
[ 1 | I I A &G & T|T/H AR AR A AR A R A H

Sequence

Figure 39 : Chromatogramme du séquengage au début de I'intron 5 de géne MSH2 touchant le
3®menucléotide chezle cas ind ex F 3.1 et 5 autre membres de la famille F3.

TrnsitionA =T

5! Ewon 5 3 l ntroim 5 Zon £

T TRACCTTTTTCAG -;L%ii ---------------------------------------------- ag | CTCGECTAACCTATTCG.. ..

SPLICING de A RN oo reenger **>= Skipping de l'exon 5

Exom 4 Exon &

LACCUAUGEALCAG | CUCGCUAACCUALLUCG.. ...

Traduction

Proteine trongqueée [valZes- Gln 314 )

Figure 40 : La mutation ¢.942 + 3A> T touche un site donneur de I’épissage de I’exon 5. Il en
résulte une délétion « skyping » de tout I'exon 5 et par conséquent la protéine sera tronquée de
toute la partie codée par cet exon (49 AA) ( val265 jusqu’au Gin 314).
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Nous avons identifié cette substitution génomique, ¢.942 + 3A> T dans le géne MSH2
du cas index de la famille F3, Fa.1. Il s’agit d’une femme de 46 ans qui a présenté un cancer
du c6lon droit dont la colonoscopie indiquait un processus ulcero-bourgeonnant a double
localisation angulaire droite et transverse droite. L’anatomopathologie a montré la présence
d’un adénocarcinome (ADK) bien différencié infiltrant la paroi séreuse (stade Ill). La
patiente n’avait aucun antécedent tumoral personnel, cependant I’histoire familiale révele une
atteinte chez deux parents au premier degreé : la mere ayant présenté un carcinome du colon
droit et la sceur un ADK de ’intestin gréle qui lui a été diagnostiqué a 38 ans. Cette
agrégation tumorale dans cette famille de I'Est algérien donne un arbre généalogique qui
répond typiquement aux criteres d'’Amsterdam Il (Annexe |, Tableau A). Dans cette famille,
parmi 8 membres examinés, 6 ont montré cette mutation familiale du géne MSH2 (Fig. 42).
Le sang de deux enfants du cas index (parent 5(I1lg) et parent 6 (lllio)) a été préleve et
analysé pour le géne cible ; un résultat positif pour le variant pathogéne a été détécté chez ces
enfants et par la suite confirmation, aprés trois ans, du diagnostic clinique de I’atteinte
tumorale. Ceci vérifie la relation cause a effet de ce variant avec la pathologie. Le diagnostic
génétique au sein de cette famille a été utile pour la découverte précoce de la maladie. Ceci
conduit au dépistage et a la prise en charge des membres porteurs de la mutation familiale.
La présence de ce variant dans la famille F3 confirme sa corrélation avec le syndrome de
Lynch déja décrite dans 1’étude de Liu et collaborateurs (Liu et al., 1994).

Le variant ¢.942+3A>T est connu par son effet pathogéne (Warden et al., 2013) vérifié par
différents tests foncionnels in silico et in vitro confirmant ainsi son implication directe
dans le HNPCC a un age jeune (moins de 45 ans) (Pensotti et al., 1997) et son association

avec une haute instabilité des microsatellites (Chan et al., 1999)(Valentin et al., 2011).

Ce génotype muté a été identifié dans plusieurs populations a travers le monde :
Japan (Miyaki et al., 1995 ; Miyaki et al., 2004), Italie (Viel et al., 1997), Colombe (Hampel
et al., 2005), Chine (Sheng et al., 2008), et au Bresil (Carneiro da Silva et al., 2015) en
association directe avec I’atteinte colorectale. Au Canada (Terre-Neuve-et-Labrador), cette
mutation récurrente se caractérise par un effet fondateur dans la mesure ou elle représente
27% de tous les HNPCC, ce variant peut survenir soit spontanément qui résulterait
probablement d'une inluence par I'environnement soit provenir de nature genétique ou les
deux ensemble (Desai et al., 2000).

- Le variant ¢.2210+11_2210+22del12
Nous avons identifié un nouveau variant, ¢.2210 +11 2210 + 22dell2 situé sur

I’intron 13 du géne MSH2 chez les membres de la méme famille, F3. 1l s’agit d’une
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microdélétion de 12 nucléotides a proximité de la région 5° de I’intron 13 (Fig. 41). Sachant
que la mutation délétére c.942+3A>T est retrouvée également chez les 6 membres, alors
que ni la mutation familiale, ni le variant de l'intron 13 ne sont trouveés chez les deux autres
membres (114 et 1lg) (Tableau 11) . La cosegrégation de ces deux variants pourrait étre
expliquée par, leur probable localisation en cis sur le méme allele ce qui conduit a leur

coségrégation lors de la méiose.

Y
I CAGG TAAGTGCAT
I CAGGTARGTOGCAT Y EMMERANDU S MMUTEWURNNTM
Décalage de la séguence
ey ll.ﬁ,l A A A III"".I ."I!'nl o ' ||"“I'|II . .
TAYA' f"ﬂ'*..-l \/ | AV /Y I". A \VVAAA A AAAAL Y o :'-..-ﬂii A

Figure 41 : Chromatogramme de séquencgage du variant ¢.2210 +11_2210 + 22del12 sur MSH2
chez 6 membres de la famille F3.

 Eeiie ob i

CD33 dTa7
d 68

mﬁﬁ@mmma

OLUSCHOOM @ G :

C24 C26

Figure 42 : Arbre généalogique de la famille F3 porteuse a la fois les variants ¢.942+3A>T

désigné par (*) et ¢.2210 +11_2210 + 22del12 designé par (’ ) situés sur le géne MSH2. L’age
au moment de diagnostic est désigné par un chiffre, I'age de décés par un chiffre précédé de la lettre « d ». Les
types de cancer(s) sont désignés par les symboles suivants : C cancer du colon, , CD cancer du colon droit, R
cancer rectal, CG cancer du colon gauche, Cr cancer du cerveau,T tumeur d’ origine incertaine, V cancer de la
vessie, Pr cancer la prostate.
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Tableau 11 : Corrélation génotype/phénotype de la présence ou I’absence des deux variants
détectés chez les différents membres analysés de la famille F3.

Sujet analysé c.942+3A>T ¢.2210+11_2210+22 dell2 Phénotype
Cas index (1) Présence Présence Atteint
Parent 1 (mere I) Présence Présence Atteint
parent 2 (sceur 1 1ls) Absence Absence Sain
Parent 3 (sceur 2 1lg) Absence Absence Sain
Parent 4 (sceur 3 Il10)  Présence Présence Atteint
Parent 5 (la fille 111g) Présence Présence Atteint
Parent 6 (le fils 1ll.0)  Présence Présence Atteint
Parent 7 (frére 1111) Présence Présence Atteint

Nous avons essayé de caractériser davantage le  variant de I’intron 13,
€.2210+11 2210+22dell2 par analyse in silico : bien que le logiciel Human Splice Finder
(http://www.umd.be/HSF3/HSF.html) ait démontré une variation significative dans un site

accepteur d'épissage entre le «type sauvage» et la séquence "mutée"”, mais il n’a  présenté
aucune variation significative dans le principal site donneur d'épissage. Ce résultat est
confirmé par I'analyse avec les deux autres logiciels:

- Net-Gene2 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene?2).

- NNSPLICE (http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html).

Le variant ¢.2210+11 2210+22del12 n’est pas répertorié dans les bases de données
des variations sur le géne MSH2, ainsi il est détecté la premiere fois dans notre famille
algérienne. D’aprés les résultats des tests fonctionnels éfféctues, on pourrait ignorer 1’effet
délétére du variant ¢.2210+11 2210+22dell12 relié a cette pathologie. Pour illustrer ces

résultats, ci- joint les fiches analytique détaillées (Fig.43, 44 et 45) :

80



Chapitre ..o Etude éxpérimentale : Résultats et discussion

fﬂuman@pﬁci Finder px sl ) Jnsorm
~— % GENETICS & BIOINFORMATICS TEAM
‘ Home khat's Neur? ‘ Help & Tutorials ‘ Credits & Publications ‘ Cur Other Tools ‘ Contact Us ‘

Other Analysis

Results

* Sequences

The mutation is emphazed in red, and the wild-type nuclectide whose position is those of the mutation in green.
Reference sequence

1 Ggtaagtgca tctectagte cocttgaagat agaaatgtat gtctotgtcc tgtgagaagg aaaagtatat ttgoagattc tcatgtaasa acatctgaga
101 atgtttgtet tagtttaata gttgttttcc tgtggacttt atatac
Total sequence length: 146 nuclectides

Mutant sequence

1Ggtaagtgca t——--——---——— ——— tgaagat agaaatgtat gtctoctgtcc tgtgagaagg aaaagtbatat ttgcagattc tcatgtaaaa acatctgaga
101 atgtttgtet tagtttaata gttgttttcc tgtggacttt atatac
Total sequence length: 146 nuclectides

The sequences analyzed in HSF are underlined.

Perform a quick mutation 7]

¥ HSF Malrices

Sequence Position | cDNA Position | Splice site type Motif New splice site | Wild Type | Mutant efo?]?g;: 3::;?6“ ‘."al;i;;ion
5 +5 Acceptor agtgcatotectag | agtgcattgaaghT 2349 7352 NA T::L'nglt;
i +7 Acceptor tgcatctoctagte | tgcattgaagathi 7744 4082 NA :
9 +9 Acceptor catctectagtoce | cattgaagataghh 19.29 7054 NA
17 +7 Acceptor agtcccttgaagat | tgaagatagaaalh 78.01 3675 NA ;
il +H Acceptor cocttgaagatagaa | tgaagatagaaalh 726 3675 NA

T —

* interpreled Data

This table shows only relevant results related to the mutation position and context.
The mutation occurs in the deep intronic positions, the following table show results of splicing and auxiliary sites that could be created by the mutation

Predicted signal Prediction algorithm CDNA Position Interpretation

1-ESR Sequences from Goren et al.
) 2-PESE Octamers from Zhang & Chasin 2 Creation of an infronic ESE site.
New ESE Sne ——————— 3 ) T
3-EIEs from Zhang et al. 4 Probably no impact on splicing.

4 -RESCUE ESE Hexamers

tgcatcr.ccfagtcccr.r.gaagatag

20132014 © Human Splicing Finder - Designed by Ghadi Rai - Al rights reserved

Inserm UMR_S910 - Aix Marseille Université, 27 Boulevard Jean Moulin, 13385 Marseile Cedex 05

Figure 43 : Utilisation de logiciel Human Splice Finder (HSF) v3.0 pour le variant
€.2210+11_2210+22del12 du géne MSH2 chez la famille F3.
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AR R R R R R R R R NetGeneZ v. 2_4 AR R R R R R R R R R R
The sequence: intron has the following composition:
Length: 337 nucleotides.
27.6% A, 16.6% C, 24.9% G, 30.9% T, 0.0% X, 41.5% G+C
Donor splice sites, direct strand
pos 5'->3' phase strand confidence §5' exon intzron 3
i6 - - 0.00 AATATGGGAG GTAAATCAAC
85 i - 0.00 TITGTGCCAT*GIGAGICAGC
205 2 - 0.47 CTATCCTCAG"GTAAGTIGCAT
Donor splice sites, complement strand
No donor site predictions above threshold.
Acceptor splice sites, direct strand
pos 5'->3' phase strand confidence 5! intron exon 3!
204 0 + 0.25 CTATCCICAG"GTAAGTGCAT
Acceptor splice sites, complement strand
pos 3'->5' pos 5'->3' phase strand confidence 5! intron exon 3!
241 97 0 - 0.54 CTTCTCACAG"GACAGAGACA
CUTOFF values used for confidence:
Highly confident donor sites (H): 95.0 &
Nearly all ctrue donor sites: 50.0 %
Highly confident acceptor sites (H): 95.0 %
Nearly all true acceptor sites: 20.0 %
Figure 44 : Utilisation de logiciel NetGene v 2.4 pour le variant ¢.2210+11_2210+22del12 du

géne MSH2 chez la famille F3.

MMNSPLICE 0.9 version (January 1997) of the splice site predictor.

Start End Score Exon Intron
= 23 0.87 atgggaggtaaatca
T8 az Q.97 gtgccatgtgagtca
198 zZ1z 1.00 tcctcaggtaagtgc
221 2355 o.83 tagaaatg Latgoot

Splice site predictions for 1 sequence with donor score cutoff 0.40,

acceptor score cutoff 0.40 (exon/intron boundary shown in larger font):
Donor site predictions for 105.106.149.59.18884.0 :

Acceptor site predictions for 105.106.149.59.18884.0 :

Start
1549

Ernd
Zz24

Score Intromn

o0.6e8

ggasactgcttctatcoctocadJgtaagtgcattgaagataga

BExor

Figure 45 :

Utilisation de logiciel NNSPLICE 0.9 pour le variant ¢.2210+11 2210+22dell12 du

géne MSH2 chez la famille F3.
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- Le variant ;: ¢.1030C>T

Chez le probant de la famille F27 qui a été diagnostiqué avec un adénocarcinome du
cblon gauche a 44 ans, nous avons trouvé une mutation non-sens sur le géne MSH2, il s’agit
d’une transition d’une C a une T dans I'exon 6 ainsi désignée : ¢.1030C> T (p.GIn344X).
Cette mutation conduit au remplacement du codon 344 par un codon stop prématuré, ce qui

donne une protéine tronquée .

L’évaluation du pédigree de la famille est conforme aux criteres d'Amsterdam I

utiliseés pour le diagnostic du SL. L'histoire de la famille comporte deux membres de la méme
génération avec un cancer colorectal avant I'dge de 50 ans (Fig.46).
Le variant ¢.1030C> T (connu sous le code dpSNP : rs63750245) du géne MSH2 conduisant
a un signal d'arrét de traduction au niveau du codon 344 se trouve dans la base de données
internationale HNPCC, InSiGHT (Thompson et al., 2014) (http://www.insight-group.org/
mutations) et la base francaise UMD®(Grandval et al., 2013). Il a été signalé, a plusieurs
reprises, dans différentes populations associé a un statut MSI-H (Bartosova et al., 2003)
(Rey et al., 2004).

Ce variant a été décrit comme une mutation pathogene selon la classification d’ InSIGHT
(Thompson et al., 2014). Peltoméki (2001) d’une part et Berginc et al. (2009) d’autre part ont
indiqué que la plupart des défauts génétiques associés a I’HNPCC résultent de mutations
non-sens, frameshift, ou de site d'épissage, engendrent la synthese des protéines plus courtes

et par conséquent inactives.

