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Présentation de I'unité de génétique médicale etahcogénétique
UGMO du CHU Hassan Il

Notre stage s’est déroulé dans l'unité de génétiméeicale et d’'oncogénétique UGMO
au sein du laboratoire central d’analyse médicdiesentre hospitalier et universitaire CHU
Hassan Il de Fes.

L’'unité de génétique médicale et d’oncogénétigeprasente une premiere expérience
dans un CHU au Maroc, aprés I'INH et l'institut Bas de Rabat, elle est activement mise en
place depuis sa création en Mars 2009.

Elle est subdivisée en deux disciplines : la géuétimédicale et 'oncogénétique.

La génétique médicale par les méthodes de cytagéeépermet la mise en évidence
des anomalies chromosomiques.

L’'oncogénétique est une nouvelle discipline, qui @&sociation avec |'anatomie
pathologique devient une méthode clé pour le disfimen cancérologie.
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Ainsi la cytogénétique et la biologie moléculairens devenues des outils
complémentaires et nécessaires pour le choix derrant et pour une meilleure prise en
charge des patients.

Les animations de l'unité comprennent des staffalbmadaires, des conférences et des
formations continues.

INTRODUCTION

L’oncogénétique est une nouvelle discipline qudéu’origine génétique des tumeurs
solides. Cette définition restrictive a aujourd’thaissé place a une définition beaucoup plus
large, puisqgu’elle parle de I'étude des anomal@setjques des cancers. Cette discipline est
ainsi née durant ces vingt derniéres années &t diée progrés de la biologie moléculaire. Il
est aujourd’hui admis que le développement d'uneetur résulte de I'altération des processus
de contrdle de la croissance, de l'organisatiodesta mort cellulaire. Cette altération des
meécanismes cellulaires normaux est le résultatagguisition de mutations dans trois types
principaux de genes:

-les proto-oncogenes, qui codent pour des prot@uemterviennent le plus souvent, dans les
voies de signalisation régulant le cycle cellulaifgres mutation, ces proto-oncogénes
deviennent des oncogénes dominants.

-les genes suppresseurs de tumeurs : sont implidads le contrdle du cycle cellulaire et
aussi dans I'adhésion cellulaire.

-les génes codant pour des enzymes impliqués damsdcanismes de réparation de 'ADN et
dont les mutations provoquent une instabilité doogée a I'origine du développement des
tumeurs.

Le cancer colorectal occupe le deuxiéme rang deseca dans le monde avec une
probabilité d’étre atteint de CCR au cours de ka de 5% [1]. lls représentent 25% des
cancers digestifs avec un risque élevé dans legldanmatteintes de cancers a transmission
héréditaire. Au Maroc lincidence est mal connue Rabsence d'un registre national,
cependant il y a des registres regionaux : regigsigs cancers de Rabat, registre du
Casablanca. En oncogénétique, les outils moléeslalans le diagnostic précoce du cancer
colorectal représentent une méthode clé dans ¢masdic et I'évaluation de la prédisposition
héréditaire dans les familles a haut risque.

Ces outils moléculaires qui se développent tresdeapent a I'heure actuelle sont
généralement effectués a partir de 'ADN extraitnaiatériel tissulaire et étudié ensuite « en
tube » sans repere morphologique. De plus ils soavent effectués au sein de plateformes
de biologie moléculaire lourdes, car elles nécessiin équipement de plus en plus onéreux
et un personnel trés qualifié, biologistes moléceta ingénieurs, bio-informaticiens, etc.

Vu l'intérét des outils moléculaires en diagnostgs tumeurs et en particulier le cancer
colorectal, I'unité de génétique médicale et d'geawretique (UGMO) du centre Hospitalier et
universitaire CHU Hassan IlI, a tracé parmi sesqgaux objectifs, la mise en place de la
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plateforme nécessaire pour le diagnostic des nedaxdincéreuses dans le but de garantir aux
patients une meilleur prise en charge et un bongstic.

Ce présent travail consistera d’abord en une émdsunohistochimique pour I'étude
de I'expression tissulaire des protéines de réjparaes mésappariements de ’ADN, et par la
suite I'application de biologie moléculaire pouarfalyse du matériel génomique (a partir de
sang et de tissus tumoraux) de patients atteintgameer colorectal (extraction d’ADN
génomique, PCR, séquencage des régions d’inténéteffet, on sera amené a amplifier les
genesBRAF et KRASqui seront alors séquencés en vue de mettre derde la présence ou
non de la mutation caractéristique de ces gengmrda suite la mise au point de la PCR des
genes de réparation des mésappariements a fin tdemilger I'instabilité microsatellitaire
responsable du cancer colorectal sporadique.

ETUDE
BIBLIOGRAPHIQUE
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Le cancer colorectal

Le cancer colorectal représente un probleme mdgesanté publique. C’est le cancer le
plus fréquent en France, et il représente présHée de 'ensemble des cancers. On estime a
33 500 le nombre de nouveaux cas de cancer cabneat an, dont 22 000 cas environ de
cancers du colon (Réseau FRANCIM). L'incidence aeigt@ régulierement mais de fagon
modeérée (3 a 5% par an). Il existe une prédominaraseuline, mais qui est cependant moins
marquée que pour le cancer du rectum. La fréquangenente régulierement avec l'age ;
'age moyen au moment du diagnostic étant de 70eangon. Le majeur des cancers du
colon se développent a partir d'un polype adénonxatéa survie relative (déces dus au
cancer) des patients atteints de cancers coloseettde 53% a 5 ans, tous stades confondus.
Pendant les deux derniéres décennies, le prombssicancers colorectaux s'est amélioré en
raison du diagnostic plus précoce et de la réduat® la mortalité opératoire. D’'importants
progres ont été réalisés ces derniéres annéesddamomaines aussi variés que la génétique
moléculaire, le dépistage, la prise en charge méticurgicale et la chimiothérapie.

I-Epidémiologie du cancer du colon :

Le cancer du colon se développe a partir de la muqueuse du (gros intestin) ou colon.

Dans 70% des cas, la tumeur se développe dangr®eisie (boucle située dans la fosse
iliaque gauche). Les cancers du colon et du rectant assez semblables, on les regroupe
sous le terme de cancer colorectal.

C’est le second cancer, en termes de fréquence,latiemme (apres le cancer du sein)
et le troisieme chez 'homme (apres le cancer dunpam et celui de la prostate). (Fédération
nationale des centres de lutte contre le canc8)20

Le cancer colorectal est le quatrieme cancer damadnde. Les cancers de l'intestin
(cblon et rectum) sont la troisieme cause de mit#tall Maroc derriere les cancers du sein et
du poumon. C’est ce qu'a expligué le 9 octobre &aBkanca, Dr Mounir Bachouchi,
cancérologue au Centre d’oncologie Al-Azhar de Rabamembre de la Société Marocaine
de Cancérologie. Au Maroc l'incidence est mal canrnu I'absence d’un registre national,
cependant il y a des registres régionaux dont terecile registre des cancers de Rabat,
registre de cancer du Casablanca.

D’apreés le registre des cancers de Rabat pourda905, le cancer du colon a Rabat
est relativement peu fréquent. Son incidence esther des incidences retrouvées par les
autres registres de cancer au Maghreb (exceptéybre)Let reste trés inférieure aux
incidences observées dans les pays occidentaulgpmn ou en Chine (Registre des cancers
de Rabat, 2005)
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Alors que dans la région du grand Casablanca,idi@mce du cancer colorectal est de
5,3 nouveaux cas/100000 habitants, a savoir 192masg)istrés en 2004. La moyenne d’age
étant de 56 ans avec des cas extrémes de 17-83d angpartition par sexe du cancer
colorectal est de 51% femmes et 49% hommes. (Regiss cancers de la région du grand
Casablanca, 2007).

En France, il est au premier rang des cancerslpsuleux sexes, avec 33 500 nouveaux
cas par an (16)

L’incidence la plus faible (<10 pour 10 000 habitgrest observée dans les pays en
voie de développement d’Asie et d’Afrique. L'inciae la plus élevée est observée en
Ameérique du Nord, en Australie et en Nouvelle-Zd&30-50 pour 10 000 habitants).

L’incidence du cancer du colon au sein des popmnratgui émigrent d’'un pays a faible
incidence vers un pays a forte incidence rejoitiea pays d’accueil en une génération, ce
qgui témoigne de l'intervention de facteurs d’enmimement. La probabilité d’étre atteint d’'un
cancer colorectal au cours de la vie est de 5% [2].

Le cancer colique est rare avant 50 ans (6% des lcascidence augmente ensuite
rapidement avec I'age. La proportion de cas diatippads double chaque décennie entre 40 et
70 ans dans les deux sexes. L'’age moyen au diagmesstde 69 ans chez 'lhomme et 72ans
chez la femme.

L’augmentation de l'incidence du cancer colique rpaiti Etre liée au vieillissement de
la population. [3]
lI-Facteurs de risque :

Tous les cancers sont causés par des mutatiorenés gqui contrélent des aspects de la
biologie cellulaire comme la multiplication et ldgférenciation cellulaires.

Les tests moléculaires en cancérologie, consistaartalyser les génes de la personne
atteinte, qui prédisent partiellement le futur éélezci, et les genes de la tumeur, qui prédisent
partiellement le futur de la tumeur.

Le cancer est I'émergence d'un clone cellulaire pralifere, envahit, et métastase
malgré les différents niveaux de controle de l'oigme. Ceci n'est possible que par
I'accumulation de nombreuses anomalies génétiqLes]

Naissance Années

Altérations génétiques (AG)
successives *
au cours de la vie
‘ Métastases

Cancer

Cancer localisé Processus Multiétapes  Cancer avec extension

loco-régionale

Figure 1: le processus multiétapes du cancer
Plusieurs génes présentent une expression alténsdeks cellules tumorales. [101]. Les
altérations peuvent étre :
- des mutations.
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- Des translocations.

- Divers réarrangements chromosomiques.

- Des délétions.

- Des amplifications géniques.

- Des pertes ou gains de chromosomes entiers.

- Des mécanismes épigénétiques (Méthylation de I’ADN).

e Les cellules cancéreuses :

Les cellules cancéreuses résultent de plusiedsatitins géniques successives.
Les caractéristiques des cellules cancéreusegsseitiellement :
- Capacité de croissance.

- Insensibilité aux inhibiteurs physiologiques de la croissance cellulaires.
- Echappement a I'apoptose.

- Capacité de se diviser de fagon illimitée.

- Capacité d’induire une néo-angiogenese.

- Capacité d’invasion et de métastases.

- Modifications cytologiques.

Les facteurs de risques impliqués dans le canderemal sont :
1) Facteurs d’environnement :

Les différents facteurs de risque impliqués dansancérogenese colorectale figurent
dans le tableau ci-dessous [4]:
Tableau 1: Facteurs de risque impliqués dans la cancérogesadsrectale [4]
Facteurs associés a une augmentation gé&acteurs associés a une diminution du

risque de tumeur colorectale risque de tumeur colorectale

Exces calorique, obésité, sédentarité Légumes, en particulier cruciferes (chouk,
navets, brocolis)

Repas fréquent, grignotage Fibres (surtout les fibres des légumes et |es
son de bl§

Viandes grasses : charcuterie, mouton, ab&slcium et produits laitiers fermentés

Céréales raffinées Vitamines antioxydantes

Fer Folates

Alcool et tabac Café

1 :[l'effet protecteur des fibres semble s’exercer sur la transformation de I'adénome en cancer.

1.1 Facteurs associés a une augmentation de risque de tumeur colorectale :
a) Calories, obésité, sédentarité :
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Un apport calorique élevé, une obésité de typecddderainsi que la sedentarite sont
associés a un risque augmenté d’adénome ou der caticeie [5].

b) Hydrates de carbone :

Plusieurs études ont retrouvé une associationip®sivec une relation dose-effet, entre
la consommation de sucres et le risque de cantanectal [6].

c) Graisses, viandes et protéines :

La majorité des études ne retrouvent aucun lienifgigtif entre consommation de
lipides saturés et risque de cancer colorectaB[@A]. Les lipides polyinsaturés pourraient
méme avoir un rble protecteur. La consommation detémes apparait liée a une
augmentation du risque de cancer colorectal. Leséls concernant la consommation de
viande sont discordantes, le risque étant pluétlune consommation excessive de viande
rouge (>133g/jour) [8, 9]. Ce rble a été constatémérique du Nord et en Australie, ou la
teneur en graisse de la viande est beaucoup p&weetlqu’en Europe de I'Ouest. La
charcuterie, riche en graisse et conservée a |@dédeitrites dont les dérivés sont mutagenes,
possede un rble potentiellement néfaste [8]. Lastun des protéines est source d’amines
hétérocycliques carcinogéenes.

d) Alcool et tabac:

La consommation d’alcool est associée a un risglatif de 1,2 de cancer colorectal
des 40g/jour [10]. La biere est la boisson qui amigi@ le plus ce risque. L’alcool
interviendrait sur I'étape précoce de promotiorcdncer qu’est la croissance de 'adénome.

1.2 Facteurs associés a une diminution du risque de tumeur colorectale :

A) Fibres alimentaires et végétaux :

Le rble protecteur des fibres alimentaires a ét@épsonné devant les différences
géographiques. Le risque relatif est proche dg6ib les sujets consommant plus de 27g de
fibres par jour [11]. Cet effet prédomine chez tges consommateurs de graisse, et ne
concernerait que certains types de fibres. Le pébtecteur de la consommation de légumes
serait lié a leur teneur en vitamines et composaryglants comme les indoles, en fibres
alimentaires, en phytates. Les agrumes, les pomitaesmelons, les cruciferes (choux,
brocolis), les Iégumes verts consommeés crus aidggwons sont les plus fréquemment cités.

B) Calcium, sélénium et vitamines :

Le calcium et la vitamine D possédent un effetgotgtur modéré sur le risque de cancer
colorectal, noté principalement en cas d’apportlatde faible [12]. Quelques études ont
suggéré un role protecteur des vitamines A, C,ulB-darotene et des minéraux (sélénium) a
effet antioxydant vis-a-vis du cancer colorectal.

2) Facteurs héréditaires :

Dans environ 5 % des cas, le cancer coligue sundans un contexte de maladies
héréditaires prédisposant au cancer colique, ssrrasion autosomique dominante et a
pénétrance élevée. Un age inférieur a 50 ans lordiabnostic, des antécédents tumoraux
personnels, une agrégation familiale de cancerisedb faire évoquer une prédisposition
familiale et reconstituer I'arbre généalogique djes La polypose adénomateuse familiale et
le syndrome de Lynch ou HNPCC (hereditary non-padyp colorectal cancer) sont les deux
maladies associées aux genes majeurs de susdéptihil cancer colorectal actuellement
identités [13].
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-Polypose adénomateuse familialgest la maladie pré cancéreuse a partir de l&gsel
développe le cancer.
-le syndrome de Lynch ou HNPCGurvient vers 40 a 50 ans, atteint plus soulecblon
droit, et est souvent de type mucineux, peu difféie avec une réaction stromale trés
inflammatoire
-En dehors des colites inflammatoires, il s’agis daijets aux antécédents personnels et
familiaux d’adénome et d’adénocarcinome colorectaux

lIl . Rappel anatomique :

Le colon, aussi appelé ” gros intestin”, court cecum jusqu’au rectum et constitue la
partie terminale de lintestin, appartenant a lagil digestif, se terminant au niveau du
rectum. Il se dispose en cadre dans la cavité aimddenet mesure de 1m a 1,5m avec un
diameétre de 8 cm (caecum) a 4 cm (rectum)[14].dr@ipdu colon comprend de la lumiére du
tube a l'extérieur, un épithélium de revétementculmisé et innervé, un tissu conjonctif
contenant des glandes exocrines, des fibres mussuldisses et une mince couche
conjonctive dans la quelle circulent les vaissesturs nerfs.

La division du cadre colique se fait en deux podiaéfinies par leur vascularisation.
Le colon droit (ceecum, cblon ascendant, angle gelidroit et deux tiers droits du cblon
transverse) dépend des vaisseaux mésentériquesesupéet le cdlon gauche (tiers gauche
du célon transverse, angle colique gauche, cblessahdant, iliaque et sigmoide) dépend des
vaisseaux meésenteériques inférieurs.

clLoN —|
ASCEMDANT

16%

: cOLON
SIGMOIDE
RECTUM
ANUS

Figure 2 :'anatomie du colon

ILEON

VI .Types de tumeurs colorectales :

Le colon et le rectum contiennent différents tygesellules qui peuvent, chacun, étre a
I'origine d’une forme de cancer spécifique. [15]

Dans la plupart des cas, les cancers colorectadéwsdoppent a partir des glandes qui
tapissent l'intérieur de la paroi du colon et dotuen. Cette forme de cancer est appelée
adénocarcinome. L'adénocarcinome survient sur lyppgréexistant (adénome).

1-De I'adénome vers le cancer :

a)_L'adénome :
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C’est une tumeur eépithéliale bénigne dysplasique. risque de transformation
cancéreuse de I'adénome augmente avec sa tablé&o Gi inférieure a 1 cm; 5 % entre 1 et
2cm; 30% si supérieure a 2cm. 25 a 30% des adénserteansforment en cancer.

b) Le cancer in situ :

Lorsque la prolifération cellulaire dépasse la memb basale et envahit la muqueuse,
le cancer est dit in situ (par opposition aux au@githéliums dans I'organisme humain), car il
n'y a pas de lymphatiques dans la muqueuse dondgasque métastatique.

c) Le cancer invasif :

Lorsque les cellules tumorales dépassent la mugquausculaire et envahissent la sous-
mugueuse (présence de canaux lymphatiques), lercasicdit invasif.

2-Histoire naturelle du cancer invasif :

e Evolution morphologique intraluminale :

Le cancer est d’abord de type végétant puis ersgsemnt et du fait des traumatismes
répétes, il perd sa partie centrale et devientré@anfin, il progresse en profondeur et devient
infiltrant.

¢ L’extension tumorale locale :

a) Extension circonférentielle:

Par épithéliotropisme (en surface) et par voie lyaigue, a cheminement circulaire, le
cancer s’étend circonférentiellement pour réalésdextréme une forme sténosante dont la
complication clinique est I'occlusion.

b) Extension en profondeur:

Depuis la surface épithéliale, le cancer infiltregressivement la paroi digestive puis la
séreuse (sauf au niveau du rectum ou il n'y en §, gauis I'atmosphere péricolique ou
périrectale et les organes adjacents. Cette ertessiit la direction d’'un rayon (le centre de
la roue étant le centre de la lumiere digestivé,est dite extension radiaire.

c) Extension longitudinale:

Dans la paroi digestive, I'extension microscopigéeorde rarement de plus de 1cm la
tumeur macroscopique en amont et en aval a I'exiéde la paroi digestive, en particulier
dans la graisse péri-rectale, elle peut dépasserccaval et plus surtout en cas de cancer peu
différencie.

d) Extension extradigestive

Peut étre continue ou discontinue de facon embeldans la graisse péri-digestive, en
empruntant les lymphatiques, les veines ou lescespgaérinerveux.
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 ’extension ganglionnaire :

Elle est ordonnée. Dans moins de 3% des cas, ldglese sautent un relais
ganglionnaire. Le Risque d’extension ganglionnaitgmente avec le degré d'infiltration
tumorale en

Profondeur.

* ’extension a distance ou métastatique :
 péritonéale: les tumeurs coliques ou rectalspénitonéales peuvent métastaser au
Péritoine lorsgu’elles ont franchi la séreuse pégtle, soit de fagon contigué, soit de
Facon discontigué, a distance dans la grande cavitéminale.

* hépatique: les cellules tumorales empruntentvigees de drainage qui pour I'essentiel
drainent dans la veine porte. Elles peuvent sarr&e développer dans le foie et donner des
métastases.

epulmonaire: les cellules y arrivent en empruntlst veines iliaques puis la veine cave
inférieure, cas du bas rectum, ou aprés avoir fidediltre hépatique. [16]

D’autres types de tumeurs cancéreuses peuventnsuraais elles sont beaucoup plus
rares : tumeurs carcinoides (se développant ar pigticellules nerveuses digestives, qui
sécretent des hormones ou des neurotransmettearsdmes (regroupant différents types de
tumeurs qui se développent a partir des os ou idegst mous qui relient, soutiennent et
entourent tous les organes du corps), lymphomes déseloppant dans les organes
lymphoides et notamment dans les ganglions lymgbhes).

Enfin, le colon et le rectum peuvent étre envalais ges métastases issues de cancers
situés dans l'ovaire, la prostate, I'estomac osei@.

V. Classification des cancers coliques :

e (Classification de Dukes :

Proposée par Dukes en 1932 pour les cancers dunreldi7], elle différencie les
tumeurs limitées a la paroi (stade A), étendues @ela mais sans envahissement
ganglionnaire (stade B) ou avec envahissement igaamglire quel que soit I'envahissement
pariétal (stade C). Cependant, le stade B estdggiée dans le degré d’extension péricolique,
et le stade C ne tient compte ni du nhombre ni dgesdes ganglions envabhis.

e Classification d’Astler-Coller :

Proposée en 1954, elle différencie les cancerstdgma la muqueuse (stade A),
s’étendant a la musculeuse mais limités a la paans (stade B1l) ou avec extension
ganglionnaire lymphatique (stade C1), et les canedteignant le tissu péricolique, sans
(stade B2) ou avec extension ganglionnaire (sta2le[T8]. Cette classification permet de
mieux séparer les cas relevant ou non d’un traitemdjuvant.
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e (Classification de Gunderson et Sosin :

Elle difféerencie les tumeurs étendues aux strustdeevoisinage par extension directe,
sans (stade B3) ou avec (stade C3) extension gangiire, dont I'exérése a visée curative est
possible dans le méme geste chirurgical, des siadestastatiques.

e (Classification TNM et en stades :

La classification internationale TNM (tumeur maligiig, atteinte de ganglions [N :
nodes], et présence de métastases [M]) de I'UICE las meilleure classification
histopronostique, car elle distingue de facon iedélante cing stades d’envahissement
pariétal et trois stades d’extension ganglionndii®] (tableau 2). En fonction de
I'envahissement locorégional, de I'extension gangliaire et de la présence de métastases est
attribué un stade TNM. Les équivalences entreifé&rentes classifications sont mentionnées
dans le (tableau 3).

Tableau 2 Classification TNM de I'Union internationale comte cancer pour
e dancer du cdlon (cinquieme édition). [19]
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Tumeur primitive (T)

Tis Carcinome in situ : tumeur intraépithéliale ou envahissant la lamina propria
(intramuqueuse) sans extension A la sous-muqueuse 3 travers la muscularis
mucosas

T1 Tumeur envahissant la sous-muqueuse sans la dépasser

T2 Tumeur envahissant la musculeuse sans la dépasser

T3 Tumeur envahissant & travers la sous-muqueuse la sous-séreuse sans
atteindre le revétement mésothélial et le tissu péricolique non péritonéalisé

T4 Tumeur perforant le péritoine viscéral et/ou envahissant les organes de
voisinage

Ganglions régionaux (N)

NO Absence de métastase ganglionnaire régionale

N1 Métastase dans un & trois ganglions lymphatiques régionaux

N2 Métastase dans quatre ou plus ganglions lymphatiques régionaux
Nx Statut ganglionnaire non évaluable

Métastases (M)

MD Absence de métastase

M1 Présence de métastases (l'atteinte des ganglions iliaques externes ou ilia-
ques communs est considérée comme M1)

Mx Statut métastatique inconnu

Tableau 3: Equivalence entre les différentes classificationifisées dans le cancer

colique. [19]

Stade TNM Dukes ‘d‘éuer “ dErl;[;.n
olier et Sosin

Stade 0 Tis NO MO A A A

Stade 1 Ti NO MO A A A

T2 NO MO A Bl Bl

Stade I T3 NO MO B B2 B2

T4 NO MO B B2 B3

Stade I11 T1-T2 NI1-N2 MD & 1 1

T3 N1-N2 MO & c2 c2

T4 N1-N2 MO C c2 C3

Stade IV Tout T Tout N M1 (D) (D) D

VI. Génétiques du cancer colorectal :
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1 - Les genes cibles dans le cancer colorectal :

Dans le cancer, les génes touchés par des anonmliedes genes cibles, sont des génes
impliqués dans :

* La régulation positive et négative de la prolifération cellulaire

* Larégulation de la différenciation et de la sénescence cellulaire

e Larégulation de I'apoptose

e Le controle du maintien de l'intégrité du génome : mécanisme de réparation de
I’ADN, checkpoints et surveillance du déroulement de la réplication et de la
ségrégation des chromosomes au cours de la mitose.

Globalement, ils sont regroupés dans trois catégories oncogenes, les génes suppresseurs
de tumeurs, et les génes de réparation des mégappats ou genes MMR. [20].

- Les proto-oncogenes ont une action positive sur la prolifération okdire. Leurs
versions mutées, appelées oncogenes, sont acévfagah excessive ou inappropriée. Il suffit
de la modification d’une seule copie du gene potivercun oncogéne. Le plus impliqué dans
le CCR est KRAS 2 le gene (K-ras).

1es genes suppresseurs de tumeurau contraire ont une action négative sur la
prolifération cellulaire. Les deux copies du gémévent étre modifiées pour qu'il perde sa
fonction inhibitrice. Les genes suppresseurs las pinpliqués dans le CCR soAPC
(Adenomatous Polyposis Coli)TP53 (gene de la protéine p53) &CC (Deleted in
Colorectal Cancer).

des genes MMR (Mis-Match Repair) : représentent les six genes impliqués dans le
systeme de réparation des mésappariement ; oh &teH1 (human mutL, homolog = géne
homologue au mutL isolé chdzscherchia co)i, h MSH2 (human mutS homolog = gene
homologue au mutS isolé ch&scherichia col, h PMS1, h PMS2, h MSH6, h MSH3 et h
MLH3 [21].

2 - les différentes anomalies génétiques tdamt ces genes :
Les types d’anomalies touchant ces génes ciblasnemnbreux. Schématiquement, on

peut distinguer trois grands types d’anomaliesonaadies chromosomiques, nucléotidiques et
épigénétiques.

e Les anomalies chromosomiques :

Les anomalies chromosomiques touchent le nombrehdenmosomes de la cellule, sa
guantité d’ADN, ou touchent de gros fragments d®mrlosomes donc un trés grand nombre
de genes en méme temps. Dans le premier cas, aruaaraneuploidie ou une polyploidie.
Dans le second cas il s'agit, soit d'une délétierplus souvent (perte allélique), soit d’'une
amplification. Lorsqu’il y a délétion d’'un bras chmosomique dans les cellules tumorales, on
parle de perte d’hétérozygotie (par rapport auutisermal) ou LOH pour Loss Of
Heterozygosity.
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Les segments les plus fréquemment perdus dans G# €bnt : le bras long du
chromosome 5 (5q, contenant APC), le bras couftd(L7p, contenant p53), le bras long du
18 (18q, contenant DCC). [22].

¢ Les anomalies nucléotidigues :

Les anomalies nucléotidiques touchent la séquence dene en particulier.
Globalement, ce sont des mutations ponctuelles iffoatiion d’'une paire de bases), de
courtes délétions ou insertions. Elles peuventaamgr un gain de fonction (pour les
oncogénes) ou une perte de fonction (pour les ga@wesseurs).

* Les anomalies épigénétiques :

N’alterent pas la séquence codante du gene maiarssription. Ainsi, la méthylation
du promoteur d'un géne bloque sa transcriptiometalant inactif. Il existe une méthylation
physiologique, notamment liée a I'age, et une niatlon pathologique, spécifique du cancer.
[22]

En plus de ces anomalies, on retrouve des ingégbigiénérant le développement du
cancer, comme l'instabilité microsatellitaire.

-Les Instabilités :

L’accumulation de nombreuses mutations dans uneen@tiule ne peut se faire que
par I'atteinte de la stabilité du patrimoine gégéé de la cellule. Il existe différents types
d’instabilités, auxquels correspondent différentesies de carcinogenése colorectale,
permettant d’individualiser différents groupes dméurs (Fig. 3).

Coniny

MEl+ CAP

LOH:  Perte d'hetérozyygotie
PAF:  Polypose adenomateuse familiale
MUTHY: Mutation du gene MutY homologue

HNPCC: Cancer colorectal non polyposis Hereditaire
MSI: Instabilite des microsatellites
CIMP:  Phenotype methylateur island de CpG
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Figure3 : Répatrtition des différents types de cancers colavec [23, 24

-L’instabilité chromosomique est la voie la plus fréquente dans le CCR (80&% d
tumeurs sporadiques). Elle correspond au phénddpepour chromosomal instability, ou
aux cancers LOH. Elle entraine des anomalies debreomes chromosomes et des pertes
alléliques frequentes [23, 24]. Dans ce groupe wsetrs, 20 % des chromosomes en
moyenne ont subi une délétion majeure. Par ailldasspertes alléliques sont fréquemment
associées a des mutations de TP53 ou d’APC comdudisane inactivation des deux copies de
ces genes suppresseurs. Cette voie de cancérogemesspond a la voie impliquée dans la
polypose adénomateuse familiale (PAF). Le ou lesegé&esponsables de cette instabilité
chromosomique ne sont pas encore connus, maisiitggps’agir entre autres du gene APC,
dont la protéine joue un réle dans la ségrégatemnotiromosomes lors de la mitose [25, 26].

-L’instabilité nucléotidique est due a l'inactivation d’'un systeme de répanate
I’ADN. Les anomalies survenant de facon habitudd@s chaque cellule ne peuvent pas étre
réparées efficacement, les mutations sont dondriggaentes dans ce type de tumeurs. Deux
systemes de réparation différents ont été impligiaés la cancérogenese colique.

Le premier est le systéme de réparation des mésapmmts de bases (MMR). Les
genes impliqués dans ce systeme sont nombreux,toaaolkés dans la cancérogenese colique
sont essentiellement MLH1et MSH2 (et hAMSHG6). Lesmaalies initiales sont principalement
des mutations de MLH1lou MSH2 (dans les tumeurgdigires) ou une méthylation du
promoteur de MLH1 (dans les tumeurs sporadiquesa)déficience du systeme MMR est
responsable de mutations fréquentes dans des ségustpétées de nucléotides, appelées
microsatellites. Leur phénotype est appelé instaldles microsatellites (MSI, anciennement
appelé RER pour Replication ERror) et les mutationshent des genes cibles contenant des
microsatellites : le géene du récepteur de typeullTéGFb, le géne suppresseur de tumeur
BAX. Ce groupe de tumeurs correspond au syndrom@CE{DI (Hereditary Non Polyposis
Colorectal Cancer) et & 15 % des tumeurs sporasli@Tre-28].