- Le variant c.728G>A

La variation faux sens sur I’exon 4, die a la transition G en A, ¢.728G> A est
associée, sur le méme alléle du gene MSH2 de ce patient appartenant a la famille F27, a la
mutation pathogene, ¢.1030C> T (Fig.46).
La mutation ¢.728G> A se manifeste phénotypiquement par une substitution de 1’ Arginine en
Glutamine en position 243, p.Arg243GIn.
Du coté phylogénique, cette position de la Guanine est conservée au cours de I’évolution chez
I’espéce humaine et la plupart des primates, ainsi il n’existe pas de différence physico-

chimique entre I’Arg et la Gln.
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‘..-l# CcG 44 C38
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Figure 46 : Pedigree de la famille F27 porteuse a la fois les variants ¢.1030C> T désigné

par (*) et ¢.728G>A designé par () situés sur le géne MSH2.
L’age au moment de diagnostic est désigné par un chiffre, 'dge de décés par un chiffre précédé de la lettre
«d». Les types de cancer(s) sont désignés par les symboles suivants : C cancer du colon, CG cancer du colon
gauche, Pr cancer la prostate.

L’étude in silico de I’influence de ce variant sur la fonction de la protéine était
réalisee  grace aux  logiciels  disponibles sur  internet :  PolyPhen-2

(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/), SIFT (http://sift.jcvi.org/) ont donné les scores

réspectifs de 1 et 0.01(Fig. 47 et Fig. 48), prédisent une implication probablement délétére
dans la maladie. Cepandant, [I’application du locgiciel Mapp MMR

(http://mappmmr.blueankh.com/) nous a donné un score de 2,130 ce qui contredit son effet

délétere (Fig. 49). Le variant ¢.728G>A a été décrit comme non pathogéne (Auclair et al.,
2006), sans aucun effet sur I'épissage testé par RT-PCR de I'ARN du patient (Chao et al.,
2008). 1l a été retrouvé dans deux familles tunisiennes en association & une autre mutation
délétere sur I’exon 9 de MSH2 (Moussa et al., 2011). Ce variant a été décrit et classé comme
variant de signification clinique inconnue dans les bases de données UMD(Grandval et al.,
2013) et INSIGHT (Thompson et al., 2014).

Ainsi, Ce variant a été rapporté principalement au niveau du pourtour Méditerranéen
(Auclair et al., 2006 ). Il serait donc interéssant d’étudier un grand nombre de témoins
afin de savoir s'il s'agit seulement d’un polymorphisme relatif a cette partie géographique
ou une variation qui s'associe fortement a une autre mutation pathogéne dans un syndrome de

Lynch.
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P43246 243 R Q@ Canonical; RecName: Full=DNA mismatch repair protein Msh2; Short=hMSH2; Althame: Full=MutS protein homolog 2; Length: 934
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Figure 47: Utilisation de PolyPhen-2 sur le variant c.728G>A d
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Figure 48 : Utilisation de SIFT sur le variant ¢.728G>A du géne MSH2

|

MAPP-MMRE

Select Values for Substitution
Gene: MSH2 -
Position: 243
Reference Sequence Amino Acid: Reference Sequence Amino Acid -
Varant Amino Acid:  VanantAmino Acid -

MAPP-MMR Score

Results of Substitution

For Gene MSH? Variant Amino Acid ) at position 243 has anff EUEB NIRRT of 2.130.

Figure 49 : Utilisation de Mapp MMR sur le variant c.728G>A du géne MSH2.
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2. Géne MLH1

Le géne MLH1 impliqué dans le systéme de réparation MMR est fortement incriminé
dans le SL.

- Le nouveau variant ¢.881_884delTCAGinsCATTCCT

Notre étude a révélé la présence d’un variant du gene MLHL1,
.881_884delTCAGInSCATTCCT. Ce variant a été détecté chez le probant de la famille
F10, F10.1, ayant développé un cancer du célon gauche a 56 ans, il s’agit d’un ADK
liberckunien ulcéré et infiltrant. Cette mutation complexe, comprenant une insertion de
« CATTCCT » et délétion de « TCAG », s’est produite au niveau du «GT» le dinucléotide
conservé du site d'épissage donneur de l'exon 10 de MLH1 (Fig. 50). Le variant
€.881_884delTCAGInsCATTCCT n'a pas été identifié ou publié auparavant dans d'autres
populations, ni signalé dans les bases de données InSiGHT et Human Gene Mutation et
LOVD (Peltoméki et Vasen, 2004 ; Thompson et al., 2014)

Exon 10 Intron 10
séquence normale Fi0.4_L10_
EAEAECEAITEETGT_;L;_EETEAGGTAAIETAGEAEE
AT T CCTGTACCTC CAGGTARTGTA R C
fl . )
H ||I“I f\ |II II'| nofop |"'|| f\
J\\ || ‘ Il‘\ ||II|| I l I lﬂll |IIII /' ' II' "ﬁ II| I| |I| | I
.' '| |I I [ l 'Il\u'l ||||| A ,I'll'.,l \ i
) [ T ,. LV A AL U '.
Sequence rnutee F10.1L10
s C A C A TEEIETAEE ACW K18 Y W AGT G N N G Y A § C
ICHEHEECH 1 ' GTAC C V¥V ACW K[ ¥ WU AGT G NN G YR § C
| ' g rh .'ml ) I
Jt /\ .- w' TaAYR [\ /\f\ NAVATAVNG A UAANT VA \". |

Figure 50 : Chromatogramme de séquencage de la mutatlon c.881 884delTCAGIinsCATTCCT
sur le géene MLH1.

La conséquence phénotypique probable de ce variant est un défaut d'épissage
résultant dans le saut de I'exon 10. Nous avons alors essayé de caractériser la fonction de la
protéine par le biais de I'analyse in silico de séquences introniques, basée sur l'utilisation de
logiciels bioinformatiques disponibles sur internet : Human Finder
(http://www.umd.be/HSE/HSE.html), Net-Gene2 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2)

et NNSPLICE (http://www.fruitfly.org/seq tools/splice.html), les résultats des trois tests

effectués indiquent que cette variation confirme la défaillance du site d'épissage entre I'exon
10 et 11 du gene MLH1 (Figs. 51, 52 et 53), ce qui a probablement conduit au phénotype
délétere.
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The sequence: seqguencel has the following composition:

Length: 253 nucleotides.
32.0% L, Z26.1% C, 17.0% G, 24.89% T, 0.0% ¥, 43.1% G+C

Donor splice sites, direct strand

' No donor =ite predictions above threshold.

Donor splice sites, complement strand

pos 3'-»>5' pos 5'->»3' phase strand confidence 5° exon intron 3
' 138 116 0 - 0.45 TCTGITCCTT"GTGAGICTIG

Loceptor splice sites, direct strand

pos 5'-»3' phase strand confidence 5°' intron exon 3
' 141 0 + 0.17 GACTCACAAG"GAACAGLATGET
147 0 + 0.18 CARGGAACRG ATGTTCTATC

Acceptor splice =sites, complement strand

CUICFF walues used for confidence:

Highly confident donor sites (H): 95.0 %
Nearly all true donor sites: 50.0 %
Highlvy confident acceptor sites (H): 95.0 %
Nearly all true acceptor sites: 20.0 %

Figure 51 : Utilisation de logiciel NetGene v 2.4 pour le variant
€.881_884delTCAGIinsCATTCCT du géne MLH1 chez la famille F10.

the NNSPLICE 0.9 version (January 1997) of the splice site predictor.
Splice site predictions for 1 sequence with donor score cutoff 0.40,-
acceptor score cutoff 0.40 (exon/intron boundary shown in larger font):

Donor site predictions for 105.106.149.59.19103.0 :
Donor site predictions for 105.106.149.59.19193.0 :

Start End Score Exon Intron

34 108 0.93 acctcaggtaatgta Start End  Score Exon  Intron
Acceptor site predictions for 105.106.149.59.19103.0: Acceptor site predictions for 105.106.149.59.19193.0:
Start End Score Intron Exon Start End Score Intron Exon

80 120 0.82 acacccattcctgtacctcaggtaatgtagcaccaaactcc

Figure 52 : Utilisation de logiciel NNSPLICE 0.9 pour le variant c.881_884delTCAGinsCATTCCT
du géne MLHL1 chez la famille F10.
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(Aix Marseille i Inserm

TEAM

Human Splicing Finder

The mutation is emphazed in red, and the wild-type nucleotide whose position is those of the mutation in green.

-
GENETICS & BIOTNFORMAT

Reference sequence
1Ggtttagatc gtctggtaga atcaacttocc ttgagaaaag ccatagaaac agtgtatgoa goctatttge ccalaaacac acacccattc ctgtacc ——
101 tcaggtaatg Cagcaccaaa cCcctcaacc aagactcaca aggaacagat gttctatcag goctctocctct tCtgaaagaga tgagcatgct aatagtacaa
201 tcagagtgaa tcccatacac cactggoaaa aggatgttct gtocococttott acag
Total sequence length: 254 nuclectides
Mutant sequence
1Ggtttagatc gtctggtaga atcaacttococ ttgagaaaag ccatagaaac agtgtatgoa goctatttge ccagaaacac acacccattc ctgtacccat
101 tcctgtaatg tagcaccaaa ctcctcaacc aagactcaca aggaacagat gttctatcag gotctcctct ttgaaagaga tgagocatgot aatagtacaa
201 tcagagtgaa tcccatacac cactggcaaa aggatgttct gtcccttoctt acag
Total sequence length: 254 nuclectides
The sequences analyzed in HSF are underlined.
Perform a quick mutation o
~ Tables
Potential splice sites Potential Branch Points Enhancer motifs Silencer motifs
* HSF Malrices
Sequence Position cDHA Position | Splice site type Motif Hew splice site Wild Type | Mutant TGN (TBETIER Variaiion
a P P P yp exon length variation (%)
a0 +00 Acceptor cctgtacctcaggt cctgtacceattll 80.06 17.44 MA
102 +102 Acceptor caggtaatgtagca cctgtaatgtagCh 68.81 73.96 MA +7.48
102 +102 Daonar caggtaatg CCIgtaatg 85.75 7013 MA -18.22
= MaxEnt
Threshold values:
5" Motif: 3 3 Motif: 3
5" Motif 3" Motif
Sequence cDNA o i~
Position | Position | Ref Motif | o' mutMogir | MUt Variation Ref Motif Ref Mut Motif fut | Variation
Score Score (%) Score Score (%)
82 +82 cacccattoctgtaccteoaggtal 8.27 |cacceattectgtacccattCCI(-15.04 £
94 +04 tacctcaggrtaatgtagcaccaal -12.86 [cacccattcergtaatgragCac| 527
102 +102_|caggtaatg] 943 CClgtaatg| -4.09 [4aam
~ Interpreted Dala

This table shows only relevant results related to the mutation position and context.
The mutation occurs in the deep intronic positions, the following table show results of splicing and auxiliary sites that could be created by the mutation

Predicted signal

Prediction algorithm

cDNA Position

Interpretation

1- ESR Sequences from Goren et al.

ESS Site broken

2 - Sironi et al. - Motif 1

ctgtacccattecctgt

— |

2

T T T 1
2 M % 100 102 104 10

Alteration of an intronic ESS site.
Probably no impact on splicing.

1 - Sironi et al. - Motif 1

gtacccattcctgtaatgtag
1

ESS Site broken

2 - HSF Matrices - hnRMNP A1

3-Fas-E5S5 hexamers

Alteration of an intronic ESS site.
Probably no impact on splicing.

1- ESE-Finder - 3C35

Mew ESE Site

2-ESR Sequences from Goren et al.

Creation of an intronic ESE site.
Probably no impact on splicing.

Figure 53:

Utilisation de logiciels HFS v 3.0 pour le variant ¢.881_884delTCAGinsCATTCCT
du géne MLH1 chez la famille F10.
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D’aprés notre enquéte familiale, il a été constaté le déces, suite a un cancer du célon,
de deux filles & un &ge jeune. Les premiers prélevements ont été realisés chez les fils Vs et
IVe puis élargis aux autres garcons de la méme fratrie. L’arbre généalogique de la figure 54
présente 1’histoire de cette famille. La mutation est détectée chez les trois fils V1, IV3 et IVs.
A la suite de ce résultat, ils ont tous les trois, bénéfici¢ d’une coloscopie dans le cadre de
dépistage : 1V1 et IVs présentaient des polypes, le frere 1V3 avait, dans I’intervalle de temps,
développé le cancer. Les deux filles IV2 et IV4 décédées a 1’age de 25 et 23 ans
respectivement par CCR, avaient certainement cette mutation dans leur génome bien que nous
n’avions pas la possibilité de le vérifier. Notre étude a été étendue a certains membres de la
fratrie du cas index, Ills. Aucune mutation n’a été détectée, aucun cas de CCR n’a été
mentionné. Ainsi a partir de ces données, il apparait clairement que ce variant co-ségrége avec

la maladie dans cette famille qui répond typiquement aux critéres d'’Amsterdam 1.

1 r10

' D—j‘/ u:fu

ca7 Ua5,L50

.nLM: {)J -‘ | m ~
J.}Mm.él. g@ ! ééé

C40T23 ©G33 €23 €25
25

Figure 54 : Arbre genéalogique de la famille F10 porteuse de la mutation
c.881_884delTCAGinsCATTCCT et répondant aux criteres d’Amsterdam I.
L’age au moment de diagnostic est désigné par un chiffre, 'dge de décés par un chiffre précédé de la lettre
«d». Les types de cancer(s) sont désignés par les symboles suivants : C cancer du colon, CG cancer du colon
gauche, U cancer de l'uterus.

Par ailleurs, il a été noté que, dans la famille F10, I’age de survenue et de déces du
cancer est plus précoce et plus grave chez les membres de sexe féminin (< 25 ans) par
rapport aux hommes (> 30 ans) d’ une part ; d’autre part, certains patients, bien que présentant
la mutation familiale , auront la chance de ne pas développer de cancer comme le membre
1Vs.

D’un point de vue génétique, une explication d’importance cruciale, est donnée par rapport au
fait que la pénétrance n’est pas de 100% malgré la présence du géne MMR muté, par
conséquents il existe des différences dans la pénétrance entre porteurs de la mutation familiale
car le nombre requis de cellules mutées n’est pas atteint. Cependant ces suggestions devraient

attendre la confirmation par des études approfondies et avec un grand effectif de cas de
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cancer colorectal. Cette observation pourrait avoir des implications importantes dans la

gestion et la surveillance médicales du patient et ses apparentés (Dowty et al., 2013).

- Le variant ¢.1020C> G

Nous avons identifié un variant ¢.1020C> G (p.Ser340Ser) sur les deux alleles du
géne MLH1(Fig. 55) chez la patiente F9, une femme qui a développé un cancer du rectum a
41 ans. L’anatomopathologie a révélé un ADK bien differencié infiltrant la séreuse avec de
multiple polypes et une dysplasie sévere. La transversion de C a G affecte la position 1020
sur I'exon 11 du géne MLHL1. Cette mutaion silencieuse se montre sans effet sur la fonction
de la protéine. Ce résultat est basé sur les études in Silico (SIFT (1,00), Polyphen et MAPP-
MMR (1.400) que nous avons éffectuées.
Le variant (p.Ser340Ser) a été mentionné comme non pathogéne dans la base de donnée
frangaise UMD® (Grandval et al., 2013).
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Figure 55 : Chromatogramme montrant la transvesion ¢.1020C> G homozygote du gene
MLH1 chez la patiente F9.
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3. Geéne MSH6
Nous avons réalisé le séquencage du gene MSHG6 sur les 10 exons et les parties

introniques, les résultats n'ont montré aucune mutation dans cette prospection.

4. Corrélation génotype-phénotype

L’observation de I’hétérogénéité dans 1’expression clinique (spectre étroit et large) du
SL a permi, dans différentes études, d’établir une corrélation genotype-phénotype. L’effectif
limité de notre population d’étude ainsi que le taux de mutations identifiées n’ont pas permi
d’évaluer cette correlation. En effet, le risque cumulé chez les patients porteurs de mutations
MLH1 ou MSH2 est de I’ordre de 50 %, alors qu’il est d’environ 22 % pour MSH6 et compris
entre 15 et 20 % pour le gene PMS2(Senter et al., 2008 ; Bonadona et al., 2011).
Il est probable que le risque de cancers «extra-colorectaux», et notamment de cancers des

voies excrétrices urinaires, soit plus élevé en cas de mutation constitutionnelle du gene MSH2
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par rapport aux mutations du gene MLH1. Les mutations du gene MSH2 sont souvent
impliquées dans le cancer urothélial, de méme pour le cancer de ’ovaire (Bonadona et al.,
2011). Les mutations constitutionnelles du géne MSH6 sont associées a un moindre risque de
cancers colorectaux et rarement au cancer de [l’intestin gréle, il représente un risque majeur
de cancer de I’endométre ainsi que des cancers rectaux (Akiyama et al., 1997; Kolodner et
al., 1999 ;Watson et al., 2008). Les études sur le risque de cancer du sein sont généralement
rétrospectives et discordantes. Une seule étude prospective a montré une incidence plus élevée
de cancer du sein chez les patientes atteintes du SL, notamment aprés 1’age de 40 ans (Win et
al., 2012), elle montre que 50% des cas, la tumeur présentait une instabilité microsatellitaire,
ainsi que des caractéristiques histologiques similaires au CCR et des récepteurs hormonaux
négatifs (Win et al., 2013).

D’autre part, des études ont mis en évidence la présence de cancer de la prostate chez les
patients atteints du SL, notamment chez des patients porteurs d’une mutation du géne MSH2.
La présence d’une instabilité microsatellitaire était aléatoire et 1’dge au diagnostic était

supérieur a 60 ans (Barrow et al., 2013 ; Ryan et al., 2014).

Ces tumeurs (de sein, de la prostate et du pancréas) font 1’objet controverse et justifient
qu’elles ne fassent pas partic du spectre classique (Dominguez-Valentin et al., 2016). Des
¢tudes prospectives indépendantes sont nécessaires afin de déterminer I’implication de ces

types tumoraux dans le SL.

Le syndrome de Muir-Torre (OMIM #158320) est un variant rare du SL caracterisée par
I’association des lésions dermatologiques de type adénomes sébacés, carcinomes sébacés
(Muir et al., 1967 ; Torre, 1968), kératoacanthomes et tumeurs viscérales avec des CCR. Les
mutations des genes MSH2 et MSH6 sont les plus rencontrées (90% des patients atteints du
syndrome de Muir-Torre) et 10% des patients sont porteurs d’une mutation germinale de
MLH1(Mercader, 2010).

La recherche d’une déficience du systtme MMR de manicre systématique au niveau de ces

Iésions dermatologiques peut permettre de détecter un SL (Plocharczyk et al., 2013).

Le syndrome de Turcot (OMIM #276300) est un autre variant du SL défini par 1’association
d’un CCR ou d’adénomes colorectaux avec une tumeur cérébrale dans une méme famille
(Turcot et al., 1959). Il est lié a une mutation d’un géne MMR, notamment du géne PMS2. La
tumeur du systeme nerveux central la plus freguemment rencontrée est le glioblastome a
cellules géantes et astrocytomes anaplasiques, de pronostic sombre et diagnostiqué
precocement. 1l peut étre inaugural ou étre mis en évidence en méme temps que les signes

digestifs (Dipro et al., 2012).
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Il est a montrer que le systtme MMR est également impliqué dans un autre syndrome,
appelé syndrome de déficit constitutionnel du systtme MMR ou Constitutional MisMatch
Repair Deficiency (CMMR-D), secondaire a des mutations bialléliques (PMS2 dans 60% des
cas, MSH6 20%). Le spectre des cancers observés differe du SL, ainsi que 1’age de diagnostic
(Vasen et al., 2014). En effet, ce syndrome est principalement caractérisé par le
développement de cancers pédiatriques a type de tumeurs cérébrales (glioblastome,
médulloblastome, moyenne d’dge comprise entre 7 et 9 ans, principale cause de mortalité), de
tumeurs du tractus digestifs et de tumeurs hématologiques (lymphome non hodgkin a

cellules T, leucémie aigué lymphoblastique).

B. Polymorphismes des génes MLH1, MSH2 identifiés chez les patients SL

Plusieurs études d'association pangénomique ont identifié des polymorphismes
nucléotidiques simples (SNP) dans de trés nombreux loci indépendants associés ou non a un
risque CCR (Tenesa and Dunlop, 2009 ; Houlston et al., 2010 ; Zamani et al., 2016). Bien
qu'il n'y ait aucune preuve que ces SNPs soient associés au CCR dans la population générale,
ils sont des modificateurs du risque pour les porteurs de mutations sur les génes MMR.
Aucune implication clinique diretce de ces polymorphismes dans le syndrome de Lynch n'a
été prouvée (Win et Jenkins, 2013).

Nos résultats de séquencage des genes MMR étudiés révelent 18 polymorphismes
nucléotidiques (Tableau 12). Ces SNP ont été identifiés dans les génes MLH1 (9
polymorphismes) et MSH2 (9 polymorphismes) au sein de nos familles porteuses de la
mutation pathogéne ou non , mais leur roles fonctionnels dans 1’affectation du systtme MMR

est inconnu.

Parmi un panel de SNP examiné sur les génes MMR, les plus fréquemment étudiés
dans les populations a travers le monde sont les variants : le ¢.-93G> A du gene MLH1
(rs1800734) et le c. -118T> C (rs2303425) du gene MSH2, bien que le nombre de

polymorphismes soit en nette progression dans les études de CCR.

Ainsi sur les 18 variants SNP que nous avons détectés, outre les deux variants cités
précedemment, il y a 14 autres qui sont décrits dans les bases de données des variants MMR
(InSiGHT, LOVD, UMD, MMR missens...). Nous décrivons également deux variants non

encore répertoriés dans ces bases de données.
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Tableau 12 : Description des polymorphismes identifiées dans les génes MLH1 et MSH2 des
familles HNPCC analysées.

Géne Exon Localisation variant familles Classification dbSNP o
fintron protéique c.DNA affectées INSIGHT (*) rs ID Réference
Promot 93G>A F2,F8 1800734 “\an 2008
romoteur ¢ : / rs Poplawski 2015.
Exon 2 Codon 66 Borras 2012
ACCG66ACT €.198C>T F6 / rs61751642
p.Thr 66 Thr
c.IVS6+20A>T Non encore
Intron 6 (c.545+20A>T) F12 / décrit
Codon 213 Takahashi 2007
rs2308317
Exon8  5rGa13aTG C.637G>A F23 /
p.Val213Met
MLH1 Codon596 F26.1 Betz 2010
Exon 12 AAC596AGC c.1787A>G F26.2 / rs41295288
p.Asn596Ser F28
Bujalkova 2008
Intron 13 C.1558+14G>A F10.1 / rs41562513
Intron 14 c.IVS14-19A>G F9,F4,F6,F5,F, , Granc:\J/';/IIZOB
(c.1668-19A>G) F10.1
c. IVS16+20A>G Non encore
Intron 16 . 1896420A5G F25 / décrit
*162 *1 | UMD
3UTR ¢.*16 s Afide F8 1 (796807655  randval 2013
Mrkonjic 2007 ;
Promoteur p.(=) c.-118T>C F1, F2,F3, 1 rs2303425 Xiao, 2012.
Hsieh 2016
| 1 211+9C>G FL, 2303426 Bujalkova 2008
(= . rs
ntron p.(=) €.211+9C> F2.F7.F8, 1
UMD
Intron 9 ¢.1511-91T>G Flléig’ig’ / rs3732182 Grandval 2013
Intron 9 c.1511-9A>T F1, F3.1, F27 1 rs12998837 Bujalkova 2008
MSH2 | Intron 10 c.1661+6C>T F27 2 rs267607973 Roh 2003
_ F1, F2, F3.1, Jung 2006
Intron 10 p.(=) €.1661+12G>A F7 F8.F9, 1 rs3732183
TTG>CTG Hansen 2014
Exon1l  p.Leu556Leu €.1666T>C F21 3 rs61756466
p.(=)
UMD
Intron 11 €.1759+107A>G F8 / rs3764959 Grandval 2013
Intron 12 ¢.2006-6T>C F7, F10.1 1 152303428 Zahary 2012.

(*) classifcation InSiIGHT Thompson et al., 2014) : 1 = non pathogéne, 2 = Probablement non
pathogéne, 3 = inconnue, 4 = Probablement pathogéne, et 5 = pathogéne. Les lettres de familles en
gras correspondent aux familles porteuses de mutations pathogénes dans I'un des génes MMR

étudiés. Les (/) pour les classifications non disponibles.
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1. Polymorphismes sur les parties régulatrices

- Le SNP c. -93G> A (rs1800734) du géne MLH1

Le polymorphisme ¢.-93G> A sur le promoteur du géne MLH1 (rs1800734) n’ a été
retrouvé que chez deux patientes SL dans notre population d’étude dans deux familles
différentes, toutes sans antécédents familiaux : la F2 avec cancer du colon droit, est porteuse
de la grosse délétion sur MSH®6, c.1 -? 260 + del et l'autre, F8 avec un cancer du rectum
ayant le variant ¢* 162 *165delGATT situé sur I'extrémité 3’ de MLH1. Ce SNP n’a pas été
détecté chez aucun des autres patients n’ayant pas de variations sur les genes MMR étudiés.
Allan et al. (2008) ont décrit une association statistiquement significative entre les
homozygotes pour ce polymorphisme et la survenue de cancer du coélon proximal. D’autres
auteurs ont démontré que ce SNP est connu pour étre associé a un risque accru de
susceptibilité aux CCR (Santibanez Koref et al., 2010), (Tomlinson et al., 2012) (Ma et al.,
2014). 1l a été démontré que ce polymorphisme est lié au CCR en présence de MSI-H
(Campbell et al., 2009 ; Whiffin et al., 2011).
Le SNP ¢.-93G> A étant localisé au cceur du promoteur du géne MLH1 dans une région
régulatrice de I'activité maximale de transcription : ceci pourrait affecter le taux de la
transcription par réduction transcriptionnelle ou par silencing (Allan et al., 2008). Ainsi cette
mutation s'expliquerait par une perte somatique de I'expression de la protéine MLH1 qui se
produit suite a une hyperméthylation des ilots CpG (Mrkonjic et al., 2010). A la suite du
modele proposé par Chen et al.(2007), Whiffin et al. (2011) ont montré une association entre
le SNP rs1800734 et I'hnyperméthylation du promoteur MLH1 dans le cancer colorectal et de
I'endometre.
Cette découverte a eu un grand retentissement des études sur de nombreux groupes ethniques
ont évalué l'association de ce polymorphisme rs1800734 avec différents types de cancers,
autres que le CCR et le cancer de I'endometre (Poplawski et al., 2015). Ces travaux suggeérent
que ce polymorphisme pourrait contribuer a I'étiologie du cancer gastrique (Niu et al., 2015),
de I' ovaire (Harley et al., 2008) du poumon primaire, en particulier chez les non-fumeurs(Lo
et al., 2011 ; Slovékové et al., 2015). Alors que Zhi et al.(2012) a comfirmé quil n’existe
aucune association entre ce SNP et le cancer de la vessie.

- Le SNP c. -118 T>C (rs2303425) du gene MSH2

Le polymorphisme c. -118T> C sur le promoteur du géne MSH2 (rs2303425) a été
détecté au niveau de trois patients SL dans notre population d’étude, le patient F1 4gé de 30
ans ayant un cancer du colon gauche, la patiente F2 de 29 ans avec un cancer du colon droit

qui est porteuse de la grosse déletion sur MSH6, c.1 -? 260 + del mais aussi du SNP c.-
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93G> A et la patiente F3 (46 ans), ayant un cancer a double localisation au colon proximal,
est le cas index de la famille répondant aux critéres d'’Amsterdam II, ayant la mutation
pathogene ¢.942 + 3A> T ainsi que le variant ¢.2210+11 2210+22 dell12 de I’ intron 13 sur
le méme alléle du gene MSH2.

Mrkonjic et al.(2007) ont observé une trés forte association entre le polymorphisme
rs2303425 du gene MSH2 et des antécédents familiaux de cancer colorectal, répondant aux
criteres d’/Amsterdam | (p = 0,005), les criteres Amsterdam | et Il (P = 0,036) chez les patients
de I'Ontario. Cette association était plus particulierement évidente chez les femmes atteintes
du cancer colorectal en Ontario (Mrkonjic et al., 2007), cette situation correspond au cas de
notre patiente F3.