Le deuxieme est le systeme de réparation par excile bases (BER). Le gene dont les
mutations sont retrouvées dans le CCR est MUTYHir(pdutY Homologue ou MYH). La
déficience du BER est responsable d’'une sensibitibtdue aux lésions oxydatives, avec des
mutations spécifiques. Elle n’est pour l'instantroevée que dans un type de cancer
héréditaire (MAP, polypose associée a MYH), maiddaouverte de son implication dans les
CCR est récente [29, 30].

Enfin_ L'instabilité épigénétigueconcerne 20 a 30 % des tumeurs sporadiques. Cette
voie de carcinogenése intéresse les tumeurs depénCIMP, pour CpG Island Methylator
Phenotype. Celui-ci entraine I'inactivation de noeux genes suppresseurs de tumeur par
hyperméthylation de leurs promoteurs. Parmi lesegéuppresseurs inactivés, on rencontre
frequemment MLH1 (géne du MMR), dont l'inactivati@mtraine un phénotype MSI : les
deux groupes MSI et CIMP peuvent donc se chevautkeou les genes responsables de ce
phénotype CIMP ne sont pas encore connus [31-34].

3) Formes héréditaires du cancer colorectal :
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Les cancers héréditaires posent un énorme prohlldeérsanté publique ; en effet, ce sont
10% des cancers qui auraient pour une origine urtatian génétique héréditaire.

Le diagnostic moléculaire de maladies génétiqué® d& possibilité de recourir au
dépistage génétique pour diagnostiquer les persoatteintes de cancer et prévoir le risque
de cancer chez les parents indemnes. [35].

Dans le cancer colorectal, deux maladies représedes predispositions majeures ; la
polypose adénomateuse familiale PAF et le syndrdeneynch HNPCC. [36] mais il existe
d’autres types dont on va citer ici :

3.1) Polypose adénomateuse familiale PAF :

Responsable de pres de 1 % des CCR, la PAF eshaladie héréditaire a transmission
autosomique dominante. Affectant aussi bien I'hongue la femme, elle se caractérise par
'apparition, en général a la puberté, de centamesilliers d'adénomes disséminés sur le
cblon et le rectum [37].

Dans sa forme atténuée, I'apparition des adénawlegies est plus tardive (vers I'age
de 30 a 40 ans), leur nombre plus limité (de gquedeguns a une centaine) et I'atteinte rectale
exceptionnelle. Les adénomes dans la forme attéonéecependant un risque élevé de
transformation maligne.

La PAF est due a une mutation germinale dans |le geppresseur de tumeur APC
(adenomatous polyposis coli) localisé sur le chreonwe 5921 [38, 39]. Le géne APC est
composé de 8 535 paires de bases. Il est organis¥l eexons et code une volumineuse
protéine de 2843 acides aminés dans son isoforassigle [40]. A coté des mutations
germinales d’APC a l'origine de la PAF, des mutagicsomatiques sont observées dans 60 a
80 % des tumeurs colorectales sporadiques [37].

La protéine APC a de multiples fonctions dansdbute : elle est impliquée dans le
contrble de la voie de signalisation Wnt, dansH&sglon cellulaire, la migration, I'apoptose et
la ségrégation des chromosomes lors de la mitaBe [4nactivation de la protéine APC
semble impliquée a la fois dans linitiation tumergavantage de sélection via I'activation
constitutive de la voie de signalisation Wnt) ensléa progression tumorale (augmentation du
taux de mutations via l'instabilité chromosomiq#9].

Par ailleurs, dans la PAF, la position de la matasur le géne APC est corrélée au
phénotype de la maladie : ainsi le nombre de pgslyjpelypose classique ou atténuee), la
présence de tumeurs desmoides, d’hyperpigmentatimienne, dépendent de la nature de la
mutation [42].

(Le géne APC intervient a I'état normal dans larddgtion intracellulaire des caténines. Sa
mutation entraine I'accumulation de caténines duagtoplasme et le noyau des cellules.
Dans le noyau, elles forment un complexe avecdeta de transcription Tcf qui va activer
Des genes de croissance et de prolifération celuleeMyc par exemple).
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Le diagnostic génétique moléculaire intervient lespsouvent dans le diagnostic
précoce de la maladie chez les membres de la &mitisque et dans la confirmation de la
PAF lorsque les signes cliniques sont équivoquis. [

« Impact du dépistage moléculaire sur la prise en charge clinique :

Les mutations d’APC surviennent tdét dans la carg#mese colorectale [44], le
dépistage moléculaire des mutations du gene APGiasixliagnostiques, s’il s'avere positif,
favoriserait la détection et le traitement précodeda PAF a savoir une sigmoidoscopie a
intervalles réguliers avec colectomie préventivedae les polypes apparaissent.

Le diagnostic moléculaire de la PAF est utile quendésultat est négatif en permettant
aux non porteurs de se soustraire a la surveillaltigue et sigmoidoscopie.

3.2) Cancer colorectal non polyposique héréditaire HNPCC :

Le syndrome HNPCC (pour « Hereditary non polypesisn cancer » ou syndrome de
Lynch) est responsable de 3a 5% des cancersectdox [45].De transmission autosomique
dominante, il est du & une mutation constitutiolenglun des genes du MMR, essentiellement
MLHlet MSH2. Les tumeurs du syndrome HNPCC présgntene instabilité des
microsatellites (phénotype MSI).

Le spectre tumoral du syndrome HNPCC est larges teai risques tumoraux majeurs
sont le CCR (risque cumulé de 80% a 80 ans) atrear de I'endomeétre (42 a 60%a70 ans)
[46,47].

Outre la prédisposition au CCR, le syndrome HNP&fbse au risque de survenue de
tumeurs extra-coliques. Il est di a des mutati@mmgales d’un des genes impliqués dans la
réparation des mésappariements survenant au ceussréplication de '’ADN : hMLH1 (60
%), hMSH2 (35 %), hMSH6 (4-10 %), hPMS1 (< 1,5 #PMS2 (< 1,5 %) et hMLH3 (<
1,5 %) [48, 49].

L’inactivation d’un de ces genes de réparation [tésdans une instabilité observée au
niveau des loci de type microsatellites (séquemépstitives d’ADN) dans I’ADN tumoral.
Cette instabilité (MIN ou MSI pour « microsatellitestability ») observée dans 80- 92 % des
cancers de type HNPCC est par ailleurs retrouvés d& % des CCR sporadiques [37].
Contrairement a la PAF, la fréquence des adénonaes des syndromes HNPCC est
comparable a celle dans la population générale.

e Dépistage moléculaire du syndrome de Lynch :

La coloration immunohistochimique (CIH) et l'anadysde [Iinstabilité des
microsatellites sont deux techniques de dépistagjerpnaire appliquées au tissu tumoral. La
CIH pour déterminer I'expression de MLH1 et MSHnésente une méthode rapide de
dépistage préliminaire des tumeurs dans la rechetehmutations causales du syndrome de
Lynch. [50].

Le dépistage génétique est une option importants tka prise en charge clinique du
syndrome. Il permet de réduire la morbidité et lartalité chez les personnes a risque de
HNPCC par le dépistage précoce et approfondi. [SHgissant des porteurs de mutations
reliées au HNPCC, la colectomie demeure la méthamqbdus efficace pour réduire le risque
de cancer colorectal.
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3.3) Polypose associée a MUTYH (MAP) :

La polypose liée a une mutation du géne MYH estal@naissance plus récente. La
particularité de cette prédisposition est sa trasson récessive, c’est-a-dire que les sujets
atteints ont recu un alléle muté de chacun de lparents et qu'un quart des enfants seront
atteints. Il faut y penser devant une polypose $3hB dans la famille (surtout dans les
formes atténuées). Leurs descendants ne seroratig@ists sauf si leur conjoint est aussi
porteur d’'une mutation de MYH. Par prudence, urt tggnétique peut étre proposé aux
enfants.

L’implication du gene MUTYH dans la prédispositicau cancer colique a été
découverte récemment. L'inactivation biallélique ategéne du BER entraine une polypose
semblable cliniquement a la PAF, mais a transnmsaigosomique récessive [52,53].

3.4) Polypose juvénile familiale :

Cette polypose rare est caractérisée par la présknoombreux polypes du célon et du
rectum, mais aussi de I'estomac, du duodénum gré&le. Les polypes sont majoritairement
hamartomateux mais il existe tout de méme une gpédition au CCR avec un risque évalué
a 50%. Il s’agit d'une maladie autosomique domieapbur laquelle des mutations de
plusieurs génes ont été retrouvées : les genesesgapirs de tumeur SMAD4 et PTEN [54].

4) Le cancer colorectal sporadique :

La tumorigenése colique suit un processus multétapa séquence adénome—cancer a
éte décrite en 1990 par Fearon et Vogelstein [®Bhme un processus linéaire. En fait,
plusieurs voies de cancérogenese peuvent meners aétepes successives (Fig. 4) :
l'instabilité chromosomique (cancer LOH), linsthtd des microsatellites (MSI) ou le
phénotype méthylateur (CIMP) [56,57]. Chaque vdiewdit au méme résultat (un cancer), en
altérant un panel de génes différents, spécifiqguesladvoie, mais dont les protéines
interagissent entre elles. Par exemple, un candtidr pOrtera une mutation d’APC, alors
gu'un cancer MSI aura plutdét une mutation [fteaténine ; les deux protéines APC et
caténine interagissant entre elles, la résultametionnelle sera semblable [58]. Par ailleurs,
les difféerentes voies de cancérogenese semblemtedates tumeurs aux caractéristiques
différentes.

Ainsi, les cancers LOH sont plus fréequemment retésuau niveau du colon gauche. En
revanche, les cancers-colorectaux sporadiques éeopjpe MSI sont plutdt localisés sur le
colon droit et sont en général dus a une pertepdéssion du gene MLH1 liée a une
hyperméthylation du promoteur et associés a unération lymphocytaire péri-tumorale
marquée. La plupart des études ont montré qu’a stgdl, les patients ayant une tumeur de
phénotype MSI ont une meilleure survie que [&atients ayant une tumeur avec des
séquences MicroSatellites Stables (MSS).

Quant au phénotype CIMP, sa découverte est plent&cet il présente des corrélations
au niveau moléculaire avec les tumeurs MSI quieledent pour le moment difficilement
individualisable au plan clinique.



C

® HASSAN I UNIVERSITE SIDI MOHAMED BEN ABDELLAH
U — Faculté des Sciences et Techniques
LOH = Mutation Mutation 18q LOH 17p LOH
APC K-Ras (DCC) (p53)
v v v v

normal aberrantes

0 e

Epithélium { Cryptes .| Adénome | Dysplasie Carcinome }‘ Carcinome

|*' i métastatique

MSI = mutation géne MMR => mutations génes cibles X i
— IGFIIR
[GFBRII | | pay

LOH : Loss Of Heterozygosity / MSI : MicroSatellite Instability

Figure 4: Modele de cancérogenése colorectale. [56,57]

4.1) La voie LOH ou CIN :

Les CCR de type LOH représentent environ les tgoiarts des CCR sporadiques et
tous les CCR héréditaires développés sur polypdéacmateuse familiale (PAF). lls sont
définis par la perte de chromosome(s) ou de fratgng® chromosomes [59]. Le type LOH
est caractérisé par une aneuploidie des cellubsspértes alléliques fréquentes, des mutations
frequentes des genes (adenomatous polyposis dORAS et P53 une localisation
préférentielle dans le célon distal et un mauvaimestic. Nous ne détaillerons dans ce type
de cancer que la mise en jeu de la vOiKBRAS

La voie RAS/RAF/MAPK est une voie de signalisatiotracellulaire qui intervient
dans la régulation de la prolifération, de la seirwde la différenciation, de la migration
cellulaire et de l'angiogenése, aprés une cascadghmbsphorylations successives. Les
principaux récepteurs de facteurs de croissancabteg d’activer cette voie de signalisation
sont 'EGFR (ou HER1) (epidermal growth factor netog) et les autres membres de la
famille HER, I'IGFR (insulin-like growth factor reptor) et le PDGFR (platelet derived
growth factor receptor).

L’EGFR est un récepteur transmembranaire a actiyitsine kinase, présent au niveau
de la plupart des cellules épithéliales. L'activatde 'EGFR intervient dans la prolifération
et la migration cellulaire, 'angiogenése et I'inttion de I'apoptose. LEGFR comprend trois
domaines : (i) un domaine extracellulaire auquelieet des ligands spécifiques tels que
'EGF et TGFu (transforming growth factos), mais aussi 'amphiréguline, I'épiréguline, la
B-celluline, HB-EGF et les neurorégulines [60] ;) (un domaine transmembranaire
hydrophobe qui est impliqué dans les interactiartsedes récepteurs cellulaires de surface ;
(iif) un domaine intracellulaire doté de I'activitgrosine kinase. La fixation du ligand sur le
récepteur aboutit, aprés homo- ou hétérodimérisatiaine autophosphorylation au niveau de
résidus tyrosine spécifiques situés sur son domaingcellulaire. Ces résidus phosphorylés
servent ensuite de point d’ancrage a des protéimeellulaires a domaine SH2 qui jouent
un réle central dans la transmission de voiesgleatisation.

Les deux principales voies de signalisation sont
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(i) la voie des MAP (mitogen-activated protein) &ses, a laquelle appartiennent les protéines
KRAS et BRAF ; et

(i) la voie PI3K (phosphoinositide 3-kinase)/PTE(phosphatase protein homolog to
tensin)/AKT. La voie MAPK intervient dans la prdifation cellulaire, et la voie
PIBK/PTEN/AKT, dans la survie et la motilité cebires.

(i) La voie RAS/RAF/MAP :

La voie RAS/RAF/MAP kinase a pour fonction la trdastion du signal du milieu
extracellulaire vers le milieu intracellulaire. &llgarantie le lien entre les récepteurs
membranaires et les protéines kinases intracytopdpes. La fixation d'un facteur de
croissance sur le recepteur membranaire (EGFR)yogte une dimérisation et une
autophosphorylation de ce dernier. Les protéineS Bént autophosphorylées et assent alors
vers un état actif ou elles sont liées au GTP.eQ@&thction est catalysée par une protéine G
appartenant a la famille des protéines appelée (&tmanine nucleotid exchange factors).
Une fois activée, la protéine Ras active la preéRaf, provoquant une transduction du
signal vers les protéines MAPK, induisant 'expressle genes dans le noyau de la cellule et
une réponse cellulaire. Cette voie contribue aols régulation de la prolifération cellulaire
et de I'apoptose.

-Le géne K-ras :

KRAS est un proto-oncogene humain homologue d’urcogane viral (gene
transformant) isolé a partir du « Kirsten RAt Saneovirus », localisé sur le chromosome 12
(12p12.1), code pour une protéine de 21 kD envi@onstitué de six exons et mesurant 38
kb. [61].

Gene&s1(12pl12.1)

LIRRLAL HILIRRARTIL D

Figure 5: Localisation chromosomique du gene K-ras sehl®@mosome 12

Le géneKRAS code pour une protéine G monomérique activéelgmmrécepteurs
membranaires des facteurs de croissance. Il ietaventre autres, dans le contréle du cycle
cellulaire et l'organisation du cytosquelette. Eas ale mutation du géne, la protéine est
activée en permanence, en I'absence de facteunwsance (mutation activatrice).