Bien que les étiologies de des cancers différent, la plupart des études ont étudié la relation
entre ce plymorphisme, rs2303425 sur le gene MSH2 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 (Xiao et al., 2012) et recemment au cancer du sein d'apparition précoce
(Hsieh et al.,, 2016). Cependant aucune preuve ne conclut l'association entre le
polymorphisme rs2303425 et le risque de cancer du poumon (Lo et al., 2011).

A partir des données concluantes des polymorphismes c.-93G> A du géne MLH1
(rs1800734) et le c. -118T> C (rs2303425) du géne MSH2, il savére que toute modification
au niveau d'un promoteur potentialise la régression de I'éxpression du gene considéré, voire

éteint cette éxpression.

2. Polymorphismes dans les régions exoniques et introniques
Parmi les autres polymorphismes décrits dans notre population d'étude il existe deux types :
- Les SNP se produisant au niveau des exons mais qui ne semblent avoir aucun
effet modulateur sur la fonction de la protéine tels :

» Le SNP ¢.198C>T, (p.Thr 66 Thr) (rs61751642) situe sur I'exon 2 du géne
MLH1 a été détecté chez un de nos patients non porteur de mutation pathogene
dans les génes étudiés. Ce polymorphisme portant une variation synonyme dans la
position 66 de la protéine MLH1 a été considéré comme un variant probablement
non pathogene (classe 2) selon la classification InSIGHT (www.insight-
database.org).

Il a été pourtant décrit 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)
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Le SNP ¢.637G>A, (p.Val213Met) (rs2308317) sur I'exon 8 du géne MLH1 est
présent chez une patiente jeune et avec antécédents familiaux du CCR mais elle ne
porte pas de mutation pathogéne dans les genes étudiés. Il a été classé comme
variant non pathogene (classe 1) selon InSiGHT, il est rapporté par plusieurs
études concernant le CCR et le cancer de I' endometre parmi les sujets présentant
un SL (Cravo et al., 2002 ; Hampel et al., 2006 ; Takahashi et al., 2007).

Le SNP ¢.1787A>G (p.Asn596Ser) (rs41295288) sur I'exon 12 du gene MLH1, a
été retrouvé chez un patient F28 ayant présenté un cancer du colon transverse ainsi
que chez deux patientes jumelles de la famille F26 qui avaient eu, I’'une un cancer
de l'estomac et ’autre un cancer du rectum toute les deux a I'dge de 24 ans. Ces
patients qui ont eu ce méme variant de 1’exon, ont présenté également une
pseudodélétion de I’exon 12 détectée par MLPA (P248 MLH1/MSH2). Le variant
(rs41295288) a été decrit dans plusieurs populations (Viel et al., 1997) (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) et UMD

(Grandval et al., 2013). Les tests des études fonctionnelles in silico (Sift,Polyphen2
et Mapp-MMR) concernant ce SNP indiquent des scores correspondant & un variant
non pathogene (Barnetson et al., 2008) (Betz et al., 2010).

Le polymorphisme ¢.1666T>C (p.Leu556Leu) (rs61756466) sur I'exon 11 du gene
MSH2 a éteé détecté chez I'un de nos cas, F21. L'analyse fonctionnelle de 'ARNm a
démontré que ce variant n'a eu aucun effet sur I'épissage (Tournier et al., 2008) ,il
a été rapporté comme une variation de signification inconnue (classe 3) (Hansen et
al., 2014).

- Les SNP se produisant au niveau des introns tels :

> Les variants €.1558+14G>A du MLH1, ¢.211+9C>G et ¢.1511-9A>T du
MSH2 ont été décrit comme étant des polymorphismes dans plusieurs études
(Bujalkova et al., 2008) cependant d'autres auteurs les ont considérés comme
des variants de signification inconnue (Murata et al., 2002 ; Lee et al., 2005).
Ces polymorphismes ne semblent avoir aucune association avec l'atteinte
coloréctale sporadique (Christensen et al., 2008). Le variant ¢.1668-19A>G
du géne MLH1lainsi que le ¢.1759+107A>G sur le gene MSH2 sont cités
comme étant des variant neutres dans la base de donnée UMD.

» Concernant le variant ¢.1661+6C>T du gene MSH2, Roh et al. (2003) ont

suspecté qu' il est associé a une atteinte précoce de CCR, alors que Jung et al.
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(2006) ont trouvé que le variant ¢.1661+12G>A du méme géne pourrait avoir
une association avec le cancer du poumon chez les sujets non fumeurs.

En outre, nous avons identifié une variation sur un site d'épissage, le variant
€.2006-6T>C (rs2303428), qui est adjacent a I'exon 13 du géne MSH2 chez
deux patients dont l'un appartenant a la famille Amsterdam 1 (F10.1). Ce
patient est déja porteur de la mutation pathogéne de MLHI,
.881_884delTCAGIinsCATTCCT.

L'emplacement de cette variation qui se trouvait dans la région du motif
polypyrimidique incite & penser que celle-ci pourrait affecter I'épissage de
I'ARNmM du géne MSH2 ; car ce motif polypyrimidique joue un réle majeur
dans la formation de complexe protéique de spliceosome (Roscigno et al.,
1993), la mutation pourrait entrainer un épissage aberrant de I'ARNmM au
cours du processus de modification post-transcriptionnelle. La déletion de
I'exon 13, qui englobe la région la plus conservée du gene MSH2 peut se
produire, conduisant a une diminution de la fonction de la protéine MSH2.
Cependant, I'impact de ce variant, c.2006-6T> C, dans la pathogenése du
cancer est encore controversée en raison de preuves contradictoires. Quelques
rapports ont montré que cette mutation a été associée a un sur-risque de CCR
chez les patients atteints de rectocolite hémorragique (Brentnall et al., 1995),
CCR sporadique (Goessl et al., 1997), les lymphomes non hodgkiniens (Paz-
y-Mifio et al., 2002 ; Hishida et al., 2003) et le cancer de I'endometre (Beiner
et al., 2006). 1l est décrit par Kruger et al. (2004) comme un polymorphisme
sans effet sur la survenue du CCR (Kruger et al., 2004) ; il est également
possible que cette variation au site d'épissage est en déséquilibre de liaison
avec une autre mutation pathogéne qui reste a rechercher (Zahary et al.,
2012). Ainsi le SNP ¢.2006-6T> C a été classé comme variant non pathogene

(classe 1) selon InSIGHT_(www.insight-database.org).

Le cas index de la famille F8, est une jeune femme de 25 ans avec CCR sans
antécédent familial de cancer du cdlon. Chez laquelle nous avons identifié un
variant ¢. * 162_*165delGATT ( rs796807655) du géne MLH1(Fig. 56). Cette
délétion de GATT est située sur I'extrémité 3’ du gene, juste en amont du
signal de polyadénylation AATAAA canonique. Ce polymorphisme sans
signification clinique se trouve dans 4% des populations africaines et dans 1%

des populations américaines alors qu' il est totalement absent chez les
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européens selon les bases de données INSIGHT _(www.insight-database.org) et

Génome browser (http://www.ensembl.orqg).

BAT_L15_AD3_EDZ3E sl mangus deb Fragment base 51,087, Base 251 of 358
C A G T G G AT “ A T A A A T A N A
C A G TGEGATT A TA AR A TA N A

J\/\/\/\/\AMMMN/\/\/\/\/\/\/\A/\

Figure 56: Chromatogramme de la délétion GATT sur MLH1 identifiée chez la patiente F8.

> Nous avons obtenu deux variations introniques c¢.1896+20A>G et
c.545+20A>T sur MLHL1 identifiés chez deux patients appartenant a deux
familles differentes, répondant aux critéres de Bethesda. Ces variants ne sont
décrit ni cités auparavant dans aucune base de données des variants du
MLH1. Le travail sur ces nouveaux variants doit étre poursuivi afin de

pouvoir les introduire dans les bases de données

2.5.2 Etude des génes MMR par Multiplex Ligation dependent Probe
Amplification

A partir des différents résultats observés avec les génes MMR retenus, nous avons
entrepris de compléter nos analyses en développant la technique MLPA pour étudier
d’éventuels remaniements génomiques de grande taille. Tous les patients inclus dans cette
étude ont bénéficié d’une analyse MLPA. De méme dans les échantillons ou des mutations
ponctuelles ont été identifiées par séquencage, nous avons appliqué cette méthode pour
d’autres modifications sur les séquences bien que selon la littérature ce sont des évenements
tres rarement associés (Hanna et al., 2005).
Ainsi a travers le « screening » des génes MLH1 et MSH2 (kits SALSA MLPA P003 et P248)
ne présentaient aucune altération pour les 27 cas index examinés, cependant dans le cas de
MSHBS, le séquengage n’a révélé aucne mutation ponctuelle pathogéne chez notre population
d’étude, mais par MLPA (kit SALSA MLPA PO072) a révélé un seul cas dans lequel une
grande délétion a été trouvée. Nous avons obtenu un profil MLPA qui montre un
chromatogramme anormal correspondant a cette délétion dans la figure 57, page 102.
La déletion (c.1-?_260+ ?del) a été détectée chez une femme F2 atteinte d'un cancer du
cblon a I'age de 29 ans, sans antécédent familial. Cette mutation de grande ampleur a eu lieu

entre les génes MSH6 et MSH2, comprenant I'exon 1 de MSH6 et I'ensemble du gene
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KCNK12 (Potassium channel, subfamily K, member 12) en amont, montrant qu'ils sont
situés sur le méme chromosome 2 (Fig . 58). Le géne KCNK12 code pour I'un des membres
de la superfamille des protéines de canal potassique mais, a ce jour, son activité n'a pas été

démontrée pour étre impliquée dans le syndrome de Lynch.

chromosome 2 & &———— Lapartie delétée
5I 3 . ' nt1 nt 260
3 5 5
Exon 1 // Exon 16 - Exon 2 Exon 1 Exon 1 1/ exon10
2 ?
MSH2 KCNK 12 MSH6

Figure 58 : Description schématique de la délétion c.1-? _ 260 + ?del affectant I’exon 1 du
géne MSH6 de la patiente F2 (Sachant que les génes MSH2,KCNK12, et MSH6 sont localisés sur le
méme chromosome 2 (5' >3') alors que KCNK12 est exprimé sur I'autre brin (3' > 5'.) cette large délétion
détectée chez la patiente F2 couvre exon 1 du géne MSH6 et 'ensemble du gene KCNK12).

Ce variant n’a pas été auparavant identifié ou publié dans d’autres populations ni
mentionné a travers les bases de données francaises (Grandval et al., 2013) et InSiIGHT
(Thompson et al., 2014), il est nouveau de fait détecté pour la premiére fois dans notre
population d’étude. Afin de pouvoir I’inclure dans une base de donnée, il est impératif de
caractérisation de points de cassure précis de cette grosse délétion. L’exploration des
séquences exactes au niveau des extrémités de la portion déletée pourrait apporter des
éléments de compréhension du mécanisme moléculaire et de sa production. Il est connu que
la plupart des points de cassures se situent dans des séquences répétitives, principalement se
sont les séqueces Alu riches dans cette région du chromosome 2 et correspondent le plus
souvent a une incidence plus élevée de réarrangements génomiques selon plusieurs études
qui montraient leur implication dans la plupart des remaniement de grandes tailles
provoquant le SL (Pérez-Cabornero et al., 2011) (Hitchins and Burn, 2011). Cette perte
génique supprimant I'exon 1 du gene MSH6 chez ce sujet semble avoir un réle clairement

pathogéne en raison de son effet trés probablement délétere sur la protéine.

En faite sur le plan phénotypique, les protéines MSH2 et MSH6 forment un
hétérodimeére, MutS, qui est impliqué dans la reconnaissance de mésappariement d'’ADN et
I'activation des etapes consécutives dans le processus de la réparation, alors que MLH1 est
tres probablement impliquée dans I'assemblage du complexe MMR (Zhang et al., 2005). Les
protéines MSH2 et MLH1 sont irremplacables dans le systeme MMR, mais la protéine
MSH6 a été montrée comme étant fonctionnellement redondante avec une autre protéine,
MSHS3, pour la reconnaissance de petites insertions et délétions (Kariola et al., 2002).
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Les réarrangements genomiques representent une proportion importante de toutes les
mutations pathogenes dans les genes MMR des patients atteints d'un cancer du colon. lls
semblent former de 15 a 55% des mutations dans les genes MMR (Bunyan et al., 2004 ;
Baudhuin et al., 2005 ; Pistorius et al., 2007 ; Martinez-Bouzas et al., 2007). D'autres études,
en revanche, ont rapporté des fréquences plus basses (10%), en fonction des critéres cliniques
et moléculaires utilisés dans la sélection des patients (Klift et al., 2005). Dans notre étude, la
délétion c.1 -?_260 + ? del représente 25% de toutes les mutations pathogénes identifiés chez
nos patients.

Le nombre de mutations signalées dans le géne MSH6 est continuellement
grandissant (Peltomé&ki, 2001). Ces dernieres années, plusieurs recherches ont démontré
I’implication de ces mutations MSH6 dans de nombreux cancers qui sont les suivants :

+¢+ Cancer colorectal sporadique et héréditaire (Graham et al., 2015) ;

+¢+ Cancer de I'endométre (Kato et al., 2015) ;

¢+ Cancer de la prostate (Pritchard et al., 2014) ;

¢+ Cancers gastro-intestinaux (Connor et al., 2014) ;

¢+ Les hémopathies malignes chez les enfants, glioblastome (Nguyen et al., 2014) (Stark
et al., 2015), Oligodendrogliome anaplasique et le mélanome (Alvino et al., 2014 ;

Castellsagué et al., 2015).

A travers I'histoire de la famille de la patiente F2, il n'existe pas d’antécédents de
cancers. Elle répond aux critéres de Bethesda; étant donné que les critéres révisés de
Bethesda sont considérés comme plus précis pour identifier les patients a risque (Rodriguez-
Bigas et al., 1997 ; Umar et al., 2004 ; Pifiol et al., 2005). Ceci peut étre pris en considération
dans les enquétes préventives du SL. Il est possible de détecter des mutations MSH6 chez les
patients avec peu ou pas d'agrégation de cancer, en particulier, mais pas exclusivement, chez
les personnes atteintes d'un cancer d'apparition précoce (Roncari et al., 2007 ; Kolodner et al.,
1999). Ce cas index est dignostiqué a I'age de 29 ans, age relativement jeune en regard des
données épidémiologiques de certains auteurs, pour lesquels I'age moyen au moment du
diagnostic de CCR était presque identique dans les familles portant des mutations dans MLH1
et MSH2, mais cet age peut augmenter de pres de 10 ans pour les porteurs de la mutation
MSH6 (Pérez-Cabornero et al., 2013). Cependant, dans notre étude, le cas porteur de
I’altération MSH6 avait un age inférieur a 30 ans. En accord avec nos résultats, I'étude des
Pays-Bas (Berends et al., 2002) a montré que par rapport aux mutations dans les génes MLH1
et MSH2, les mutations du géne MSH6 peuvent également contribuer, au développement, a un

age précoce, du CCR et du cancer de I'endometre.
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Il est important d’indiquer que nous avons également eté confronté a un résultat assez
remarquable au cours de I’investigation du géne MSH2 par MLPA (P248 MLH1/MSH2). Un
aspect de pseudodélétion a été decouvert fortuitement en éetudiant le SNP ¢.1787A>G, ce
variant ponctuel qui donne souvent en MLPA, un aspect de délétion de 1’exon 12 car il est

situé a ’emplacement des sondes de MLPA, mais cela ne semble étre qu’un artefact.