Les mutations de KRAS sont parmi les altérationmgegques les plus précoces au cours
de la cancérogenése colorectale, survenant hdbinait des le stade d’adénome [62]. Ces
mutations sont dites dominantes : I'altération daenl alléle suffit a I'activation de ce proto-
oncogene en oncogene, a son tour responsableatigdieon dérégulée de diverses voies de
transduction de signaux intracellulaires.

Par ailleurs, ces mutations étaient mutuellema&ntusives de celles présentes sur le géene
EGFR.
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-Le gene B-raf :

Le géne B-raf est localisé sur le bras long g dromlesome 7 (7q34) et recouvre
approximativement 150pb, il code pour une protéie@&06 aa. [63]
La protéine Raf pour Rapidly Accelerated Fibrosaraaest une sérine-thréonine kinase. Ces
protéines jouent un réle clé dans divers procédgsiplogiques a savoir le métabolisme
cellulaire, la progression du cycle cellulairea@tort cellulaire. [64] et participe a la voie de
signalisation des MAP kinases.

Géne B-raf (7934)

Figure 6: Localisation chromosomique du gene B-raf suuh®mosome 7

o

)
A

La mutation deBRAF, mutuellement exclusive de celle HRAS est présente dans 5 a
10 % des CCR.

L’autre grande voie de signalisation intracellidgouvant étre activée par lEGFR est
la voie PIBK/AKT. Cette voie peut étre activée,tsdirectement par activation de 'EGFR,
soit par I'intermédiaire de la protéine KRAS. Cettee est normalement contrebalancée par
la fonction pro-apoptotique de PTEN [65] ;

EGFR
Voie _,_.,--"""fr ""'"\--..‘_‘_\-‘1‘— Yoie
Ras/MAPK _— ~_ PI3K/AKT
KA S | FLEZK
] I PTEN |
BRAF ETxE
JAER [ mTOR
Er.fr: VEGF BAD p7OSSK |
Pralifératzon Survie celiulaire et
_CEH_“"‘H-"B mgiﬂ-gl‘:rll}lﬁ

Figure 7 : voie de signalisation
[65]

4.2) La voie MSI :

simplifiées des MAP KinasePBK/PTEN/AKT
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* Définition du phénotype MSI (MicroSatellite Instability) :

Environ 15% des cancers colorectaux présentent insgbilité des séquences
microsatellites. Ce phénotype MSI (autrefois appBIER pour Replication Error) est
caractérisé par des altérations de longuees cepétitions nucléotidiques, altérations
acquises et touchant I'ensemble du génome.t Hesa un défaut du systeme de détection et
de réparation des mésappariements (systeme MMR M@Match Repair) qui corrige les
erreurs survenues lors de la replication de '’ADN.

Ce phénotype MSI est observé dans les syrevddNPCC (Hereditary Non
Polyposis Colon Cancer) mais également dasschncers colorectaux sporadiques.

L’instabilité des microsatellites (MSI) se caraidér par la variation anormale du
nombre de séquences répétées dans I'ADN tumorapaema I'ADN du méme patient
provenant de tissu sain. La recherche de MSI dettafe par PCR de cing marqueurs
microsatellites répartis dans le génome des csllulemorales. [61]

Le génome humain est constitué de nombreuses sEEpIsEpétées parmi lesquelles les
microsatellites, par exemplé-6A CA CA CA CA CA CA (écrit aussi sous la formeA(,
constituée de sept répétitions, de deux nucléotideslinucléotide, [CA]). Le nombre de
séquences répétées est variable.

Lorsque la taille des éléments répétés est infiériawcing paires de bases, on parle de
microsatellites (par exemple, CA, dinucléotide ; GGT trinucléotide ; TGCAT,
tétranucléotide). On parle aussi de STRs (shoddianrepeats). Leur localisation est variable
dans le génome. Elles peuvent se trouver dansetgens non codantes (intergéniques ou
intragéniques) ou dans les parties codantes dessgée nombre de ces répétitions est
souvent tres variable d’un individu a un autre garle de polymorphisme de répétition). [66]

TISSL SAIN TISSU TUMORAL

Imsertion [CA]

icAl, —HEHEHEHEHE— (cAl, —HEHEHEHE
[ ] e
| Locus
!/ MIN
caL —EHEHEHE- (cAn, —HEHE-
Délétion [CA]

|‘t1'i_\]1|l'||'|‘a|1i\'|1:L' Instabilité
des microsatellites des microsalellites

[CAl/ICAL [CAL/[CAL

| Bl =Répétitions de [CA]

Figure 8 : Principe de I'instabilité des microsatellite86]
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Le systéme de réparation des mésappariements d&s aysteme MMR pour
mismatch repair) reconnait et répare les errewsdyites par 'ADN polymérase lors de la
réplication de I'ADN. Le systeme MMR a d’abord élé&crit chez la bactérigéscherichia coli
(E. col). Son fonctionnement chez les eucaryotes n’estqgialement connu a ce jour. Chez
la bactérie, le systtme MMR est composé de tramépres principales, MutS, MutL et
MutH. Chez les mammiféres, il existe 5 homologuesMutS (de MSH2 a MSH6), 4
homologues de MutL (MLH1, MLH3, PMS1 et PMS2), tendque MutH n’a pas
d’homologue connu.

La reconnaissance des mésappariements des bades iasertions/délétions de un ou
plusieurs nucléotides fait intervenir MSH2, qui lig&a un hétérodimere avec MSH3 ou
MSH6, créant un complexe analogue a MutS de |2hact_es mésappariements ne touchant
gu’'une seule base sont plutot réparés par le compMSH2/MSH6 (appelé Mut§, tandis
gue la réparation d'insertions/délétions de pluande taille (de 2 a 8 bases) fait plutot
intervenir le complexe MSH2/MSH3 (Mutp Les erreurs de type insertion/délétion d’'un
seul nucléotide font intervenir les complexes MSWRH3 et MSH2/MSH®6, qui sont alors
redondants. La reconnaissance des mésapparienstrasseirée principalement par MutS
qui est présent a des taux plus importants que pAliS redondance partielle de MSH3 et de
MSH6 sur la réparation des erreurs de type ins€d@eétion a des conséquences sur
l'instabilité de microsatellites, I'un des traitshgnotypiques clé des tumeurs MMR
déficientes. En effet, alors que les tumeurs MSEf:tkntes présentent invariablement un
phénotype MSI en raison de l'inactivation des deakerodimeéres, le degré d’instabilité de
microsatellites dans les tumeurs MSHG6-déficientesut pvarier, car [I'hétérodimere
MSH2/MSH3 compense partiellement la perte de fonctle I'hétérodimere MSH2/MSH6
pour la réparation des erreurs de type insertidéiiddé. Une déficience en MSH2 a pour
conséguence une dégradation protéolytique a ladBoMISH3 et de MSH6, tandis que MSH2
reste stable en I'absence de I'un de ses partsn&irg

MLH1 est capable de former des hétérodimeres a8 hutres protéines homologues
de MutL : PMS2, PMS1 et MLH3. C’est le complexe Mwutformé par MLH1 et PMS2 qui
est le composant majeur du systeme MMR capabletedéigir avec les deux types de
complexes contenant MSH2, MutSet MutS. Il existerait deux autres hétérodimeres
contenant MLH1 : MLH1/PMS1 et MLH1/MLH3. L’hétéradiére MLH1/MLH3 pourrait
étre impliqué dans la réparation de certaines lesuisertions/délétions, en concert avec

MutSp.
e Statut MSI dans le cancer du colon sporadique :

Les cancers colo-rectaux sporadiques de phénoty#lesbht en général dus a une perte
d’expression du géene MLH1 liée a une hyperméthyftatiu promoteur de ce géne. La plupart
des études ont montré qu’a stade égal, les patdsm@int une tumeur de phénotype MSI ont
une meilleure survie que les patients ayamie tumeur avec des séquences
MicroSatellites Stables (MSS).

Récemment, la mutation V600E (pour certains autevs®9E) dans le géne codant
pour BRAF (v-raf murine sarcoma viral oncogene hlmgd@1, Omim 164757) a été associée
au statut MSI des tumeurs coliques sporadiquess(man au syndrome HNPCC). D’autres
mutations sont décrites dans le gene BRAF. Sealemiltation V600E posséde cette
association sans que le mécanisme en cause respii. Ce géne dont un certain nombre de
mutations est impliqué dans d’autres cancers, &ppa@a la famille des genes RAF codant
pour des kinases régulées par les genes Ras dtjudps dans la réponse cellulaire aux
sighaux de croissance. La mutation V60OE est ptésdsns environ 40 % des cancers du
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cblon sporadique ayant un statut MSI positif [68, B0]. Cette mutation est retrouvee plus
rarement dans les cancers du colon sporadiquedvEaing9]. Dans ce dernier cas, elle serait
associée a un moins bon pronostic [71].La mutai6A0E est ainsi étroitement corrélée a
I'hyperméthylation du promoteur du géne MLH1 et dan I'absence d’expression de ce
dernier géne [72, 73, 74, 75]. Certains auteursators proposé d’associer systématiquement
la recherche de cette mutation a la recherche de MSrésence de la mutation V600E
affirmant un cancer sporadique en présence d’'umeuu colique avec MSI ce qui éviterait la
recherche de mutations dans les genes MMR. Il nbg@endant pas encore de consensus
international pour la recherche de cette mutatith [70].D’autres génes non identifiés et
impliqués dans la maintenance surveillance de I'A&x¥t probablement en cause [70]. Par
ailleurs, la mutation sur le géne BRAF est le posivent mutuellement exclusive avec la
mutation sur le gene K-RAS, les mutations sur caidegene étant essentiellement associées
a un cancer du c6lon sans instabilité de micrdgatel[77, 75]. Cette derniére notion est
cependant contestée par certains auteurs [41]. @ooetta a déja été précise, la présence de
MSI peut correspondre a un défaut de réparation mdésappariements au cours de la
réplication de I'ADN (conséquence d’'une mutatiomngi@ale sur un des genes impliqués
dans la réparation de I’ADN) ou la conséquence &'umactivation biallélique somatique du
gene MLH1. Il peut donc s’agir d’'un syndrome de tlyrfou le MSI est présent 95 % des cas)
ou d'un cancer sporadique (ou le MSI est présens d®-20 % des cas). Afin de chercher
une signature moléculaire spécifique séparant diemis avec MSI et MSS (sans instabilité
de microsatellites) tant dans les cancers sporadigue dans les HNPCC, différents tissus
tumoraux coliques ont été étudiés a partir de feggion de 15 000 genes représentés sur une
puce d’ADN. Les tumeurs MSI ont pu étre séparéesancer sporadique ou en tumeur
HNPCC a partir de I'expression de deux genes sarenrhMLH1 et PIWIL1L (Omim
605571), ce dernier géne ayant un réle encore &fadid78]. Il est fort probable que d’autres
genes modulent le risque de développer un cancedlda [79].

Le phénotype MSI est mis en évidence lors lde comparaison des produits
d’amplification par PCR (Polymerase Chain Riea¢ de loci microsatellite, obtenus a
partir de 'ADN tumoral et non tumoral du méme pati Ces analyses moléculaires peuvent
étre réalisées a partir de tissu congelé ouisku tfixé au formol et inclus en paraffine. Le
phénotype MSI se traduit par I'apparition d’allelés taille différente dans la tumeur,
n'existant pas dans IADN non tumoral du pati Une conférence de consensus
internationale a proposé en 1998 un panel de eamdfér comportant 5 marqueurs
microsatellites (BAT25, BAT26, D2S123, D17S25M@&S346) et défini le phénotype MSI «
high » par la présence de deux marqueurs ou [hssables (ou plus de 30% des
microsatellites instables si I'analyse est étendwn plus grand nombre de microsatellites).
Les tumeurs présentant un seul marqueur instapfelées « MSI-Low », ne présentent pas
de caractéristiques cliniques, histologiquesmetiéculaires différentes destumeurs ayant
des séquences MicroSatellites Stables (MSS)sait donc actuellement considérées
comme telles. Un autre panel, constitué de 5 marguenononucléotidiques quasi-
monomorphe (BAT25, BAT26, NR21, NR22 et NR24 gemble plus sensible pour la
détection du phénotype MSI (avec un seuil de pitgitd’au moins 3 marqueurs instables), a
été proposé comme alternative au panel d’origifg [8

Il est possible, avec ce panel, d'utiliser de I'A@Ntrait de tissus fixés en formol 4 %
prédilué et tamponné a pH 7,2- 7,4 et inclus erafpe. En revanche, il est impossible
d’utiliser de ’ADN extrait a partir de prélevemeriixés dans du liquide de Bouin.
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e L'immunohistochimie (IHC) :

L’alternative au génotypage pour la déterminatian satut MSI d’'une tumeur est
immunohistochimie. En effet, les altérations gigqdes ou épigénétiques des genes du
systeme MMR se traduisent par une perte de fonatiod’'expression dans la plupart des cas,
de la protéine correspondante.

L'IHC permet d’étudier, sur une coupe histologiquexpression tissulaire des
protéines du systéme MMR. A I'état normal, ces §iras sont ubiquitaires et de localisation
nucléaire. Elles sont exprimées en particulier dassellules du tiers inférieur des cryptes de
la muqueuse intestinale, dans les lymphocytes direcgerminatif des follicules lymphoides,
dans les lymphocytes et dans les cellules endategldu stroma de la tumeur. Le principe du
test IHC consiste a rechercher une perte d’expmesgar les cellules tumorales, de la
protéine étudiée, les deux copies du géne étactiveas dans les tumeurs MSI.

La perte d’expression ne s’observe que dans ldsleeltumorales, et il est donc
nécessaire de disposer d’'un témoin interne pasitifa coupe.

L’expression des principales protéines du systenwRMWeut étre actuellement étudiée
a l'aide d’anticorps monoclonaux disponibles da@scbmmerce depuis 1996 : hMLH1,
hMSH2, hMSH6 et hPMS2. La perte d’expression degépres hMLH1 et hMSH2 est
exclusive, c’est-a-dire elle ne concerne qu’undesdas deux protéines.

En revanche, en cas de perte d’expression de taipeohMLH1, on observe une perte
d’expression conjointe de la protéine hPMS2. Deaésme maniére, I'extinction de la protéine
hMSH2 s’accompagne d’une extinction de la protdiMSH6. A linverse, hMLH1 reste
stable en I'absence de la protéine hPMS2, probabiemu fait d'interactions avec d’autres
homologues de MutL, tels que hPMS1 ou hMLH3.

L’extinction des protéines hMSH2, hMSH6 et hPMS2 s bon argument en faveur
d'une altération constitutionnelle, a I'exceptiomesdrares CCR MSI survenant dans un
contexte de maladie inflammatoire chronique detd$tin [82]. L'extinction de la protéine
MLH1 peut étre liée, quant a elle, soit a une momatonstitutionnelle d&LH1 soit a une
méthylation de son promoteur, en relation, dandemier cas, avec un mécanisme de
sénescence de I'épithélium colique, comme celasgie dans les cancers MSI sporadiques.
L’'IHC est une technique peu onéreuse et peu consdrio® de temps. Elle est utilisée en
routine dans les laboratoires d’anatomie pathologigC’est une technique extrémement
sensible, utilisable méme si I'on dispose de peurdeériel tumoral (biopsie, carcinome
mucineux pouvant étre responsable de faux négatds la technique du génotypage, cancer
du rectum en grande partie stérilisé par le tragt@nméo-adjuvant). Elle permet en outre de
déterminer la protéine défectueuse, et d'orientesides généticiens vers le geMMR a
séquencer [81].