101



Sondes analysées
contrales (MSHE) (MSH2,EPCAM et KCNK12) {MLHI,MUTYH)
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Figure 57 : Profils MLPA obtenus chez un sujet sain témoin pour (a) et chez la patiente F2 (b) avec la délétion c.1 -?_260 + del. Chaque pic correspond au
signal émis par une sonde spécifique d'une région d'intérét, par exemple un exon. Dans le spectre, on distingue les sondes dites contrbles (en bleu) ou de références,
spécifiques de régions réputées constantes dans le génome humain et qui permettront de normaliser les signaux obtenus en fin d'analyse. Le profil (b) montre la
délétion de I'exon 1 du géne MSH6 et le gene KCKN12 entier ce qui explique la réduction importante des tailles de pics (pics surmontés de fleches) correspendant aux
sondes (MSH61a, 1b, 1c et KCNK12 2) analysé par le test du kit SALSA MLPA P072 (la feuille de calcul Excel utilisée est représentée par la Fig. B en Annexe |l
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Discussion génerale et perspectives

Nous rapportons dans cette étude un dépistage systématique de MLH1, MSH2 et
MSHS6, les génes les plus fréqguemment impliqués dans la prédisposition héréditaire au cancer
colorectal de type syndrome de Lynch. Notre prospection a concerné 27 familles algériennes
non apparentées et suspectées d’avoir un syndrome de Lynch, dont quatre répondaient aux

critéres d'Amsterdam I/11.

Dans 15% des cas, des mutations germinales pathogenes ont été identifiés au niveau des

génes MSH2, MLH1 et, MSH®6, les variants MLH1/MSH2 représentent environ 90% des

variations trouvées dans notre étude, ce qui confirme le role delétere de certains variants des

génes MSH2, MLH1 et indique que ’'HNPCC est associ¢ a des mutations germinales dans les

génes MMR en accord avec la littérature (Silva et al., 2009 ; NAKAMURA et al., 2014).

Le deuxieme point fondamental est la dédection du réarrangement génomique c.1 -?_260 + ?

del découvert dans le gene MHS6 chez une patiente ayant un CCR a un age précoce.

L’implication d’un variant dans sa fonction est également une étape indispensable pour
valider les résultats d’association génotype/phénotype. Cette grande variété de phénotypes
cliniques complique le diagnostic de SL. Une des raisons de phénotypes différents au sein de
nos familles, qui portent des mutations dans différents genes MMR, peut accomplir les
différents roles fonctionnels des trois protéines MLH1, MSH2 et MSH6 dans la réaction de
réparation. En outre, notre étude serait plus rentable si les outils de dépistage de la tumeur

pour la détection de SL étaient disponibles.

La majorité des mutations dans les genes MMR est héritée des parents , les mutations
de novo sont rares (2,3 %) (Win et al., 2011). Les mutations héréditaires sont unigues dans la
plupart des cas, c'est-a-dire spécifiques a une seule famille. Cependant, en se basant sur des
analyses des haplotypes, il existe certaines mutations fréquentes connues et survenues de novo
ou alternativement peuvent étre fondatrices (Ponti et al., 2015) telle la mutation affectant le
splicing dans I’intron 5 du géne MSH2 qui a été retrouvée chez la famille F3 dans notre
étude. Elle peut représenter jusqu’a 20 % des mutations dans certaines populations (Jacob et

Praz, 2002).

En se basant sur ces premieres observations de 1’aspect mutationnel des génes MMR
dans la population algérienne, nous constatons que toutes les familles ayant une mutation
germinale identifiée dans I’un des génes MMR étudié, répondaient aux critéres d’ Amsterdam
I ou I, ceci confirmant pratiqguement la spécifité de ces criteres pour la bonne séléction de
cas SL.
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Sur 23 patients Bethesda, un seul cas, avait une mutation pathogene ce qui rejoint de
nombreuses études (Rodriguez-Bigas et al., 1997 ; Umar et al., 2004) qui ont démontré que
les critéres révisés de Bethesda étaient moins spécifiques, expliquant 1’absence de mutations

pathogenes dans les genes MMR chez la plupart de nos patients.

Les critéres d’Amsterdam I ou II et Bethesda ne sont pas suffisants pour détecter tous les
patients portant un syndrome de SL, 20 a 25 % restent non diagnostiqués, les tests
moléculaires basés sur la recherche d'instabilité des microsatellites (MSI) ou analyses
immunohistochimiques (IHC) dans un CCR, sont généralement recommandés comme outils
pour seélectionner les patients a haut risque de SL: (tout cancer colorectal ou du
spectre :endométre, intestin gréle, urothélium, voies biliaires, estomac, ovaire) (Vasen et al.,
2009 ; Vindigni and Kaz, 2015 ; Kidambi et al., 2015).

La recherche de MSI a une sensibilité l[égerement supérieure a I’THC, a I’exception des
cas associés a une mutation du gene MSH6, pour lequel la sensibilité du test peut parfois étre
prise en défaut (Barnetson et al., 2006). Concernant I’THC, 1’anticorps peut parfois détecter
un fragment d’une protéine MMR normalement exprimée, mais non fonctionnelle,
augmentant le risque de faux négatif. Les deux techniques peuvent &tre biaisées sur des
tumeurs autres que colorectales, dont le cancer de I’endométre (Funkhouser Jr. et al., 2012).
L’utilisation combinée de ces deux techniques permet d’obtenir une sensibilité proche de

100% (Hampel H,et al.,2005).

Il semble que les tumeurs MSI sporadiques dériveraient d’adénomes sessiles festonnés, qui
affichent des caractéristiques moléculaires uniques incluant la mutation V600OE (c.1799A>T)
du gene BRAF(Funkhouser Jr. et al., 2012). La mutation du géne BRAF est présente dans
environ 60 a 70 % des tumeurs sporadiques, alors qu’elle est absente dans le cas du syndrome
de Lynch (Wang et al., 2003), ce qui peut conduire a un diagnostic differentiel.

Par ailleurs, Thiel et al. (2013) ont montré que la mutation V600E est souvent présente dans
le groupe de CCR sporadique présentant MSI-H (77,8%) et moins fréquemment retrouvée
dans le groupe des microsatellites stables (7,6%). Tous les cas du groupe MSI-H porteurs de
la mutation V600E du gene BRAF ont présenté une methylation du promoteur MLH1 détecté
par la technique MLPA-MS (methylation-specific ; Thiel et al., 2013 ; Yamamoto and Imai,
2015). En résumé, la présence d’une mutation du gene BRAF et d’une hyperméthylation
somatique du gene MLH1 est hautement prédictive de 1’absence de syndrome de Lynch,

méme s’il existe des exceptions (Crépin et al., 2012).
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A partir de nombreuses données de la recherche des marqueurs génétiques, des 2011, les
principales institutions de cancer et les organismes de santé publique ont créé le réseau de
dépistage du SL (LSSN pour Lynch Syndrome Screening Network) afin de le promouvoir en
analyse de routine, appliquée a tous les CCR et cancers de I'endométre (CE) nouvellement

diagnostiqués (Mange et al., 2015).

L’étape majeure pour l'identification des familles de SL se base sur le dépistage universel de
tous les nouveaux cas de CCR et CE a un age inférieur a 70 ans ou quelque soit 1’age au
diagnostic chez un individu dont un apparenté au premier degré a été atteint d’un cancer
colorectal ou du spectre SL par analyse MSI ou analyse IHC des protéines MMR. Cette
approche permettrait a terme, la détection de tous les cas de SL (Vasen et al., 2016). Les
efforts visant a identifier autant de personnes que possible avec un SL, permettra d'éviter plus
de cancers et sauver des vies (Hampel, 2016). Les analyses Génétiques du risque CCR

doivent étre incluses dans notre pratique clinique ordinaire.

Une analyse détaillée de I'histoire de la famille est un élément fondamental de cette
procédure, il est non seulement important pour l'identification des patients qui présentent un
risque élevé de cancer du cblon et devraient recevoir un conseil génétique, mais aussi
essentiel pour identifier les individus avec un risque modéré qui devraient bénéficier d'un
dépistage plus approfondi.

Cependant suite aux progrés qui ont permis d'obtenir I’analyse génétique du patient suspecté
d’étre atteint du SL, il se pose un défi majeur de diagnostic qui est la difficulté d'évaluer la
pathogénicité et interpréter I’impact de certaines mutations faux-sens ou des variations qui
touchent la séquence intronique, variant de signification biologique et clinique Inconnu
(VSI)(Rasmussen et al.,2012). Récemment, la bioinformatique a apporté une importante
contribution a la biologie moléculaire par :

= [|'exploitation textuelle de la littérature biologique ;

= [|'analyse des genes et I'expression des protéines ;

= |a comparaison des données génétiques et génomiques.
L’utilisation des logiciels bioinformatiques permet d’analyser rapidement 1’impact sur la
protéine et par conséquent sur le phénotype et a classer chaque variant selon sa pathogenicité.
Il serait intéressant dans le future d’adopter une certaine stratégie : ainsi, il est important de
corréler I’ensemble des données fonctionnelles obtenues par des méthodes variées :

- tests basés sur la connaissance de la biologie du systtme MMR, comme 1’évaluation

fonctionnelle des variants in silico.
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- analyse de I’activité du variant VSI a I’aide de tests fonctionnels in vitro évaluant la
fonction MMR.

Pour certains résultats qui peuvent toujours se révéler non contributifs, notamment lorsque les
résultats de tests fonctionnels sont difficiles a interpréter, comme les résultats intermédiaires
(Barnetson et al., 2008 ; Rasmussen et al., 2012), il est important d’inclure les données
cliniques car les altérations biochimiques séveres peuvent se refléter sur les caractéristiques
phénotypiques comme 1’dge de découverte et la présence de MSI, alors que les variants avec
peu ou pas d’altérations dans la fonctionnalité sont associés a un phénotype clinique variable
(Raevaara et al., 2005 ; Sijmons et al., 2013).
L’approche combinée reste la meilleure stratégie pour évaluer soit la responsabilit¢ d’un
variant dans la maladie (Rasmussen et al., 2012), soit éclaircir la compréhension de la
consequence sur la protéine dans le cas ou le phénotype clinique est en faveur de la maladie.
Seule une intégration fine de I’ensemble des données cliniques, génétiques, pathologiques, in
silico, in vitro ou ex vivo et possiblement in vivo fourniront une évaluation fiable de 1’impact

des variants dans la prédisposition au cancer.

Chez 85% de nos patients, des altérations sur 1’'un des génes MMR étudiés ne sont
pas retrouvées. Pour cela il serait interessant d’investiguer d’autres génes MMR tel que
PMS2, MLH3 et, I’EXOI. Une nouvelle stratégie a été commentée par Vindigni et Kaz
portant sur le développement de technologies telles que le séquencage de haut débit (NGS :
next-generation sequencing) qui permet le séquencage simultané de plusieurs génes
impliqués dans le SL et autres syndromes de cancer du c6lon héréditaire (Vindigni et Kaz,
2015).

La susceptibilité héritée a cette affection serait due a I’addition d’effets provenant de variants
appartenant a différents génes, ayant une fréquence allélique faible, un effet dominant et une
action indépendante. Chaque variant conférant un sur-risque moderé mais delectable de
provoquer 1’apparition de cancer (Bodmer, W et al. 2010). Cependant ’effet additif apporté

par chaque variant au risque de maladie est extrémement difficiles a explorer.

De plus, il est important d' étudier les mécanismes épigénétiques tel que I’hyperméthylation
des promoteurs de certains génes impliqués dans les voies intracellulaires impliqués dans la
cancérogenese colorectale, pourrait fournir des explications pour ces cas (Cheah, PY et al.
2009 ; Tuohy, TM et al. 2010). L'étude de ces génes pourrait permettre la compréhension de
mécanismes d’atteinte par le SL. Malgré ces avancées dans la génétique des CCR, il se

pourrait qu’il reste des patients portant un SL sans mutation prouvée dans n’importe quel géne
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étudié. Le mosaicisme germinal pourrait expliquer une fraction mineure de mutation
d’apparition de novo (Aretz, S et al. 2007; Hes, FJ et al. 2008) ou encore penser a la présence

d'un syndrome X dont le mécanisme génétique est encore inconnu.

Il est important de noter que nous avons mis en évidence de nombreux SNP des génes
MLH1 et MSH2 dans la plupart de nos patients. Cependant, il s’ agit seulement de leur
description dans la population d’étude ; I’évaluation du degres d’association de ces SNP et le
risque de CCR n’ était pas possible. Pour cela, d'autres études approfondies de type cas-
témoins seraient nécessaires pour préciser lI'impact réel de ces polymporphismes dans la

susceptibilité au CCR.
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................................................................................................................................................. Conclusion

Nous avons confirmé a travers notre étude genétique que les génes MSH2, MLH1 et
MSH®6 contribuent a la susceptibilité aux CCR de type HNPCC dans nos familles. Cependant
des conclusions définitives concernant la prévalence du syndrome de Lynch dans la
population algérienne ne sont pas possibles. Bien que la limite majeure dans notre travail est
le nombre réduit de I’effectif des cas analysés peut étre expliqué par : La rareté des cas de
CCR héréditaires (1 a 5%) répondant aux critéres de selection (criteres d’AMS I/11 et de
Bethesda), le manque de conscience et d’information concernant 1’intérét de dépistage et la
prévention contre un CCR familial et le refus de certains patients de participer dans de telles
études génétiques ; en outre la présence de certaines contraintes techniques (manque et non
disponibilité des moyens d’investigation moléculaire et histologique et le cout énorme des

produits ) qui ont rendu difficile le dépistage de ce type de cancer.