VIl. Prévention et traitement du cancer colorectal:
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1) Prévention:

Dans la population générale, on identifie troiseax de risque : moyen, élevé et trés
élevé. [83].

Un risque trés élevé est défini comme le risqueendds chez des sujets ayant des
antécédents personnels d’adénome ou de canceredslolou encore appartenant a une
famille atteinte de polypose adénomateuse fami(l2RF) ou de cancer colorectal héréditaire
sans polypose (HNPCC).

Il est recommandé de proposer a ces sujets uneilltaticn de génétiqgue oncologique
pour la recherche de mutations.

Dans la PAF la détection se fait par sigmoidosca@pjgartir de la puberté jusqu’a 40
ans. Dans le HNPCC, on préconise la coloscopi¢ettias les deux ans a partir de 25ans.

Alors gqu’un risque élevé est défini comme le risgbservé chez des sujets apparentés
au premier degré a un patient atteint de cancarrexthl avant 60 ans, ou apparentés au
premier degré a deux parents atteints de cancerecvdl (quel que soit I'age). [84]

On distingue par contre, une prévention primairecqusiste entre autres en la correction des
habitudes alimentaires, qui aurait une influencepartante sur l'apparition du cancer
colorectal : environ 30 & 40% des cancers du celodu rectum pourraient en effet étre
prévenus par une alimentation adéquate.

La consommation du poisson aurait aussi un effetepteur : le risque de cancer
colorectal est de 31% inférieur chez les persogueé®nt une consommation plus élevée de
poisson par rapport aux sujets qui en consommenblas. [85]

La promotion des activités physiques et la multgtion des opportunités pour
pratiquer un sport auraient également un réle itapbidans ce domaine.

2) Traitement:

La chirurgie est le principal traitement, dans lapprt des cas. Elle consiste en une
exérese “en bloc” de la tumeur associée a I'abtatles différents relais ganglionnaires. Une
radiothérapie est systématiquement associée aitargik car elle permet de diminuer les
récidives locales. Cette radiothérapie est réakis@at la chirurgie, en association avec une
chimiothérapie.

2.1) Thérapies ciblées anti-EGFR :
Une meilleure connaissance des cibles moléculaless chimiothérapies a permis
I'identification de facteurs génétiques prédictitsla réponse et/ou de la toxicité aux drogues
utilisées dans les cancers digestifs. [87].

Parmi les nouvelles thérapies utilisées, les amganti-EGFR.

C’est a partir du constat du role de la voie deGHR (le récepteur de I'epidermal
growth factor) dans la tumorigenése colorectald’&fudes précliniques in vivo et in vitro
ayant montré que le blocage de 'EGFR pouvait iehia croissance des cellules tumorales,
gue des thérapeutiques ciblées anti-EGFR ontdaitdpparition dans I'arsenal thérapeutique
du CCR meétastatique. Il s’agit de deux anticorpsnoatonaux anti-EGFR, le cetuximab
(Erbitux®) et le panitumumab (Vectibix®), qui serit & 'TEGFR avec une haute spécificité et
bloquent la phosphorylation du récepteur induite lealigand. L'eficacité de ces deux
molécules est désormais bien démontrée dans tenrant du CCR métastatique [88]. Les
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molécules ciblant de facon sélective le domain®sije kinase de I'EGFR, [erlotinib
(Tarceva®) et le geitinib (Iressa®), n'ont montaéce jour, aucune efficacité dans le CCR,
contrairement a d’autres cancers (cancer pulmonaiea petites cellules avancé et cancer du
pancréas).

Les récepteurs EGFR sont des molécules transmemitgarnpermettant a partir de
signaux extracellulaires (facteurs de croissang®,succession d’évenements intracellulaires
dont la transduction, entrainant une activatiorfadieur de transcription qui a pour résultat la
croissance cellulaire, la différenciation, la sarvila progression du cycle cellulaire,
'angiogenése et la réponse aux médicaments. [61].

2.2) La protéine EGFR :

Le REGF est une glycoprotéine transmembranaire, breend’'une sous-famille de
récepteurs a tyrosine kinase comprenant le REGRRMIEHER2, HER3, et HER4. Son
activation par autophosphorylation est induite lpdixation de ses ligands naturels, 'EGF et
le TGF.

Cette glycoprotéine est de 170 KDa codée par uriofmocogéne situé sur le
chromosome 7¢22. Composés d'un domaine de fixaéiwmacellulaire, d’'un domaine
lipophile transmembranaire et d’'un domaine tyroginase.

2.3) Stimulation d’EGFR et transduction de signal :

Plusieurs ligands se fixent sur le domaine tyrosimase de 'EGFR, provoquant sa
dimérisation. Cette modification moléculaire prouegl’activation de sa tyrosine kinase et
son autophosphorylation, puis [I'activation d'un emble de signaux moléculaires
intracellulaires. [89]

Cette voie de transduction induit 'expression daegp dans le noyau de la cellule et une
réponse cellulaire. Apres fixation du ligand enhsmission du signal de transduction, 'EGFR
est internalisé dans la cellule, inactivé et dégrad recyclé a la surface de la membrane
cellulaire. [90].

2.4) Traitement du cancer colorectal par inhibition d’EGFR :

L’'EGFR est exprimé dans 60 a 80 % des cancers aemiborx. [91]. L'activation de
'EGFR dans la tumeur joue un réle majeur dansitadrigenése en stimulant la prolifération
cellulaire et en inhibant I'apoptose. Elle favoriaeissi I'angiogenese et génération de
métastases.

Les anticorps anti-EGFR sont des inhibiteurs deSREGEN se fixant sur leur cible, ils
provoquent linternalisation d’EGFR et sa dégramfati Actuellement, il existe deux
inhibiteurs commercialisés pour le traitement descers colorectaux : Cetuximab et
Panitumumab.

a) Cetuximab :

Le cétuximab est un anticorps monoclonal chimérigiee type IgGl qui se lie
spécifiguement a I'EGFR avec une plus grande agfique le TGF. Il bloque la
phosphorylation du récepteur, vient se fixer surplkatie extracellulaire de I'EGFR,
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empéchant ainsi que son ligand ne s’y fixe. ll@&utte une inhibition de la dimerisation et de
l'activation de 'TEGFR et, par conséquent, des sale signalisation intracellulaires situées en
aval (fig.9).

b) Panitumumab :

Le panitumumab (Vectibix) a le méme mécanisme @actmais avec la particularité
d’étre un anticorps monoclonal de type 1gG2 etléot@nt humain, qui s'oppose a la fixation
du ligand sur 'EGFR, inhibant de ce fait la tramstibn du signal et donc I'ensemble des
mécanismes de prolifération cellulaire, d’angiogenet de dissémination des métastases.
[87].

Le cétuximab a été le premier anticorps anti-EGFRvair été développé dans le
traitement du cancer colorectal métastatiqgue. Dedeé de phase Il ont montré son efficacité
en cas de tumeur colorectale résistante a une athiénapie a base d’irinotécan puis a toutes
les chimiothérapies conventionnelles du cancerreotal.

L’indication initiale du cétuximab selon l'autortgan de mise sur le marché (AMM) était
donc le traitement du cancer colorectal métastatrgsistant a l'irinotécan (en monothérapie
ou associé a une chimiothérapie a base d'irinojécan

Le panitumumab, développé ensuite, a d’'emblée raatdns une étude de phase Il
randomisée sa supériorité en monothérapie par rappdes soins de confort en termes de
survie sans progression chez des patients chinstaéts.

Parmi les facteurs de résistance primaire aux @pcanti-EGFR, il est maintenant
établi que les mutations du gelRAS en aval de 'EGFR, ont un réle prédictif majeerld
résistance aux anticorps anti-EGFR [92]. Les muomatidu proto-oncogen€RAS qui sont
observées dans 30 a 50 % des CCR sporadiguesserf@gt un marqueur quasi-certain de
résistance aux anticorps anti-EGFR [93].

Les mutations affectent surtout le codon 12 deofeX (80 % des cas), moins
frequemment le codon 13 de I'exon 2, et encore @osment le codon 61 de I'exon 3, un
autre codon, ou les codons 12 et 13 simultanénigiels sont retrouvées aussi bien dans la
tumeur primitive que dans les métastases, aveexealente corrélation. Ainsi, la recherche
de mutations deKRAS est maintenant une étape préliminaire indispersabhnt toute
prescription d’anticorps anti-EGFR chez les malatt=ints de CCR métastatique, comme I'a
stipulé '’AMM en 2008.
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Figure:Qécanisme d’action des anticorps anti-EGFR.

2.5) d’autres facteurs prédictifs de réponse aux anti-EGFR :

Cinquante pour cent des malades dont le cancerasemte pas de mutation de KRAS
ne répondent pas aux anticorps anti-EGFR. Danotexie, les mutations activatrices de
BRAF, de PI3KCA, ainsi que la perte d’activité d'umnibiteur de PI3KCA, PTEN (PTEN est
un géene suppresseur de tumeur qui régule négatitdeneoie de signalisation intracellulaire
PI3K/Akt.), pourraient constituer d’autres biomaequs de résistance [95]. Les mutations de
BRAF, mutuellement exclusives de celles de KRASistituent un facteur de résistance aux
anticorps anti-EGFR obéissant aux mémes mécanigoeetes mutations de KRAS. Il existe
un point chaud de mutation au niveau du quinziexea €lu gene BRAF, représentant plus de
90 % des mutations observées, responsable du ehang€e’une valine en acide glutamique
en position 600 (V600E), du fait de la transversidir99A. La région mutée correspond au
domaine kinase de la protéine, qui est une sénmm@@ihine kinase. La mutation de BRAF,
outre sa valeur prédictive négative, représenteggant un facteur de trés mauvais pronostic
[95]. La recherche d'une perte dexpression de P,TENise en évidence en
immunohistochimie, n’est pas applicable en rouéindeure actuelle, en raison de difficultés
de standardisation [95].

2.6) Instabilité des microsatellites et pronostic des cancers du célon :

La présence ou non d'un statut MSI semble avoirintérét pronostique dans le
traitement des cancers du colon. Une méta-anafgsmte a démontré I'importance du profil
moléculaire des tumeurs coliques pour la surviepd®ents, les tumeurs avec MSI ayant un
meilleur pronostic et une plus grande résistandela{o6].

La majorité des études tendent néanmoins a malitrerét de la recherche de MSI
pour établir un pronostic et son utilité pour I'atition aux traitements des cancers du colon.

L’accumulation de mutations dans d’autres genesrrpihuconduire a I'expression
aberrante de protéines membranaires, a leur tagponsables de lintense infiltration
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lymphocytaire tumorale (de type Crohn-like), souvelnservé dans les CCR MSI. Il n’a pas
été observé de différence de survie entre les rmaalatteints d'un CCR MSI sporadique et
ceux atteints d’'un CCR MSI héréditaire [97].

De plus, ces malades semblent répondre différemraart chimiothérapies. Trois
molécules de chimiothérapie ont fait la preuveeale efficacité dans le CCR : il s’agit du 5-
FU, avec ou sans levamisole, de I'oxaliplatinedet’irinotecan (ou CPT11). Le traitement
adjuvant postopératoire par 5FU plus levamisolendgmendant six mois réduit la mortalité
chez les malades atteints de CCR de stade llloutajle I'oxaliplatine au 5FU (FOLFOX)
améliore le traitement adjuvant des CCR de stddenlréduisant le risque de récidive et en
améliorant la survie globale [98].

Les données actuellement disponibles sur le phpad@$SI montrent qu’il semble étre
associé a I'absence de bénéfice d’'une chimiothéragjuvante par 5FU/acide folinique, voire
a un effet délétere de cette derniere [69].

Toutefois, certains centres préconisent d’arr&atet chimiothérapie chez les malades ayant
un CCR de phénotype MSI si I'oxaliplatine doit &teppé.

3) L’intérét des techniques de la biologie moléculaire dans le diagnostic du
CCR:

Les techniques de la biologie moléculaires ont eren moins de 30 ans d’établir la
carte d’a peu prés tous les genes humains. L'auteatian des techniques, en particulier
pour I'amplification de ’ADN et le séquencage, pet une accélération constante du rythme
des recherches.

La réaction de polymérisation en chaine est unenigoe extrémement puissante pour
'amplification d’ADN. La PCR a de nombreuses vates, comme la (RT-PCR) et plus
récemment la PCR en temps réel permet des meauaasitgtives de molécules d’ADN ou

La biologie moléculaire a pris une place importaassi en cancérologie, dans le cadre
d'un diagnostic oncogénétique, qui est orienté mae analyse immunohistochimique en
amont.

Elle contribue de ce fait a la médecine prédictiug incite des individus reconnus
vulnérables a se protéger plus que d’autres vis-deasfacteurs cancérogenes. [102]

3.1 L’amplification d’ADN par PCR :

» Principe :

Cette méthode de Biologie Moléculaire a été mis@aiat en 1985 par Kary Mullis.
Aujourd’hui, ce procéedé revolutionnaire couplé atilisation d’une ADN polymérase
thermorésistante (Tag polymérase) permet d'obteséms clonage, une amplification
considérable d’'un fragment donné d’ADN avec un gaiportant en temps. .

La PCR est une technique basée sur une répétitorcydles de transition de
température. chaque cycle contient trois étapestegci-dessous :

- Etape 1: La dénaturation : tous les doubles brins d’ADN sont dissociés par la chaleur
en brins monocaténaires.

- Etape 2 : ’hybridation : fixation des amorces sur les séquences complémentaires. Un
refroidissement de I’ADN en présence d’un large exces des deux oligonucléotides

permet leur hybridation spécifique avec les séquences d’ADN complémentaires.
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Etape 3 : L’élongation : synthése des brins a partir des amorces hybridés par la Taq
polymérase : le mélange préassocié est ensuite incubé en présence de I'ADN
polymérase et des quatre désoxyribonucléosides triphosphates de sorte que les

régions de I’ADN en aval des amorces soient sélectivement synthétisées.

Il faut 20 a 30 cycles de cette réaction pour qu'iait une réelle amplification de
I’ADN. Chaque cycle double la quantité d’ADN syntisée au cours du cycle précédent. Un
seul cycle prend environ 5 min, permettant I'obtamten quelques heures le « clonage
acellulaire » d’'un fragment d’ADN grace a un systeautomatisé alors qu’il faut plusieurs

jours avec les techniques standard de clonage.

Cycle 2

Cycle 3 Cycle 4 Cycle 30

Tem

Figure 10: schéma général d’'une réaction de polymérisaioohaine

@ . La phase de dénaturation

@ . la phase d’hybridation

@ : la phase d’élongation
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MATERIEL ET
METHODES

I) Matériel utilisé :

Il s’agit d’étude prospective de 15 patients ayantancer colorectal issu de la tumeur
primitive ou des métastases.(

Il) Méthodes :

Il s’agit des prélevements tissulaires obtenusr@sections chirurgicales ou de biopsies
qui ont été collectés du Service d’anatomie patfiglee du CHU Hassan 1l de FES.

1) Biopsie:

Elle correspond au prélévement d'un échantillotigkis de I'organisme dans le but de
réaliser un examen microscopique, et elle peutase fle trois facons différentes suivant
I’échantillon :
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3 Prélevement surfacique.
@3 Prélevement a l'aide d’'une aiguille.
o3 Prélevement par aspiration avec une seringueteigui
N.B : (Les foyers de nécrose ou d’hémorragie doiverpas étre préleveés).

Frag _men_ts r \C:—aﬂ_dj
de biopsie ‘

SN
-—i

Figure 11 : Biopsie sous forme de plusieurs fragments

Une biopsie au niveau du célon ou du rectum se fait pendant une coloscopie ou une
rectoscopie, grace a de petites pinces introduites dans I'endoscope.

Figure 12 : Coloplastie

Tout ce qui est prélevé lors de la biopsie est ensuite envoyé rapidement dans un
laboratoire d’anatomopathologie pour étre analysé au microscope.
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Les fragments sont placés dans une solution déidixgformol 10%) dans un délai
moins d’'une heure, et avec une quantité suffisdiae moins dix fois le volume de la piece
chirurgicale.

2) Examen histologique sur tissu fixé :

Les prélévements destinés au laboratoire pour amer histologique, passent par une
série d’étape avant qu’ils soient lus et interg¢iar le pathologiste responsable.

La technique est réalisée en cing étapes, etgltgancipalement de :

=>» La fixation.

=>» L’inclusion.

=>» La microtomie.
=>» La coloration.
=> Le montage.

a) Lafixation:

Elle constitue une technique de référence pouudeéthistologique des prélevements
humains destinés a un examen anatomopathologigiape essentielle dans la préparation
tissulaire.

Son but est de s'opposer a l'autolyse tissulairéx da putréfaction, garantir la
conservation des structures et le durcissemenpiéess, afin de garder le prélevement dans
un état aussi proche que possible de I'état vivant.

Le choix du fixateur dépend de la nature du sujetcauper, le laboratoire
d’anatomopathologique utilise le formol 10% dont diarée d'action et sa quantité sont
proportionnelles a la taille du de la piéce.

Les prélevements arrivent au laboratoire I'aprédiniis restent toute la nuit dans le
fixateur, et ils sont analysés le lendemain paanstomopathologiste qui se chargera de faire
tout d’abord un examen macroscopique, au coursaubjait un descriptif détaillé de la
biopsie ou de la piece (taille mesurée dans les N3 dimensions, couleur, forme, aspect a
la coupe, ...etc.), et il peut méme avoir recours@ lialance afin d’apprécier d’éventuelles
variations de poids des organes.

Selon cet examen macroscopique, le pathologistebendes fragments dans des
cassettes susceptibles de subir une inclusionldgasaffine.
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Figure 1&clusion des fragments dans les cassettes
b) L’inclusion :

Elle a pour but d'enfermer le prélevement danssuthstance qui le pénétre et l'infiltre.
Les tissus acquierent ainsi une consistance pemett'obtenir des coupes minces au
microtome.

La substance d'inclusion, généralemenpdaaffine, est une substance liquide a chaud,
solide a température ambiante et insoluble daas &t dans l'alcool.

Comme cette substance est hydrophobe (non miskibdau), la piece anatomique doit
étre entierement déshydratée avant son inclusios daparaffine. Mais vu gu’elle n'est pas
non plus soluble dans [l'alcool utilisé pourdéshydratation ; on procéde donc a une double
substitution, c’est a dire qu’on remplace I'eau ¢gad'alcool (déshydratation) et on remplace
I'alcool par le toluéne (substitution).

Pour réaliser cette étape, on utilise un automateldsion appelé histokinette qui peut
se charger de toutes les phases conduisant adaandisposition d'un bloc de paraffine prét a
étre microtomise.

Figure 14 : Histokinette
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L’étape qui consiste a faire séjourner les pieasdine série de liquides intermediaires
a recu le nom de circulation :

2 bains de Formol 10% (30 min x 5= 5 bains d’Alcdade degré croissant 75%, 80%,
90%, 95%, et absolu (1h x 3, 1h30 et 2% &ibs de Toluéne (1h, 1h30 et 2h) 2
bains de Paraffine (2h et 3h) —>

* Déshydratation par I'alcool :

Consiste a débarrasser le tissu de l'eau qu'il ieopt tenant compte que I'agent
déshydratant doit étre miscible en méme tempsaa &t a la paraffine.

* Eclaircissement par le toluéne :

C’est I'étape qui réalise le remplacement de I'algear un solvant de la paraffine, qui est
destiné a chasser 'alcool par trois bains sucfsedsitoluene.

Le toluene en remplacant I'agent déshydratantiseutdevient transparent d’ou le nom
d’éclaircissement.

* Enrobage dans la paraffine :

C’est I'étape terminale de la circulation, réalipée passage du tissu dans la paraffine liquide.

L'inclusion ne se fera de facon satisfaisante qua piece a couper ne contient ni eau ni
solvant intermédiaire (alcool).

Ce bloc est plus facile & manipuler que le tissu, & il peut s’attacher a la pince porte-objet
du microtome sans briser la piéce.

robage dans la paraffine

c¢) _Réalisation des coupes ou microtomie :

Aprés montage du bloc dans le porte-bloc du mionetaqui est construit de maniere a
produire de fine tranche de matiére en opérant anvement vertical, et apres réglage du
rasoir de maniere a dresser une face de coupe agtse qu’'un réglage de I'épaisseur des
coupes (3-5) ; on procéde a la réalisation desnsib
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Figure 16: Microtomie

Ces coupes sont immergées dans des bains d’aproslétalées en les déplissant sur la lame
par flottation a la surface d'un bain chaud.

d) _Coloration:

La coloration histologique est celle qui permetd&rencier finement tous les éléments d’'un
tissu.

Elle consiste a accentuer les contrastes pour nrieeonnaitre les différents éléments de la
préparation.

La coloration utilisée est de type H.E.S (hématmeyEosine safran). Elle a pour but de
permettre la mise en évidence des noyaux et dplagme des cellules ainsi que des fibres de
collagéne. Dont 'hématoxyline colore le noyau eolet, I'éosine colore le cytoplasme en
rose, et le safran se charge de colorer les fiteellagéne en jaune.

Les lames doivent étre préparées, afin de pougoewvoir les colorants.
e Déparaffinage :
Consiste a enlever la paraffine de la coupe tigsutur que les colorants (préparés en phase

agueuse), puissent pénétrer le tissu et le colorer.

Ce déparaffinage se réalise tout d'abord par laeniies lames dans I'étuve sous une
température de 70° pendant une heure, puis lesglinger dans le toluéne.

* Hydratation :

Elle a pour objet de retirer le toluéne du tissleeemplacer par de I'eau. Le toluene et I'eau
n’étant pas miscibles, on procéde d’abord au recept@nt du toluene par I'alcool, puis les
coupes sont passées dans un bain d’eau courantd'eda remplacera I'alcool du fait de leur

miscibilite.

e) Le montage:
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Opération consistant, une fois la coloration esiniece, a fixer a I'aide d’'une substance
appelée milieu de montage (composé de glycéroféitine et de thymol), une lamelle de
verre sur la coupe tissulaire.

Le montage permet une protection mécanique desesp@insi qu’une protection chimique
des colorants.

Figure 17 :Lames montées et colorées

La lame colorée est ensuite transmise au médeatormopathologiste de la plateforme pour
identifier une zone contenant plus de 50% de @dltumorales.

La zone d’intérét est cerclée avec un marqueungiiee séparée du reste de I'échantillon par
macro-dissection, afin de s’assurer d’'une proporte cellules tumorales supérieure a 50 %
et de réduire ainsi la contamination par les ceflulormales. S'’il y a plus de 50% de cellules
tumorales, le test est considéré comme fiable, dansas contraire, les cellules saines
peuvent interférer et il y a un risque de conchuten résultat faux négatif.

Les lames préparées sont ensuite étudiées pardimhistochimie.

3) Immunohistochimie :

Avant d’avoir recours aux outils moléculaires, la&thode dimmunohistochimie (IHC)
permet d’étudier sur une coupe histologique I'expi@n tissulaire des protéines de réparation
des mésappariements (MMR) de I'ADN, sur cellulel@xtales tumorales ; a I'état normal,
ces protéines sont exprimées dans le noyau deeplssccellules. Pendant la croissance
tumorale, l'allele sauvage est inactivé par mutatiélétion ou méthylation, ce qui aboutit a
une perte d’expression de la protéine dans leslesltumorales. Ceci permet d'orienter le
généticien dans le choix du test moléculaire acaif [103].

Des marqueurs spécifiques sont ainsi aujourd’haonae pour divers cancers. Nous pouvons
citer a titre d’exemples :

* L’antigene carcino-embryonnaire (CEA) ;

* Le CD15 et CD30 : utilisés pour la maladie de hodgkin ;

e |'alpha-foetoprotéine : en cas de carcinome hépatocellulaire ;

e LeCD117 : en cas de tumeur stromale gastro-intestinale ;

e LeKi-67 : un des indices de prolifération tumorale

» Principe :
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Le principe du test d'IHC consiste a rechercher pete de I'expression d’'une ou plusieurs
des protéines de réparation des mésappariemettdé a savoir MSH6, MSH2, MLH1,
PMS2, PMS1, MLHZ2 ; par rapport aux tissus norma@sents sur la coupe histologique.

Une immunoréaction est composé de trois élémeirtsipaux :
1. La préparation (tissu, cellule, organite subcellulaire, virus...) contenant I'antigéne a
étudier
2. Un anticorps primaire dirigé contre I'antigéne recherché ;
3. Le systéeme révélateur qui permet de visualiser I'immunoréaction. (Figure 17).

Lumineux
(fluorescent)

Coloré (enzyme)
opaque (Or, Argent)

Le systeme
révélateur

L'anticorps Polyclonal
Monoclonal
3 A b
L 'antigene — & | Ti
issu

Présentation de I'Ag

Figure 18: Les différents composants d'une immunoréaction

Le systéeme révélateur est composé d'un anticoggerslaire dirigé contre I'anticorps
primaire.

» Protocole expérimental de 'immunohistochimie manuelle :

-Préparation a la technique :

* Déparaffinage

Le déparaffinage consiste a enlever la paraffinéefidans le tissu. Il s’effectue par passage a
'étuve (58°C) pendant 1 nuit, puis dans deux bd®doluéne et d’alcool absolu pendant 7
min chacun. Ensuite par rincage a I'eau couranie gleau distillée.

¢ Technique

- Egoutter les lames

- Passage dans H,0; a 0,4% (H20 30%) 10 min

v Plusieurs tissus contiennent des peroxydases endogénes qui peuvent donner des
réactions non spécifiques donc on traite les tissus par H,O, puis par ringage en
tampon PBS pendant 5 min

- Rincage a I'eau courante puis a H,0 distillée 10 min

- Passage dans le tampon citrate bouillant (cocotte) 5 min
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v' Le démasquage antigénique permet aux anticorps d’accéder aux antigénes en
coupant les liaisons covalentes et intramoléculaires entre les protéines, les
glycoprotéines, les polysaccharides et les acides nucléiques.

- Rincer a I'eau distillée

- Rincer avec du PBS (1 bain) 5 min

- Egoutter les lames et entourer les fragments par le Pap-Pen

- Mettre le bloquant sur le fragment (lait écrémé 0,4%) 10 min

- Disposer les lames dans une chambre humide

- Enlever le surplus du bloquant en secouant

- Application de I'anticorps primaire 1h

v’ Laisser I'anticorps primaire anti MSH6 sur le fragment couvert pour qu’il ne séche
pas.

- Couvrir les lames pour qu’elles ne séchent pas

- Egoutter un peu les lames et les mettre dans un panier

- Ringage dans du PBS (3 bains) 5 min chacun
- Application de I'anticorps secondaire (1 goutte) 15 min

- Couvrir les lames pour qu’elles ne séchent pas

- Ringage dans du PBS (3 bains) 5 min chacun
- Application de la peroxydase (1 goutte) 15 min

- Ringage dans du PBS (3 bains) 5 min chacun

- Egoutter les lames

- Application sur chaque lame du substrat chromogéne fraichement préparé (2 gouttes
+ 5 ml d’AEC) 4-15 min

v" Pour la révélation du complexe Ag-Ac primaire on utilise une technique basée sur
I'utilisation de Streptavidine-Biotine.

- Rincage a 'eau courante 10 min

- Egoutter les lames

- Application de I’hématoxyline 3 min

- Ringage a I'eau de robinet

- Rincage a l'eau distillée

- Montage al’eau

Etude moléculaire :

4)Extraction d’ADN a partir de tissus tumoraux

> But:

Extraction d’ADN a partir de tissus FFPE (formalgefparaformaldehyd fixed/parafin-
embedded tissues) : ADN et ARN
> Kit utilisé :
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RecoverAll™ Total Nucleic Acid Isolation Kit. (Voir ANNEXE 1)
» Principe general de fonctionnement:

Les échantillons inclus en paraffine sont incubassdle xylene a température élevée a fin
d’enlever la paraffine des tissus, ensuite lavéss dies solutions d’alcool pour enlever les
traces de xylene. Les échantillons ainsi dépassfisont sujets a une étape de digestion des
protéines liées a I'ADN et 'ARN par I'action d’'ur@rotéase.

Enfin les acides nucléiques sont purifiés par aapsur un filtre puis lavage et élution.

Déparaffinage des Purification des

repel’) acides nucléigues

FI -
Isolation Kit

) Formaldehyde or paraformaldehyde-fixed paraffin-eddad tissues
5) Test qualité de I’ADN :

> Principe:

En biologie moléculaire, il est utilisé aprées lkaxtion de I'ADN, pour quantifier 'ADN et
déterminer sa pureté. On utilise la longueur d'oB@@ nm qui est la zone d'absorbance
maximale des acides nucléiques. Une seconde masi8@ nm permet de contrdler la pureté
de I'extraction, a savoir la présence de protéiggisluelles dans la solution d’ADN.

Pour une solution d'ADN purifiée, le rapport R.tdéire compris entre 1,8 et 2. Si R est
nettement inférieur a 1,8 alors des protéines ooinkent probablement la solution. Supérieur
a 2, ce rapport indique une probable contamingtardes ARN.

R = (Aze0 - Asz20)/(A280 - Az20)
R est simplifié lorsque (cas fréquent,f= 0.

La concentration d’ADN peut-étre calculée a patérla mesure a 260 nm en utilisant un
facteur de corrélation :

* ADN double-brin : 1 Abs =50 ng/ul
* ADN simple-brin : 40 ng/ul (comme I'ARN simpleii)
* ARN : 1 Abs =40 ng/ul.

> But:

Apres extraction de I’'ADN a partir de tissu tumoxah procéde a un test qualité de I'ADN.

On estime la concentration de I’ADN extrait par dpaphotométrie. Car afin de passer a la
phase d’amplification d’'un gene recherché par PCEst nécessaire que les solutions d’ADN
extraits aient la méme concentration (10 ng/mhauit donc estimer la quantité d’ADN pour

diluer a la bonne concentration.

6) Amplification de I’ADN extrait par PCR :
» Le protocole expérimental :

On a fait une amplification par PCR du geBRAF KRASet la PCR pentaplex pour
déterminer MSI.



av C
2 HASSAN I UNIVERSITE SIDI MOHAMED BEN ABDELLAH

U — Faculté des Sciences et Techniques

Les constituants utilisés pour la réaction PCR sdaes amorces, la Taq polymérase, les
dNTP, le tampon et ’'ADN, atteignant un volume fende 25 pl.
e Constituants de la réaction d’amplification des génes BRAF et KRAS.