Le bénéfice et les avantages de ces tests génétiques dépendent de la disponibilité et du
degré d'accéptation de ces analyses par le patient et de ses apparentés. Une plus grande
attention devrait étre fournie a la sensibilisation de la population algérienne vis-a-vis de
I’importance du dépistage de telles maladies héréditaires. Pour cela, une collaboration
pluridisiplinaire entre cliniciens, généticiens et psycologues assurerait une éfficacité avérée de
cette opération de prévention et lutte contre le cancer.

L'exploration des génes MMR par séquencage et MLPA, dans ce travail, a permis le
développement des analyses génétiques et la mise en ccuvre d'un algorithme de diagnostic
pour l'identification du SL dans notre laboratoire de Biologie et Génétique Moléculaire a
Constantine.

Cependant, il devrait étre intéressant d'adopter un programme spécifique pour améliorer les
stratégies de l'identification des personnes a risque élevé de CCR. Donc, d'autres tests de
dépistage dans les tumeurs doivent étre effectués comme les analyses IHC et/ou MSI de tous
les CCR. Ceci peut étre un outil efficace pour identifier plus de SL dans les familles
algériennes. La surveillance des personnes a risque élevé pour le CCR empéche son
développement avancé et la prise en charge clinique pourrait réduire la mortalité par cancer

des malades et leurs familles.

Sur le plan recherche dans la génétique de CCR, Notre étude a permi l'identification
de nouveaux variants d’origine algérienne ayant contribué a enrichir la base de données

internationales des variations dans les genes MMR (LOVD). Notre travail continue... .
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Annexe |

Tableau A :Classification TNM des cancers colorectaux (AJCC 7éme édition 2010).

Tumeur primitive (T)
TIS = Carcinome in situ. Tumeur intra-épithéliale ou envahissant la lamina propria
sans extension & la sous-muqueuse
T1 = Tumeur infiltrant la sous-muqueuse sans la dépasser
T2 = Tumeur infiltrant la musculeuse sans la dépasser
T3 = Tumeur envahissant toute la paroi sans la dépasser
T4 = Tumeur dépassant la sereuse

Envahissement ganglionnaire (N)

NO = Absence de métastase ganglionnaire régionale
N1 = Métastase dans un a trois ganglions régionaux
- Nla =1 ganglion envahi
- N1b = 2 ou 3 ganglions envahis
- Nlc = présence d’emboles tumoraux dans la sous-séreuse sans métastase ganglionnaire
N2 = Métastase dans 4 ganglions régionaux ou plus
- N2a = 4 a 6 ganglions envahis
- N2b = 7 ganglions envahis ou plus
Nx = Statut ganglionnaire inconnu

Meétastases (M)

MO = Absence de métastase
M1 = Présence de métastases a distance

- M1a = limité a un site ou organe

- M1b = touchant plusieurs organes ou le péritoine
Mx = Statut métastatique inconnu

Tableau B : Critéres d’Amsterdam établis par I'international Collaborative Group(ICG-SL)

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

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

1. L’un des parents atteints est apparenté au 1 degré avec les deux autres.

2. Au moins deux générations successives sont atteintes

3. Aumoins un des diagnostics de CCR est porté avant I’age de 50 ans

4. Une polypose adénomateuse familiale doit étre exclue.

Criteres d’Amsterdam II (révisés) (Vasen et al., 1999)

Une famille comportant au moins 3 parents atteints d’un cancer histologiquement prouvé
appartenant au cancers associés aux CCR (spectre large du SL) : de I’estomac, des ovaires, de
I’endométre, de I’intestin gréle, de 1’uretére ou des cavités rénales, du cerveau et de la peau.Selon
les signes :

1. L’un des parents atteints est apparenté au 1* degré avec les deux autres.

2. Au moins deux générations successives sont atteintes.

3. Au moins un des CCR non polyposique, ou cancers associes doivent étre détectés avant 50

ans.
4. Une polypose adénomateuse familiale doit étre exclue pour les CCR.




Tableau C : Les criteres de Bethesda impliquant dans le syndrome de Lynch.

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

Individus avec des cancers dans leur famille qui répondent aux critéres d’ Amsterdam.

Individus avec deux tumeurs en relation avec leSL, incluant les CCR synchrones, métachrones
ou les cancers extra-coliques associés (ovaire, endometre, gastrique, intestin gréle, rein,
uretere..)

Individus avec un CCR et un parent au 1* degré avec un CCR et/ou un Cancer extra-colique
associés au SL et/ou un adénome colorectal ; un des cancers diagnostiqué avant 50 ans et les
adénomes avant 40 ans.

Individus avec un CCR ou de I’endométre diagnostiqué avant 50 ans

Individus avec un CCR du c6té droit avec une structure histopathologique indifférenciée
diagnostiqué avant 50 ans

Individus avec un CCR avec un type cellulaire en bague a chaton diagnostiqué avant 50 ans
Individus avec un adénome diagnostiqué avant 40 ans.

Criteres révisés de Bethesda(Umar et al., 2004)

Cancer colorectal diagnostiqué avant 1’dge de 50 ans.

Présence des tumeurs colorectales synchrones, métachrones ou d’autres tumeurs associées au
SL(ovaire, endométre, gastrique, intestin gréle, rein, uretére, cerveau, pancréas...)

CCR avec une histologie MSI-H (présence de lymphocytes infiltrant la tumeur, réaction
immunitaire identique a la maladie du Crohn, croissance médullaire) diagnostiqué chez les
patients de moins de 60 ans.

CCR diagnostiqué chez un ou plusieurs parents au 1°" degré avec des tumeurs en relation avec
leSL, avec un des cancers diagnostiqué avant 50 ans.

CCR diagnostiqué chez deux parents, ou plus, du 1*" ou 2" degré avec des tumeurs en relation
avec un SL indifféremment de 1’age.




Tableau D : Avantages et limites de I'immonohistochimie et de la recherche d’instabilité
microsatellitaire pour le dépistage du syndrome de Lynch.

INSTABILITE
MICROSATELLITAIRE

IMMUNOHISTOCHIMIE

» Sensibilité : 97 a ~100 %(Engel et
al., 2006) (Goel et al., 2010).

» Hautement reproductible

» Sensibilité : ~ 93 a 94 % (Hampel et al.,
2005) (Engel et al., 2006).
» Disponible dans de nombreux centres et

facilement réalisable techniquement

POAIEES »Oriente vers le geéne responsable, donc
réduit le colit de I’analyse moléculaire des
génes MMR

» Fiable méme quand faible pourcentage de
cellules tumorales.
> Nécessité d’étre équipé pour la >Probleme de bruit de fond des tumeurs
réalisation d’analyse moléculaire mucineuses et de fixation tissulaire ou autres
» Problémes des tumeurs mucineuses  probleme techniques résultant en un
non macrodissécables marquage faible ou hétérogéne
» Difficulté d’identifier les | »Mutations ne modifiant pas 1’épitope sont
défaillances du systtme MMR liéesa . reconnues par I’anticorps
des mutations du géne MSH6 car > Moins fiable sur des échantillons de petite
I’instabilité est plus faible taille
LIMITES » N’identifie pas le géne défectueux X Difficulté d’interprétation pour certaines

donc augmentation du col(t de

I’analyse moléculaire des
MMR

»Peu fiable quand faible pourcentage

genes

de cellules tumorales (<15-20%)
» Difficulté

défaillances du systtme MMR dans

d’identifier les

certains tissus (endométre,

urothélium) car instabilité plus faible

tumeurs (endometre, urothélium, systéme
nerveux central)
» Variabilité

observateurs.

d’interprétation entre




Annexe |1
Fiche de renseignements du patient

ANNEE ..o N°de Dossier.........cceevvviennnnnn.
NOM o Prénom:...................l
Date et lieu de naissance ........................ AL i
Etatcivil.........ooooiiii Nbre d'Enfants:.....................
Adresse @i, Telo
Origine ethnique:..........coccevvieriieniiieiecieee, Fonction :...........coooiiiinin.

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

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

Maladies cardiovasculaires : oui [ ] non[] Typede maladie........................
Autres ATCD Personnels. ......ooueiiiiiiii i e e e

Analyses biologiques
CA199......ooiiin. ACE. ..o Autres ..........oeennl.
Examens cliniques:

ENdOSCOPIC: . etti e

Thérapie et traitements:
Chirurgie seule .............oooiiiiiiiiiiiiin...
Chirurgie + CT ... CTseule:....coovvvviiininnnnnn..

Caractéristiques tumorales

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

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




Antécédents tumoraux personnels:

Antécédents familiaux :

Type de cancerduPere: ..................... TypedeCdelameére:................
Age de diagnostic........................ Age de diagnostic.....................
Typede Cdufrére:..............ooooeevintn. Typede Cdelasceur:...............
Age de diagnostiC................oceoeiinnnnl. Age de diagnostic.....................
Collatéraux:

Parent 1:.... ... Parent2 ...
Liende parenté:.............cccoovviiviiniinnnn. Lien de parenté:.......................
Age de diagnostic............eeviiieniinnnnn. Age de diagnostic.....................
Typedecancer ...........oevviviiiininnnnn... Typedecancer........................
Arbre généalogique :

Nom de I’investigateur ........................ Lieu d’investigation :......




Fiche de consentement du patient

Centre hospitalier Universitaire de Constantine
Gastroentérologie /Centre Anti cancéreux
Laboratoire de Biologie et génétique moléculaire
Etude génetique du Cancer colorectal

Dans le cadre de :

Etude de predisposition genétique 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

- Jaccepte ce type de recherche :
- Jem’oppose a ce type de recherche :

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

OUl NON

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

En lieu et date :

Signature du Médecin



Fiche de consentement du patient
Enfant mineur

Centre hospitalier Universitaire de Constantine
Gastroentérologie /Centre Anti Cancéreux
Laboratoire de Biologie génétique moléculaire
Etude génétique du Cancer colorectal

Dans le cadre de :

Etude de prédisposition génétique aux cancers colorectaux

Nous soussignés : Nom : Prénom :
Nom : Prénom :
Agissant en qualité de parents de I’enfant mineur

Nom : Prénom :
Date de naissance :

-Déclare avoir pris connaissance des informations explicatives concernant cette étude.
- I’accepte le prélevement concernant mon enfant mineur sous les conditions décrites en
gardant tous mes droits stipulés par la loi

- Jaccepte cetypederecherche :...........coooiiiiiiiiiiiii
- Jem’oppose a ce type de recherche 1............ccooiiiiiiiiiiiiiii

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

OuUl NON

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

En lieu et date :

Signature du Médecin :



Les étapes de I'extraction de I'ADN :

1- Preéparation 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 P’ ADN

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

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

3-Solubilisation de ’ADN :

L’ADN est réhydraté en ajoutant entre 300 et 1000 pL de TE 10 :1 selon la grosseur
de la pelote et la concentration souhaitee.

Laisser une nuit sur agitateur rotateur a 37°C, puis a température ambiante jusqu’a
dissolution compléte ( 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.

- L’échantillon est dilué au 1/100 dans 1’eau distillée (10 pl de I’ADN solubilisé dans

990 pL 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 nm / DO 280nm, la pureté¢ de ’ADN est
déterminée en indiquant la contamination de I’ADN par les protéines ou par les ARN.
On considere que

e L’ADN est suffisamment pur lorsque le rapport R = DO2s0/ DO2go €St compris entre
16et2 (1.6<R<2).
e L’ADN est contaminé par les protéines si: DO2e0/ DO2go < 1.6.
e [’ADN est contaminé par les ARN si: DOgze0/ DO2go > 2.
-Détermination de la concentration de ’ADN :
-Principe
La densité optique a 260 nm permet de calculer la concentration de I’ADN sachant que :
1 unité de DOz2s0 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 DO2s0o Nnm — 50 pg/ ml ’ADN
0.139 DO 2o MM ——K
X =0.139 x50 = 6.95 ug/ ml
Considérant que I’ADN est dilué a 1/100 , donc 6.95 x 100 = 695 pg/ ml. La
concentration de I’ADN en pg /ml = facteur de dilution x DO 260 x 50 pg / ml.



Fiche de Suivi technique

PCR n°: polymérases utilisées :
20 /]
Al A2 A3 A4 A5 Ab A7 A8 A9 Al0 All Al2
Bl B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 B11 B12
Cl C2 C3 C4 C5 C6 c7 C8 C9 C10 Cl1 C12
D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 C10 D11 D12
E1l E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 E10 E11l E12
F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12
Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9 G10 G1l1 G12
H1l H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H1l H12
Dimension spectrale
500 nm 700 nm
=i -
A
aire e 'H'H'HHHI'H% m?_
Capillaire N° 4= e EEEEEEEEEEE- - 3
11 11 LI 11 1] 11 g m
L TITIT TR TITTITTT =3 ?
Filtre Capillaire N LI Y O g
faisceau laser b Camera CCD

v ——

= |

b

Cellule de détection

Spectrographe

lentille concave

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
pble négatif (cathode) vers le pble positif (anode) du circuit électrique. Les données 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-émettre une fluorescence spécifique
perpendiculairement. Elle passe a travers un filtre qui va sélectionner uniquement 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.

Analyse informatique : Les étapes de I’analyse sont :

1) On obtient un électrophorégramme avec la signalisation des bases sur un code adapté.

2) On compare les séquences obtenues avec celles de référence a I’ceil nu. 11 est possible
d’utiliser un logiciel (logiciel SEQUENCHER) qui consiste a assembler et aligner des
séquences par rapport a la séquence de référence. On sauvegarde les corrections
éventuelles effectuées.

3) Impression des graphes aprés corrections.

4) Lorsque les séquences sens et antisens de tous les exons sont validées, elles sont
remises pour une « premiéere lecture ». Des contréles éventuels sont effectués sur une
nouvelle PCR, ou a partir d’une nouvelle extraction en cas de suspicion de résultat
pathologique. Une « seconde lecture » est obligatoire.

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

Déroulement de la manipulation de la MLPA

Il convient de noter que: Toute la manipulation est réalisée dans la glace avec
utilisation du matériel jetable neuf et tous les produits sont décongelés en avance de
leur utilisation.