- Les amorces utilisées pour I'amplification du géne BRAF (I’exon 15 de 147 pb) :

Tableau 4: Amorces utilisées pour le séquencage de I'eXodelBRAF de 147 pb

NOM SEQUENCE S’ - &
BRAF_15F TGC-TTG-CTC-TGA-TAG-GAA-AAT-G
BRAF_15R GTA-ACT-CAG-CAG-CAT-CTC-AGG-G

- AMORCES utilisés pour I'amplification du géne KRAS (I’exon 2 de 115pb)

*KRAS 2 BIS +/-

KRAS 2BIS+/ AGGCCTGCTGAAAATGACTG (20nt)
KRAS 2BIS -/ TGGATCATATTCGTCCACAAAA (22nt)
- On prépare le mix PCR selon les indications dbkeaux
- On aliquote le mix préparé a raison de 23 pultphe et on ajoute dans chaque tube 2 pl
d’ADN pour avoir un volume total de 25 pl.
- On met les tubes dans le thermocycleur et on elade programme de
dénaturation/hybridation/élongation
- Alafin de la PCR, on prépare un gel d’agarcs@% (voir Annexe)
- Pour chaque échantillon, on mélange 5 pl de pr&tR avec 2 pl de tampon de charge.
- On lance la migration & 100V
- On visualise les bandes a l'aide des ultraviolets
Tableau5 : composition du mix PCR pour I'amplification desngs BRAF et KRAS

MIX PCR Concentration initiale | Volume pour 1 réaction
Eau stérile 13,3 pl
Amorce sens F 10 uM 1l
Amorce anti-sens R 10 uM 1l
dNTPs 10 pM 1 pl
MgCl, 25uM 2,5 pul
Tampon PCR 5x 5 ul
Tag polymérase 5 U/ul 0,2 ul
ADN 1l
Volume total 25 ul

Le programme du thermocycleur :

Tableau 6 : Récapitulatif du programme du thermocycleur (Timn@cycler- Programme)
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Cycles Températures
1 95°C
94°C 0 &c
35/40 cycles
60°C 1 min
72°C 30 sec
1 72°C 10 min
1 4°C 0

VERIFICATION DES PRODUITS DE PCR PAR ELECTROPHORESE

N.B : 35 cycles pour BRAF et 40 cycles pour KRAS
* Constituants de la réaction d’amplification des loci microsatellites (phénotype RER)

Cette étape correspond a I'amplification des lo@rasatellites choisis par PCR multiplex.
Les 5 couples d’'amorces permettant d’obtenir depliaons de tailles proches mais de
marquage différent de facon a pouvoir les distindoes de I'analyse de fragments. Les
amorces sens sont donc marquées en 5’ par diféefleantochromes
Les amorces utilisées sont

Tableau 7Amorces utilisées pour le phénotypage RER

Nom  du | Taille du fragment SEQUENCEYS -3

marqueur

NR21 R 103 pb ATT-CCT-ACT-CCG-CAT-TCA-CA

NR21 F NED- TAA-ATG-TAT-GTC-TCC-CCT-GG
NR22 R 142 pb AAT-TCG-GAT-GCC-ATC-CAG-TT

NR22 F HEX - GAG-GCT-TGT-CAA-GGA-CAT-AA
NR24 R 132 pb ATT-GTG-CCA-TTG-CAT-TCC-AA

NR24 F NED - CCA-TTG-CTG-AAT-TTT-ACC-TC
BAT25 R 123 pb TCT-GCA-TTT-TAA-CTA-TGG-CTC
BAT25 F 6- FAM-TCG-CCT-CCA-AGA-ATG-TAA-GT
BAT26 R 119 pb AAC-CAT-TCA-ACA-TTT-TTA-ACC-C
BAT26 F HEX-TGA-CTA-CTT-TTG-ACT-TCA-GCC

-On a utilisé seulement 3 amorces: NR22/NR24/BAT25
Les deux autres amorces ont perdu leur fluorescence
v" Préparation des amorces MSI :

- 7,5 uld’amorce NR22 R + 7,5 ul d’amorce NR22 F
- 7,5 uld’amorce NR24 R + 7,5 ul d’amorce NR24 F
- 7,5 uld’amorce BAT25 R + 7,5 pl d’amorce BAT25 F

-On ajoute 200 pl du TE 1X
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-On prépare le mélange dans un tube eppendorffdel 0
v Condition de PCR MSI :

- Tampon5x :5ul

- MgCl £ 2,5 ul
- dNTP 1 ul
- Amorce 10x : 5 pl
- Taq 10,2 pl
- Eaustérile :19 ul
- ADN 1l

-On obtient le volume de 33,7 ul par tube
-On met les tubes dans le thermocycleur et on lEnpeogramme suivant :

v Programme du thermocycleur :
- 15 min: 95°C ——» 1 cycle
- 30 sec:94°C
- 90 secs : 61°C 35 cycles
- 60 sec :72°C

- 30min:60°C ____,  1cycle

-A la fin de la PCR, on prépare un gel d’agarosé%e
-Pour chaque échantillon, on mélange 5 ul de prdDR avec 2 ul de tampon de charge.
-On lance la migration a 100V
-On visualise les bandes a l'aide des UV
-Les produits PCR des genes BRAF et KRAS ont éteesargs
-Les produits PCR des loci microsatellites ont éysé (I'analyse des fragments
7) Séquencage des produits PCR des genes BRAF et KRAS :

> Principe général de la méthode :

Dans la méthode de Sanger, la polymérisation de I'’ADN est initiée par un petit
oligonucléotide (amorce) complémentaire a une partie du fragment d’ADN a séquencer.
L’élongation de I'amorce est réalisée par la « séquénase » (une ADN polymérase | dépourvue
d’activités exonucléasiques 5'—>3’et 3'->5', et 100 fois plus rapide que le fragment de
Klenow). Les quatre désoxynucléosides (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) sont ajoutés, ainsi qu’en
faible concentration les quatre 2'-3'didésoxynucléosides (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP)
marqués par des fluorochromes différents. Ces didésoxynucléosides, une fois incorporés a la
nouvelle chaine synthétisée, empéchent la poursuite de I’élongation. Il en résulte de
nouveaux fragments d’ADN de taille variable, qui sont ensuite séparés par électrophorese
sur un gel de polyacrylamide.
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Il n'y a qu'une seule réaction de séquencage en présence des 4 didésoxyribonucléotides :

ADN matrice + dNTP + ddcTP fluorescent bleu + ddATP fluorescent vert + fluorescent +
ddGTP fluorescent rouge

Le séquencage a été fait au CURI (Centre Universitaire Régional et d’Interface)

> But:

Notre objectif est d’appliquer le séquencage paiecter les différentes mutations pour les
différentes maladies étudiées avant de passer maoklifs PCR, il faudra les purifier pour
éliminer I'excés d’amorces, dNTP et d’ADN polyméapour ne pas s'interférer avec
séquenceur, pour cela il s’agit de 3 réactionsneigtles comme suit :

* Purification par ExoSAP®

EXOSAP-IT est concu pour une purification rapideefficace des produits de PCR. I
comporte deux enzymes hydrolytiques, I'exonucld@Seo) qui dégrade les ADN Simples
brins et la phosphatase alcaline de crevette ($aPhydrolyse les dNTPs libres, et en excés
sans interférence avec les applications en avahZyme est active a 37°C et inactive a 80°C.
Les fragments simples brins inferieurs a 100pb aorsi dégradés.

-On utilise 2ul de 'enzyme ExoSAP avec 10ul dudoioPCR

-On le place au niveau du thermocycleur suivaoitde suivant :

Tableau 8 : Programme du thermocycleur

Température Durée
37°C 3 min
80 °C 15 min
10°C 0

* Reaction de sequence par BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing :

Selon la réaction de Sanger qui repose sur l'imm@tpon aléatoire par cette ADN polymérase
de didéoxynucléotides interrupteurs de chaine (d®)Ndux aussi présents dans le milieu
réactionnel dont chacun est marqué par un fluonegphpécifique dont le spectre d’émission
est spécifique. Une analyse spectrale va difféegries différents fluorochromes, associer la
base correspondante et donc définir la séquencéatigique du brin d’ADN initial. Les
fragments d'ADN synthétisés portent ce fluoropherminal. On les appelle des terminateurs
d'élongation ouBigDye Terminatorsou "Dye-labeled terminatdr
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Nous utilisons la technologie Big Dye Terminatorsien2 (Applied Biosystems : ABI),

version 2.
Tableau 9: composition de mélange de réaction de séquence
Tube F (Forwad)/ + R (reverse)/-
Amorce 1 pl (KRAS 2bis+: 12,51 pl (KRAS 2 bis-: 12,5
UM /BRAF F: 10 pM) |pM/ BRAF R : 10 pM)
Big dye 1,5l 1,5 pl

=

Produit de purification pa
EXOSAP 2 pl 2 pl

La technologie Big Dye Terminator (BDT) utilise wysteme de transfert d’énergie par
résonance (FRET) entre deux fluorochromes fixédesaréme ddNTP et reliés entre eux par
un linker. Le premier est une fluorescéine (6 cayflaoréscéine) appelé fluorochrome
donneur, commun aux quatre ddNTP. Le second esdighéororhodamine (dRhodamine)
qui joue le réle de fluorochrome accepteur.

Le fluorochrome donneur est excité par un rayoarlasargon émettant a 488nm et 514,5nm.
Son énergie de fluorescence émise (515-520nmppste intégralement par le fluorochrome
accepteur qui est excité a son tour. Le fluoroclerancepteur ou dichloroRhodamine est
différent pour chaque type de ddNTP.

Tableau 10: dichloroRhodamines utilisées et le spectrendséion maximum de ddNTP

ddNTP dichloroRhodamines Spectre d’émission
utilisées maximum
A dR6G 560-565nm
T dROX 615-620nm
C dR110 530-535nm
G dTAMRA 590-595nm




C
HASSAN I UNIVERSITE SIDI MOHAMED BEN ABDELLAH

U — Faculté des Sciences et Techniques

Le spectre de la fluorescence réémise sera aigsifspue de chaque type de ddNTP. Le
transfert du signal de la fluorescéine vers la dRintine permet une amplification du signal

et, par conséquent, une augmentation de la setésitel la technique (fig20).

Fluoresceéine : fluorochrome donneur

commun a tous les dNTP L .
Dichlororhodamine : fluorochrome

acceplenr. a1 12 dn N
v FRET acceptenr, specifique du ddNTP

Laser

ok ratuo
d'excitation P —!l- Fluorescence émise

\{I{l\]i)

F!gure 20: : Meécanisme de la fluorescence par la technique du transfert d’énergie par résonance

On effectue 25 cycles d’amplification sur le theoydeur dans des conditions spécifiques a
la réaction de séquence. Un cycle correspond a :
- Une étape de dénaturation de ’ADN a 96°c pendant 10 sec pour obtenir I’ADN sous
forme simple brin.
- Une étape d’hybridation a 50°c pendant 5 sec (température moyenne d’hybridation
pour la majorité des amorces utilisées).

- Une étape d’élongation de I’ADN par la Taq polymérase a 60°c pendant 2 min.

Cette température faible ralentit la Taq et va @ég I'équilibre pour permettre une meilleure
incorporation des ddNTP.

Une fois I'étape de thermocyclage effectuée, il mStessaire de purifier la réaction de
séquence.

« Purification de la réaction de séquence avec le Kit BigDye-XTerminator :

Le kit BigDye® Xterminator™ permet la purificatiates produits de réaction de séquence en
capturant les dyes non incorporés dans la réadesrsels et autres molécules chargées qui
pourraient interférer lors de la détection des ase électrophorese capillaire.
Le kit contient : - un flacohSAM Solution” (stockage a T°ambiante)

- un flacor:XTerminator Solution (stockage a 4°C, ne pas coetgr)
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1. Déposer 1@ de produits de réaction de séquence dans la@lagplied.
2. Centrifuger la plague.
3. Préparer un mix contenant :
45ul desolution SAM par puits
10nl de XTerminator Solution par puits a I'aide des cones spécifiques.
Il Vortexer 10” le flacon XTerminator Solution eprélever immédiatement la quantité
nécessaire.
4. Vortexer le mélange et ajouterdbBlans chaque puits a l'aide de la pipette dipgitu de
la pipette monocanal.

Il Vortexer le mix tres régulierement (la solutionXterminator « se redépose » tres
rapidement)

5. Sceller la plaque correctement avec un film aidhé

6. Mettre la plaque sur I'agitateur Eppendorf Miatd.

7. Lancer l'agitateur sur la position 1800 rpm pamd30secondes et vérifiez que tout se
meélange bien et que la plaque reste bien attachée.

8. Agiter & 1800 rpm pendant 30 minutes.

9. Centrifuger la plague 2 minutes a 1000 g (Ckrgeuse Heraus Multifuge 3S-R)

10. Lancer le run sur le séquenceur 3730 avec teFRotocole Module adapté

N.B : Les plaques peuvent étre conservées 7 jours4dC (pas congelées) avant d’étre
analysées avec le séguenceur.

* Détermination de la séquence :

Les séquences d'ADN sont déterminées par séqueracagaatique (séquenceur capillaire
ABI Prism™ 3130 Genetic Analyser séquenceur 8 capillairé8l PRISM 3130

8) L’analyse des fragments des MSI :

Cette analyse a été faite au CURI.

- On a préparé un mélange de formamide (9,25 uleettandard (0,25ul). Ces deux
produits sont préts a I'emploi.

- On a déposé dans chaque puits de I'appareil 9 mélange préparé et ajouté 1,5 pl
de I'échantillon. Les fragments sont ainsi analypé@s le logiciel Peak Scanner
Software V1.0
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Résultats et discussion
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I-Etude statistique :

Une étude statistique rétrospective portant sucat2de tumeurs colorectales, recrutés
et recensés au sein du service d'’Anatomie Patlypiegiu CHU Hassan de Fes, a été réalisée
par l'unité de génétique médicale et d’oncogénétigMGO), afin d'évaluer les
caractéristiques épidémiologiques des tumeurs ectales.

1) Répartition des tumeurs colorectales selon l'age.el sexe et le milieu de

résidence :

Dans notre série, 'dge médian des patients ayesitumeurs colorectales malignes est
de 64 ans, avec des extrémes de 22 ans et de .84 ans
Comparativement a une autre étude rétrospective agété réalisée sur des malades
atteints de cancer colorectal hospitalisés a taqule chirurgicale « C » du CHU IBN SINA
de Rabat durant une période de 20 ans allant de d2®00, sur 549 patients. L’age moyen
des patients était de 50 ans avec des extrémes ddld 6 a 85 ans.

Et d’aprés une étude descriptive intitulée « lepeats épidémiologiques des
cancers au CHU HASSAN Il de Feés » réalisie sein du service d’anatomie
pathologigue du CHU HASSAN Il de Fés pendamie période s'étalant du ler
Octobre 2003 au 30 Juin 2004, 'age moyen deerdatétait de 60 ans pour les cancers
coliques

En France, le cancer colique est rare avant 5J@#fs des cas), alors qu’au Maroc le
CCR est plus fréquent avant 50 ans d’apres plusiétudes. L'incidence augmente ensuite
rapidement avec I'age. La proportion de cas diatippoés double chaque décennie entre 40 et
70 ans dans les deux sexes. L’age moyen au diagmrsstde 69,5 ans chez 'homme et 72,8
ans chez la femme. L’augmentation de l'incidencecduncer colique pourrait étre liée au
vieillissement de la population.