Jour 1: Tous les ADNs (3témoins + 9 patients) sont dilués a 50ug/ml (cette concentra
tion permet a la fin de réaliser les calculs statistiques). lls sont stockés a
+4°C jusqu’a utilisation. En fin de journée (30 min ~) :

Dénaturation — Hybridation (toute la nuit) :

- Mettre 5 pul d’ADN dilué dans chaque puits de la plaque « année/ mois/ jour
hybridation MLPA kit P xxx » suivant le plan de travail ;

- Sceller avec un film adhésif (AB-0558 réf. SAP : 10121806) ;

- Déposer la plaque dans un thermocycleur ;

- Mettre un couvercle silicone (réf. : SAP 10017536) et fermer le couvercle ;

- Démarrer le programme « MLPA hybrid ». (étape 1 : dénaturation 5min a
98°C).

Durant la dénaturation préparer le mix hybridation :

- Probemix (Sondes spésifique du Kit)............. 21 ul;

- Le tampon de MLPA (MLPA buffer) ............ 21 ul;

Ensuite :



- Homogénéiser doucement (pipette ou retournement) ;

- Centrifuger brievement ;

- A 25°C (étape 2 : 5min 25°C) ouvrir le couvercle du thermocycleur ;

- Retirer délicatement le film adhésif en laissant la plaque dans le
thermocycleur ;

- Ajouter 3 pl du mix hybridation dans chaque puits, en mélangeant
doucement par aspiration avec la pipette ;

L’hybridation est en route... (étape 3 :1min a 95°C) ; (étape 4 : hybridation

16h a 60°C).

Jour 2 : fin de I’hybridation + ligation + PCR.

A la fin de I’hybridation, le thermocycleur passe a 54°C (étape 5: 15 min a

54°C + étape 6 : 15 min a 54°C) : température de ligation.

Pendant | étape 5, décongeler un tube bouchon transparent + un tube bouchon

blanc.

PREPARER LE MIX LIGATION :

= BaU e 350 pl ;

- Ligase 65 buffer A ................ 42 ul ;

- Ligase65bufferB ................. 42 ul ;

- SALSA Ligase-65 .................... 14 ul ;

Ensuite :

- Homogénéiser doucement ;

- Centrifuger brievement ;

- Ouvrir le couvercle Thermocycleur ;

- Retirer délicatement le film adhésif en laissant les tubes dans le
thermocycleur ;

- Ajouter 32 ul du mix ligation dans chaque tube, en mélangeant doucement
par aspiration avec la pipette ;

Ligation :

- (étape 6: ligation 15 min a 54°C) ; (étape 7 : désactivation de la ligase 5 min a 98°C)
(étape 8 : 0 a 4°C) ;
On peut stopper a cette étape. Conserver jusqu’a 5 jours a 4°.

PCR

Pour réaliser la réaction PCR, Préparer un mix tampon :

- Bl 364 ul ;

- PCR buffer (Tampon de PCR) ...... 56 ul ;

Ensuite :

- Homogenéiser doucement ;
- Centrifuger brievement ;



Distribuer 30 pl du mix tampon dans la plague «année mois jour PCR
MLPA Kit PXXX » ;

Avec la pipette multicanaux, distribuer 10ul du produit de ligation depuis la
plague «année mois jour hybridation MLPA kit P xxx » vers la plaque
« année mois jour PCR MLPA Kit P XXX » ;

Meélanger par aspiration avec la pipette, en changeant de pointes entre
chaque colonne ;

Mettre un nouveau film adhésif, placer le couvercle silicone et laisser dans
la glace ; Préparer le mix PCR :

= BAU e 77 Wl ;
- PCR enzyme dilution buffer ................... 28 pl;
- PCR primers Mix (CY 5.0) .................. 28 ul;
- SALSA Polymerase............... ... 7 ul;
Ensuite :

Homogénéiser doucement ;

Centrifuger rapidement ;

Mettre la plaque dans le thermocycleur ;
Lancer le programme « MLPA PCR » ;

A 60°C, ajouter 10 pul du mix polymérase dans chaque tube, en mélangeant
doucement par aspiration avec la pipette ;

Mettre un nouveau film adhésif, placer le couvercle silicone.

On peut stopper a cette étape. Conserver jusqu’a 5 jours a 4°.

Apres amplification par PCR :
Dépot des produits d’amplification sur I’analyseur de fragments Ceq 8800 ;
Préparation du plan de plaque sur Ceq :

Préparation de la plaque :

Diluer au 1/8 ®™ les produits PCR dans du SLS (Sample Loading Solution) ,
préparer une nouvelle plaque selon plan « année mois jour PCR MLPA kit
XXX » ©

Par puits : SLS .................. 3Bul;
produit d’amplification ........ 5ul;

Homogénéiser doucement et centrifuger brievement.

Préparer un mix marqueur de taille :

- Parpuits SLS.................. 9.5 ul;
- Marqueur 600 .................. 0.5 ul;
Ensuite :

Hmogenéiser doucement et centrifuger brievement ;



Dans une plaque Beckman distribuer 10 pl du mix marqueur de taille ;
Avec une multipipette déposer 20 ul des produits PCR au 1/8°™ ;
Ajouter une goutte d’huile minérale ;

Centrifuger brievement a 1000 tours/min.

Déposer sur le séguenceur :

Placer la ou les plaques de dépdts, le ou les bacs d’immersion, la ou les
plaques de tampon et leurs couvercles antiévaporation ;

préciser la position de la ou des plaques sélectionner la feuille de travail et le
projet associé pour chacune des plaques

Analyse des fragments

Imprimer tous les chromatogrammes de 1’étude.



Annexe 11
Gene MSH2
e c.942+ 3A>T (p.Val 265_GIn314del) :

Exon 5. sequence normale

atccagtggt atagaaatct tcgattttta aattcttaat tttagGTTGC

AGTTTCATCA CTGTCTGCGG TAATCAAGTT TTTAGAACTC TTATCAGATG
ATTCCAACTT TGGACAGTTT GAACTGACTA CTTTTGACTT CAGCCAGTAT
ATGAAATTGG ATATTGCAGC AGTCAGAGCC CTTAACCTTT TTCAGgtaaa

Mutation au début de I’ intron 5 gtlaa

CAG gtlaa Chez I'individu F3.1 Une mutation au
début de I'intron 5 du géne MSH2 touchant le 3°™® nucléotide (a>t).

e Levariant ¢.2210+11_2210+22del12

EXON 13 + INTRON normal

GCCCCAATATGGGAGGTAAATCAACATATATTCGACAAACTGGGGTGATA
GTACTCATGGCCCAAATTGGGTGTTTTGTGCCATGTGAGTCAGCAGAAG

GTCCATTGTGGACTGCATCTTAGCCCGAGTAGGGGCTGGTGACAGTCAAT
TGAAAGGAGTCTCCACGTTCATGGCTGAAATGTTGGAAACTGCTTCTATC
CTCAGgtaagtgcatctcctagtcccttgaagatagaaatgtatgtctcet
gtcctgtgagaaggaaaagtatatttgcagattctcatgtaaaaacatct
gagaatgtttgtcttagtttaatagttgttttcctgtggactttatatac

EXON 13 + INTRON mutant.

GCCCCAATATGGGAGGTAAATCAACATATATTCGACAAACTGGGGTGATA
GTACTCATGGCCCAAATTGGGTGTTTTGTGCCATGTGAGTCAGCAGAAG
GTCCATTGTGGACTGCATCTTAGCCCGAGTAGGGGCTGGTGACAGTCAAT
TGAAAGGAGTCTCCACGTTCATGGCTGAAATGTTGGAAACTGCTTCTATC
CTCAGgtaagtgcattgaagatagaaatgtatgtctct
gtcctgtgagaaggaaaagtatatttgcagattctcatgtaaaaacatct
gagaatgtttgtcttagtttaatagttgttttcctgtggactttatatac

Géne MLH1

e Lenouveau variant : ¢.881_884delTCAGIinsCATTCCTgg|étion
gtttagATCGTCTGGTAGAATCAACTTCCTTGAGAAAAGCCATAGAAACAt

GTGTATGCAGCCTATTTGCCCAAAAACACACACCCATTCCTGTACCTCAG
gtaatgtagcaccaaactcctcaaccaagactcacaaggaacagatgttc
tatcaggctctcctctttgaaagagatgagcatgctaatagtacaatcag
agtgaatcccatacaccactggcaaaaggatgttctgtcccttcttacag insertion
gtttagATCGTCTGGTAGAATCAACTTCCTTGAGAAAAGCCATAGAAACA ‘
GTGTATGCAGCCTATTTGCCCAAAAACACACACCCATTCCTGTACCCATTCCT
gtaatgtagcaccaaactcctcaaccaagactcacaaggaacagatgttc
tatcaggctctcctctttgaaagagatgagcatgctaatagtacaatcag

agtgaatcccatacaccactggcaaaaggatgttctgtcccttcttacag



Séquence de reference de la protéine MLH1

MSEVAGVIRRLDETVVNRIAAGEVIQRPANATKEMIENCLDAKSTSIQVIVKEGGLKLIQ
IODNGTGIRKEDLDIVCERFTTSKLOSFEDLASISTYGFRGEALASISHVAHVTITTKTA
DGKCAYRASYSDGKLKAPPKPCAGNQGTQITVEDLFYNIATRRKALKNPSEEYGKILEVV
GRYSVHNAGISFSVKKQGETVADVRTLPNASTVDNIRSIFGNAVSRELIEIGCEDKTLAF
KMNGYISNANYSVKKCIFLLFINHRLVESTSLRKAIETVYAAYLPKNTHPFLYLSLEISP
ONVDVNVHPTKHEVHFLHEESILERVOQHIESKLLGSNSSRMYFTQTLLPGLAGPSGEMV
KSTTSLTSSSTSGSSDKVYAHQOMVRTDSREQKLDAFLOPLSKPLSSQPQAIVTEDKTDIS
SGRARQODEEMLELPAPAEVAAKNQSLEGDTTKGTSEMSEKRGPTSSNPRKRHREDSDVE
MVEDDSRKEMTAACTPRRRIINLTSVLSLOEEINEQGHEVLREMLHNHSEFVGCVNPQWAL
AQHQOTKLYLLNTTKLSEELFYQILIYDFANFGVLRLSEPAPLFDLAMLALDSPESGWTEE
DGPKEGLAEYIVEFLKKKAEMLADYFSLEIDEEGNLIGLPLLIDNYVPPLEGLPIFILRL
ATEVNWDEEKECFESLSKECAMEFYSIRKQYISEESTLSGQQSEVPGSIPNSWKWTVEHIV
YKALRSHILPPKHFTEDGNILQLANLPDLYKVFERC.

Séquence de reference de la protéine MSH2
MAVQPKETLQLESAAEVGFVRFFQGMPEKPTTTVRLFDRGDFYTAHGEDALLAAREVEKT
QGVIKYMGPAGAKNLQSVVLSKMNFESFVKDLLLVRQYRVEVYKNRAGNKASKENDWY LA
YKASPGNLSQFEDILFGNNDMSASIGVVGVKMSAVDGQRQVGVGYVDSIQRKLGLCEFPD
NDQFSNLEALLIQIGPKECVLPGGETAGDMGKLRQIIQRGGILITERKKADFSTKDIYQD
LNRLLKGKKGEQMNSAVLPEMENQVAVSSLSAVIKFLELLSDDSNFGQFELTTFDFSQYM
KLDIAAVRALNLFQGSVEDTTGSQSLAALLNKCKTPQGQRLVNQWIKQPLMDKNRIEERL
NLVEAFVEDAELRQTLQEDLLRRFPDLNRLAKKFQRQAANLQDCYRLYQGINQLPNVIQA
LEKHEGKHQKLLLAVFVTPLTDLRSDFSKFQEMIETTLDMDQVENHEFLVKPSFDPNLSE
LREIMNDLEKKMQSTLISAARDLGLDPGKQIKLDSSAQFGYYFRVTCKEEKVLRNNKNFES
TVDIQKNGVKFTNSKLTSLNEEYTKNKTEYEEAQDAIVKEIVNISSGYVEPMQTLNDVLA
QLDAVVSFAHVSNGAPVPYVRPAILEKGQGRIILKASRHACVEVQDEIAFIPNDVYFEKD
KOMFHIITGPNMGGKSTYIRQTGVIVLMAQIGCFVPCESAEVSIVDCILARVGAGDSQLK
GVSTFMAEMLETASILRSATKDSLIIIDELGRGTSTYDGFGLAWAISEYIATKIGAFCMFE
ATHFHELTALANQIPTVNNLHVTALTTEETLTMLYQVKKGVCDQSFGIHVAELANFPKHV
IECAKQKALELEEFQYIGESQGYDIMEPAAKKCYLEREQGEKI IQEFLSKVKQMPFTEMS
EENITIKLKQLKAEVIAKNNSFVNEIISRIKVTT.

Séquence de reference de la protéine MSH®6 :
MSRQSTLYSFFPKSPALSDANKASARASREGGRAAAAPGASPSPGGDAAWSEAGPGPRPL
ARSASPPKAKNLNGGLRRSVAPAAPTSCDFSPGDLVWAKMEGY PWWPCLVYNHPFDGTFI
REKGKSVRVHVQFFDDSPTRGWVSKRLLKPYTGSKSKEAQKGGHFYSAKPETLRAMQRAD
EALNKDKIKRLELAVCDEPSEPEEEEEMEVGTTYVTDKSEEDNEIESEEEVQPKTQGSRR
SSRQIKKRRVISDSESDIGGSDVEFKPDTKEEGSSDEISSGVGDSESEGLNSPVKVARKR
KRMVTGNGSLKRKSSRKETPSATKQATSISSETKNTLRAFSAPQONSESQAHVSGGGDDSS
RPTVWYHETLEWLKEEKRRDEHRRRPDHPDFDASTLYVPEDFLNSCTPGMRKWWQIKSQN
FDLVICYKVGKEFYELYHMDALIGVSELGLVFMKGNWAHSGFPETIAFGRYSDSLVQKGYKV
ARVEQTETPEMMEARCRKMAHISKYDRVVRREICRIITKGTQTYSVLEGDPSENYSKYLL
SLKEKEEDSSGHTRAYGVCEVDTSLGKFFIGQFSDDRHCSRFRTLVAHYPPVQVLFEKGN
LSKETKTILKSSLSCSLQEGLIPGSQFWDASKTLRTLLEEEYFREKLSDGIGVMLPQVLK
GMTSESDSIGLTPGEKSELALSALGGCVFYLKKCLIDQELLSMANFEEYIPLDSDTVSTT
RSGAIFTKAYQRMVLDAVTLNNLEIFLNGTNGSTEGTLLERVDTCHTPFGKRLLKQWLCA
PLCNHYAINDRLDAIEDLMVVPDKISEVVELLKKLPDLERLLSKIHNVGSPLKSQNHPDS
RATMYEETTYSKKKIIDFLSALEGFKVMCKIIGIMEEVADGFKSKILKQVISLQTKNPEG
REPDLTVELNRWDTAFDHEKARKTGLITPKAGFDSDYDQALADIRENEQSLLEYLEKQRN
RIGCRTIVYWGIGRNRYQLEIPENFTTRNLPEEYELKSTKKGCKRYWTKTIEKKLANLIN
AEERRDVSLKDCMRRLEFYNFDKNYKDWQSAVECTIAVLDVLLCLANYSRGGDGPMCRPVIL
LPEDTPPFLELKGSRHPCITKTFFGDDFIPNDILIGCEEEEQENGKAYCVLVTGPNMGGK
STLMRQAGLLAVMAQMGCYVPAEVCRLTPIDRVFTRLGASDRIMSGESTFFVELSETAST
LMHATAHSLVLVDELGRGTATFDGTAIANAVVKELAETIKCRTLFSTHYHSLVEDYSQNV
AVRLGHMACMVENECEDPSQETITFLYKFIKGACPKSYGFNAARLANLPEEVIQKGHRKA
REFEKMNQSLRLFREVCLASERSTVDAEAVHKLLTLIKEL.



5024 P072.D10_10050310UX

date :

29042010

Confidence limit (CL) 0.500%
Standard error 294%
Patient Control

Probe Dosage P Size “Height Est "Relhght " Sqrt(Rel hght) Size “Height  Est  "Relhght " Sart(Relhght)
Ctrit 1033 63596% 128 16466 76368 76880 0993 0897 128 16448 2213267 23007 0962 0981
EPCAM_3 1068 32071% 135 18336 69983 74403 0941 0970 135 18323 1965867 22331 0880 0938
MSH6_7 1088 26824% 142 20031 51180 72307 0708 0841 142 20022 14155 21760 0651 0807
MLH1_1a 1033 62668% 149 22070 72516 69951 1037 1018 149 22066 21198 21119 1004 1.002
Ctrl2 0963 52.069% 154 23759 61145 68119 0898 0947 154 23761 19211 20620 0932 0965
MSH6_8 1048 46.964% 160 25680 67318 66151 1018 1.009 160 25684 19501 20085 0971 0985
MLH1_1b 1026 70720% 167 27932 64158 63984 1003 1.001 167 27944 1904867 19497 0977 0988
MSH6_9 1097 22474% 174 30193 43932 61944 0709 0842 174 30196 1224967 18946 0647 0.804
Ctrl3 0978 64689% 184 33608 69703 59013 1181 1087 184 33716 2191767 18151 1208 1099
EPCAM_8 0996 91.246% 190 36130 50383 57126 0882 0939 190 36149 15618 17641 0885 0.941
MSHE_10 1020 78.315% 196 38436 58674 55436 1058 1029 196 38466 1783733 17183 1038 1019
MSH2_up 0998 93780% 203 41144 38745 53560 0723 0.851 203 41183 12091 16677 0725 0851
MSHE_1a 0.350 A 209 43744 19874 51862 0383 0619 209 43755 1775933 16225 1095 1046
MSH6_3 0923 30.777% 23 49631 25337 48341 0524 0724 223 49693 8670333 15271 0568 0753
Ctrid 1053 44.147% 229 52528 44625 46755 0954 0977 229 52603 1345867 14845 0907 0852
MSHE_5a 0932 31797% 238 56877 29160 44533 0655  0.809 239 56943 1000833 14252 0702 0838
MSHE_da 0964 52268% 243 61206 38644 42452 0910 0954 248 61357 12936 13698 0944 0872
Ctrl5 0957 43537% 256 65507 39727 40578 0979  0.989 256 65645 1350333 13200 1023 1011
MSHE_2a 0966 56659% 266 70793 31244 38495 0812 0901 266 70845 10627 12647 0840 0817
MSH6_5b 0970 58822% 275 75482 34017 36767 0925 0962 275 75502 1162867 12192 0954 0877
Ctrl 1031 63693% 282 79552 38073 35374 1076  1.037 282 79513 12345 11830 1044 1022
MUTYH_16 292 85416 33896 33525 1011 1006 292 85369 1186467 11343 1046 1023
MSHE_1b ] ] 302 91210 2878 31864 0090 0.301 302 91136 3416 10909 0313 0560
EPCAM_9a 0862 1284% 312 97144 30625 30319 1010 1005 312 97063 1230367 10506 1171 1082
MLH1_1c 0945 23684% 320 102419 42055 29067 1447  1.203 320 102323 15582 10181 1530 1237
MSHE_1c 0.382 LA 330 108742 7020 27703 0253 0503 330 108603 6481667 0831 0658 0812
KCNK12_2 0.344 339 114623 14809 26557 0558  0.747 338 114481 15448 0537 1620 1273
MSH6_2b 1116 5468% 345 119640 33785 25667 1316 1147 345 119479 1097667 0310 1179 1086
MSH2_1 1147 3767% 354 125304 24408 24739 0990 0.995 354 125165 7834333 0078 0863 0929
MSHE_db 1073 39.566% 365 133378 14138 23601 0599 0774 365 133179 4908667 8791 0558 0747
ctri7 0953 46.682% 375 140385 16367 22736 0720 0.848 374 140031 6480333 8582 0755 0869
MSH6_6 0999 94674% 385 148317 19448 21895 0888 0942 385 148179 7444667 8373 0889 0843
MUTYH_2 0987 77.608% 404 162925 22974 20694 1110  1.054 403 162764 9103667 8094 1125 1061
EPCAM_down 0992 81810% 413 170866 31910 20212 1579 1256 413 170882 1271367 7990 1591 1261
MUTYH_3 0953 35988% 421 477132 22927 19910 1152 1.073 421 177000 9578333 7928 1208 1099
EPCAM_Sb 1048 36.774% 430 184866 32194 19626 1640 1281 430 184717 12333 7878 1566 1251
Ctrig 1023 73.007% 438 191730 22900 19452 1477 1.085 438 191500 9040 7854 1151 1073
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0911 Analytical probes (MSH6)
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Figure B : Feuille de calcul Excel utilisée par le logiciel associé pour obtenir les profils MLPA d’un sujet sain témoin et de la patiente F2 avec la

délétion c.1-?_260 + del.



Tableau E : Récapitulatif de I'aspect mutationnel des génes étudiés dans les familles (AMS et
BETH) ayant des antécédents de tumeurs.

Nombre
Nombre d'apparentés Nombre
d'apparentés (sains + La mutation familiale d'apparent
Cas index atteints atteints) (gene) és porteurs
d'une famille analyses de la
(AMS ou BETH) mutation
familiale
F3.1 13 (Fig.42) 7 (tab.11) c.942+3A>T 5 (tab.14)
(AMS) €.2210+11 2210+22del12
(MSH2)
F5 (BETH) 2 0 / 0
F7 (BETH) 1 0 / 0
F9 (BETH) 2 0 €.1020C> G (MLH1) 0
F10.1(AMS) 8 (Fig.54) 6 (Fig.54) c.881 884delTCAGInsCAT | 3 (Fig.54)
TCCT (MLH1)
F13 (BETH) 1 0 / 0
F16 (BETH) 1 0 / 0
F17.1 (BETH) 3 4 / 0
F18 (BETH) 2 0 / 0
F20 (BETH) 2 0 / 0
F23 (AMS) 4 0 / 0
F25 (BETH) 1 0 / 0
F26 (BETH) 3 2 / 0
F27 (AMS) 3(Fig.46) 0 c.1030C>T 0
C.728G>A (MSH2)
F28(BETH) 2 0 / 0

Dans la figure C, sont représentés les arbres généalogiques de certaines familles incluses dans

notre étude et répondant aux critéres (AMS et BETH) avec des antécédents familiaux :
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Arbre généalogique de la famille F5.
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Arbre généalogique de la famille F28.

Figure C : Arbres généalogiques des patients SL étudiés.
L’age au moment de diagnostic est désigné par un chiffre, 'dge de décés par un chiffre précédé de la lettre
«d». Les types de cancer(s) sont désignés par les symboles suivants : C cancer du colon, CG cancer du colon
gauche, CD cancer du colon droit, COV cancer de I'ovaire et U cancer de l'utérus.



Résumé

Le cancer colorectal (CCR) constitue actuellement un probléeme majeur de santé
publique en Algérie. Parmi les formes héréditaires de ce cancer, le syndrome de Lynch (SL)
ou Hereditary Non-Polyposis Colorectal Cancer (HNPCC) qui est une maladie autosomique
dominante caractérisée par I'apparition précoce du CCR. Ce syndrome est lié aux mutations
germinales dans les génes de réparation des mésappariements (MMR) de I'ADN.

Le travail que nous avons accompli a été consacré a I'étude de la corrélation moléculaire entre
le CCR et les mutations se produisant dans les génes de réparation MLH1,MSH2 et MSH6
chez 27 familles algériennes non apparentées.

La recherche de mutations germinales a été éffectuée par séquencage de tous les exons
et les parties introniques adjacentes de ces genes. La technique Multiplex Ligation dependent
Probe Amplification (MLPA) a été utilisée pour détecter les grands réarrangements
génomiques (délétions/duplications), lorsque nous constatons une absence de mutations

ponctuelles.

Des mutations pathogénes ont été identifiées dans 15% des familles avec suspicion
clinique de SL. Deux nouveaux variants, décrits pour la premiére fois dans les familles
algériennes, ont été identifiés dans MLH1, ¢.881 884delTCAGinsCATTCCT et une grande
délétion dans le gene MSHS6. Les variants du géne MSH2: ¢.942+3A>T et ¢.1030C>T les plus
fréquemment décrits étaient également détectés dans nos familles. En outre, les SL causés par
les mutations du MSH6 peuvent survenir a un age précoce comparable a celui des patients

ayant subit une mutation en MLH1 ou MSH2.

Suite a nos résultats, nous avons confirmé que MSH2, MLH1 et MSH6 contribuent a la
susceptibilité au CCR dans nos familles, notre travail nous a permis la mise en ceuvre d'un
algorithme de diagnostic pour l'identification des patients atteints de SL et leurs apparentés
dans les familles algériennes, pouvant aider a la prise en charge de ces patients et la

surveillance médicales de leurs apparentés a risque.

Mots-clés : familles algériennes- HNPCC - syndrome de Lynch- MLH1- MSH2- génes MMR.



Abstract

Colorectal cancer (CRC) is currently a major public health problem in Algeria.
Among the hereditary forms of this cancer, Hereditary Non-Polyposis Colorectal Cancer
(HNPCC) is an autosomal dominant disorder characterized by the early onset of CRC. This
syndrome is linked to germline defects in Mismatch Repair (MMR) genes. The work we have
done has been devoted to studying the molecular correlation between CRC and mutations
occurring in the MLH1, MSH2 and MSH6 repair genes in 27 unrelated Algerian families.

The search for germline mutations was tested by sequencing all exons and adjacent
intronic sequences. Multiplex ligand-dependent probe amplification (MLPA) technique was
used for testing large genomic rearrangements (deletion / duplication), when we observed no

point mutations.

Pathogenic mutations were identified in 15 % of families with clinical suspicion on
HNPCC. Two novel variants described for the first time in Algerian families were identified
in MLH1, ¢.881_884delTCAGInsCATTCCT and a large deletion in MSH6 gene from a young
onset of CRC. Moreover, the variants of MSH2 gene: ¢.942+3A>T et ¢.1030C>T, the most
described ones, were also detected in our families. Furthermore, the families HNPCC caused
by MSH6 germline mutation may show an age of onset that is comparable to this of patients
with MLH1 and MSH2 mutations.

According to our results, we confirmed that MSH2, MLH1, and MSHG6 contribute to
CRC susceptibility. This work represents the implementation of a diagnostic algorithm for the
identification of Lynch syndrome patients in Algerian families, which can assist in the

management of these patients and the medical supervision of their relatives at risk.

Keywords: Algerian families-Hereditary Non Polyposis Colorectal Cancer- Lynch syndrome
- MLH1 and MMR genes.
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Etude des genes de prédisposition aux cancers colorectaux : Syndrome de Lynch

Thése présentée en vue de I’obtention du diplome de Doctorat en Science

Le cancer colorectal (CCR) constitue actuellement un probléeme majeur de santé publique en
Algérie. Parmi les formes héréditaires de ce cancer, le syndrome de Lynch (SL) ou Hereditary Non-
Polyposis Colorectal Cancer (HNPCC) qui est une maladie autosomique dominante caractérisée par
I'apparition précoce du CCR. Ce syndrome est lié aux mutations germinales dans les génes de réparation
des mésappariements (MMR) de I'ADN.

Le travail que nous avons accompli a été consacré a I'étude de la corrélation moléculaire entre le CCR et
les mutations se produisant dans les génes de réparation MLH1,MSH2 et MSH6 chez 27 familles
algériennes non apparentées.

La recherche de mutations germinales a été éffectuée par séquencage de tous les exons et les parties
introniques adjacentes de ces genes. La technique Multiplex Ligation dependent Probe Amplification
(MLPA) a été utilisée pour détecter les grands réarrangements génomiques (délétions/duplications),
lorsque nous constatons une absence de mutations ponctuelles.

Des mutations pathogenes ont été identifiées dans 15% des familles avec suspicion clinique de SL.
Deux nouveaux variants, décrits pour la premiére fois dans les familles algériennes, ont été identifiés dans
MLH1, ¢.881 884delTCAGIinsCATTCCT et une grande délétion dans le gene MSH6. Les variants du
géne MSH2: ¢.942+3A>T et ¢.1030C>T les plus fréguemment décrits étaient également détectés dans
nos familles. En outre, les SL causés par les mutations du MSH6 peuvent survenir a un age précoce
comparable a celui des patients ayant subit une mutation en MLH1 ou MSH2.

Suite a nos résultats, nous avons confirmé que MSH2, MLH1 et MSH6 contribuent a la susceptibilité
au CCR dans nos familles, notre travail nous a permis la mise en ceuvre d'un algorithme de diagnostic pour
I'identification des patients atteints de SL et leurs apparentés dans les familles algériennes, pouvant aider a
la prise en charge de ces patients et la surveillance médicales de leurs apparentés a risque.

Mots-clés : Familles algériennes- HNPCC - Syndrome de Lynch- MLH1- MSH2- genes MMR.

Laboratoire de recherche : Biologie et génétique moléculaire.
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