Ces résultats sont comparable avec nos résultatsgs’il ya une petite différence qui
est expliquée par la taille de I'échantillon quest pas représentative.

Ensuite, notre étude montre qu’il y avait une légprédominance masculine avec
54,4% des hommes et 43% de femmes (figure 21). @atipement a I'étude réalisée par la
cliniue chirurgicale « C » du CHU IBN SINA de Rabaonstatant ainsi une nette
prédominance masculine avec un sexe ratio de 6@B&% d’hommes et 38,8% de femmes),
et celui trouvé pawViguier J .et ces collegues en 2008ui a noté une prédominance
masculine, avec un sexe ratio de 1,5. Et que lgueiscumulé de développer un cancer
colique entre 30 et 74 ans est de 3,4 % chez I'hemini,6 % chez la femme, nés entre 1937
et 1945.

Donc, les trois études confirment quehesimes sont plus susceptibles de développer
le cancer colorectal que les femmes. Cette prédmme masculine est nette dans les deux
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études de CHU IBN SINA de Rabat et celui trouvé \gguier J .et ces collegues en 2003
en FrancePar contre les résultats trouvés dans le CHU HaHsde Fés n’est pas tres
significatifs vue la taille restreinte de I'échdlotn étudié.
Par la suite, notre étude a trouvé une différericeidence entre le milieu urbain (57
%) et le milieu rural (43%).
Tandis que I'étude épidémiologique faite au sein dervice d’Hépato

gastroentérologie du CHU Hassan Il Fés en 2008\Npgrua BENSEDDIK, et qui a porté sur
160 patients, a révélé une différence significamere ces deux milieux avec 64,7% pour le
milieu urbain et 35,3 attribué au milieu rural. teaifférence est généralement attribuée a des
facteurs de risque environnementaux, notammenthdstudes alimentaires différentes,

comme il a été décrit dans la littérature [36]

N seXe

masculin
B sexe

férminin

Figure 21a répartition du CCR selon le sexe

® milieu
urbain

" milieu
rural

Figure 22 répartition du CCR selon le milieu de résideride 42)
Enfin, la localisation de la tumeur chez 8 patien&té déterminée dans la figure (23)
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Figure 23: localisation de la tumeur dans le colon

La taille des échantillons de notre étude restefiissinte pour déterminer le pourcentage de
la localisation de la tumeur dans le colon, mais’algit d’'un pourcentage de (52,9%) de
cancer colorectal au niveau du colon et de (47 A%4)iveau du rectum.
Avant de passer a I'étude immunohistochimique, étoele histologique est nécessaire pour
déterminer le type de tumeur, son aspect ainsi gpre stadification afin de déterminer
'étendue de la tumeur, et le choix du traitemestt,il tient également compte de la
propagation de la tumeur dans les organes voisimsus éloignés (métastases).
D’aprés plusieurs études qui est faite paivre J en France en 2001, Le cancer colorectal
se situe le plus souvent au niveau du cgbooximal, viennent ensuite le rectum et en
dernier lieu le colon distal.
La pathologie moléculaire a montré aussi desuiffces d’emplacement : les tumeurs
avec un haut niveau d’instabilité des microsatdliftMSI-H) ou les mutations RAS proto-
oncogéne sont plus fréquemment localiséesiagau du coecum, du colon ascendant et
du colon transverse.
A partir de nos résultats, on conclue que Les echEnginomes représentent 94% des
cancers colorectaux. Le grade histologique daligmté défini par le degré de
différenciation est un facteur prédictif aussen de I'envahissement locorégional, que
de la dissémination métastatique. On définiepésyde tumeurs :

A) Tumeurs bien différenciées, B) Tumeurs moyennement différenciées, C) Tumeurs

peu ou indifférenciées et D) Adénocarcinome colloide ou mucineux.
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Figure 24 : adénocarcinomes colorectaux a leurs différstatdes de différenciation
Et enfin, le stade de la tumeur colorectale estrd@éhé par le pathologiste par microscopie,
pour le bon choix de traitement ainsi d’étude maligice.

lI- Etude immunohistochimique :

Sur 42 patients, une série de 15 patients a fatdbjdt d'une étude
immunohistochimique, visant a étudier I'expressiodes protéines de réparation des
mésappariement, afin de garantir aux patients ugidemre prise en charge et un bon choix
thérapeutique.

L’analyse immunohistochimique des protéines danatpon des mésappariement a été
effectuée dans le laboratoire d’anatomie pathologicsur une coupe histologique d'une
tumeur colorectale.

Les résultats obtenus sont les suivants :

MLH1 tissu non tumoral : expression + tissu tumoral : expression +
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Figure 25: résultats d’immunohistochimie présentant uneresgion de la protéine
MLH1 du tissu sain et tumoral.

Le résultat montre sur le fragment de tissu tulnoies glandes adénocarcinomateuses
présentant une expression normale de la protéindIVpar la présence de coloration des
noyaux. Cela ne permettra pas de savoir s’il yamuottion ou pas, mais il faut s’assurer par
I'étude moléculaire.

MSH2: Tissu

<

Fig 26: résultat d’immunohistochimie présentan
protéine MSH2 de tissu tumoral et expression de RISeltissu sain grace a la coloration du
noyau.
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MSH6_ Tissu non tumoral: expressmn t___ Tumeur: expressmn -

Flgure 27 resultat d |mmunoh|stoch|m|e presentant une retion d’ expressmn de la
protéine MSH6 de tissu tumoral et expression gedééine du tissu sain.

L’'immunohistochimie qui est faite pour 15 cas, antné une extinction de protéines de 7 cas :
e 3 patients ont une double extinction :

2 patients ont une extinction de protéines (MLH1 ; PMS2)
- 1 patient a une extinction de protéines (MSH2 ; MSH6)

e 1 patient a une triple extinction :
- Extinction de protéines (MSH2 ; MSH6 ; PMS2)

* 1 patient a une extinction de la protéine : PMS2
e 1 patient a une extinction de la protéine : MLH1
* 1 patient a une extinction de la protéine : MSH6

L’expression des principales protéines du systéfidR peut étre actuellement étudiée a
'aide d’anticorps mono-clonaux disponibles danscammerce depuis 1996 : hMLH1,
hMSH2, hMSH6 et hPMS2.

D’apres les résultats d’études de Svrcek M efa@tes en 2007, montrent qu’en cas de
perte d’expression de la protéine hMLH1, on obseme perte d’expression conjointe de la
protéine hPMS2. De la méme maniére, I'extinctionlaerotéine hMSH2 s’accompagne
d’une extinction de la protéine hMSH6. A l'inverseyILH1 reste stable en I'absence de la
protéine hPMS2 probablement du fait d’'interactiamsc d’autres homologues de MutL, tels
que hPMS1 ou hMLH3, ce qui est confondu avec negltiads.

Alors on peut aussi conclure que I'extinction detatéine MLH1 peut étre liée, soit a
une mutation constitutionnelle de geli&H1 soit a une méthylation de son promoteur, en
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relation, avec un mécanisme de sénescence denBépin colique, qui est observe dans les
cancers MSI sporadiques.

L’'IHC peut toutefois étre mise en défaut en casrigations faux sens, responsable
d’'une perte de fonction d’'un geMMR, sans perte d’expression du géne concerné.

Enfin, il est important d’avoir a I'esprit que léschniques d’'IHC ne sont pas encore
suffisamment standardisées, ni parfaitement remtddes d’'un cas a l'autre (en particulier
avec hMLH1), ce qui rend leur interprétation diféi¢ vue sa grande sensibilité. D’ou la
nécessité d’'une étude moléculaire.

lll- Etude moléculaire :

Une série de 15 patients a fait I'objet d’une asalynoléculaire, visant a amplifier les génes
MMR et les analyser, ainsi que les génes KRAS &ABBt les séquencer

Méme si on a trouve I'extinction des protéines dipee 7 cas, il est obligatoire de confirmer
les résultats par la biologie moléculaire de tassdchantillons.

1) Amplification par PCR :
1.1 Résultats de PCR multiplex des Loci MSI :

Les produits d’amplification ont été visualisés soU.V apres électrophorese sur gel

d'agarose a 4%. Au premier temps ils ont faits Braes, les résultats sont les suivants :

Les échantillon

I"amplification
de 5 bande

Figure 28:
Profil d’électrophorese sur gel d’agarose a 4% pexluits PCR des génes MMR (5
amorces).

D’aprés la migration des amorces sur gel d’agaonsa pu remarguer le fonctionnement que
de 3 amorces : NR22, NR24 et BAT25, vue la pertladl@orescence.

La spécificité des séquences d’ADN amplifiés acétdfirmée par comparaison a un

marqueur de taille de dilution de 1/10.
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Figure 29 : Profil d’électrophorese sur gel d’agarose a 4%jteduits PCR des genes MMR

Le résultat PCR montre 3 bandes correspondant ssédaence amplifiée des genes
MMR de taille proche et approximative de (140, 1B85 pb), pour 15 patients atteints du
cancer colorectal. Les puifs correspondent aux témoins négatifs exempts d’ABNes
puits M correspondent au marqueur de taille.

Cet ADN amplifié a été analysé au CURI pour la ezche du phénotype d’instabilité
des microsatellites.

En effet, la comparaison des cellules tumoralescelules normales est rendue
nécessaire par le polymorphisme des marqueursadili
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Figure 30: Mise en évidence d’instabilité des microsatedlit

Pour parler d'instabilité de microsatellites a dai de ces marqueurs, seulement 3
marqueurs des 5 sont instables. (d’apabkard O et ces collegues ., 20p6Dans le cas
contraire, il n’y a pas d’instabilité de microsétek.

Certains auteurs parlent de MSI-L (MSI-low) lorsgy’a un marqueur instable, et de
statut MSS (MSlI-stable) lorsqu’aucun marqueur niestiable.

En pratique, deux ou plus de marqueurs instabig®st le statut MSI positif et zéro ou
un marqgueur instable signe I'absence de statut(MSI négatif).

Apres PCR multiplex l'utilisation de mamus quasi-monomorphiques a permis de
démontrer qu’il était inutile détudier 'ADN norrhadu patient, 'ADN tumoral étant
suffisamment informatif pour déterminer le statusMwvec ces marqueurs.

D’aprés l'analyse qu'on a effectuée au CURI on ateob une instabilité
microsatellitaire de 12 patients, dont 7 seulenmrit une extinction de I'expression des
protéines de réparation des mésappariement. Dorgade d’instabilité des microsatellites
(MSI-H). Ce qui confirme la sensibilité et la fablreproductibilité de technique
d'immunohistochimie. (Figure 29).

Cependant, I'analyse de ce profil génétique poupeitnettre de préeciser son pronostic et de
mieux cibler la chimiothérapie.

Plusieurs études faites pd@rife R et al., en 2000 eRibic CM et al., en 2003) rapportent
une augmentation de la survie des patients portdunse tumeur MSI par rapport aux
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tumeurs MSS (stabilité des microsatellites), indélaenment des autres facteurs
pronostiques. Cette notion est encore controverséis, semble tres prometteuse.

Trois molécules de chimiothérapie ont fait la peeae leur efficacité dans le CCR : il s’agit
du 5-FU, avec ou sans levamisole, de 'oxaliplatetele I'irinotecan (ou CPT11).

L’ajout de I'oxaliplatine au 5FU (FOLFOX) améliole traitement adjuvant des CCR de stade
lll en réduisant le risque de récidive et en amafibla survie globale.

Dans une étude récente, le phénotype MSI étaitesaaine meilleure réponse au traitement
par FOLFOX.

Cette étude suggere également que seules les mim@@xprimant p53 bénéficieraient de
I'ajout de I'oxaliplatine au 5FU.

Par ailleurs, en 2003 une étude rapportait aussilajprésence de MSI était prédictive de la
réponse a l'irinotécan (inhibiteur de la topo-isoas@ 1) chez les patients a un stade avancé
du cancer. La discussion est cependant encoreteuver

Toutes ces données sont a interpréter avec prenguaur leur utilisation en pratique clinique
et nécessitent d’étre confirmées par des étudepectives randomisées.

La mutation du gene BRAF (V600E) est présente @sviron 40 % des cancers du cblon
sporadique ayant un statut MSI positif. D’ou laessité d’'une étude moléculaire de ce géne.

1.2 Résultats de PCR du géne BRAF exon 15 :

Nous avons effectué la PCR du gene BRAF pour lierdat dans le but de rechercher la
mutation ponctuelle de ce géne dans I'exon 15.e8et comprend le codon 600 du gene
BRAF, ou se produit frequemment la mutation de @eegcomme la plupart des auteurs I'ont
rapporté [36].
Ensuite, les produits d’amplification ont été \@bses sous UV aprés électrophorese sur gel
d'agarose a 2%. La spécificité des séquences d'ADNplifites a été confirmée par
comparaison a un marqueur de taille.

Les résultats de PCR sont les suivants :

Exon 15 du géne

BRAF amplifié
Amaorce BRAF




C
HASSAN I UNIVERSITE SIDI MOHAMED BEN ABDELLAH

U — Faculté des Sciences et Techniques

Figure 31: Profil d’électrophorése sur gel d’agarose ad®% produits PCR du gene BRAF exon
15

Le résultat PCR montre une bande correspondansé@glaence amplifiée de I'exon 15
du gene BRAF d'une taille approximative de (143pump 15 patients atteints du cancer
colorectal. Les puit3 correspondent aux témoins négatifs exempts d’ABNes puits M
correspondent au marqueur de taille.

Les ADNs amplifiés doit étre séquencer afin de raeth évidence la présence ou non
de la mutation ponctuelle T1799A touchant I'exondsce géne. Cependant on n'a pas pu
séquencer 'ADN des 15 patients.

Alors que, d’aprés les résultats précédents faitéaboratoire du génétiques au CHU
Hassan Il, la séquence du gene BRAF, et la podil@ola mutation ponctuelle si elle existe est
présenté dans ci-dessous :

00 950 1000 1050 1100 1150 1200 1250 1300 1350 400 ! 1450 1500 1550 1600 1650
ETARTRRE RN RN RR RN RN RN T RARRR TR R NUT] I TR RTRRTE RTRTERTEN] FARRTRRTNE FRTNRTRRTE FRRTRRTEN] RTRSI o b bernn b b

20
El| I T T TR RN I

Ct Gat GGGACCCACT CCAT CGaG ATt t (ACt GTAGCTAG ACCAAAAT CACCTATTt tt aCTGT

?IU ?IS SIU 8|5 SID SIS 1UIU IDIS 11|U 11|5 IZID 12|5 1?0

1400—
1300—
1200—

1000—

Ll

Geéne BRAF anti-sens
Séquence amplifié de 147 pb:
ACAACTGTTCAAACTGATGGGACCCACTCCATCGAGATTT@ACTGTAGCTAGACC
AAAATCACCTATTTTTACTGTGAGGTCTTCATGAAGAAATATATCTGAGGTGTAG
TAAGTAAAGGAAAACAGTAGATCTCATTTTCCTATCA.
Figure 32: Séquencage direct de I'exon 15 du géene B-rafi@é@hez 5 patients

(CURI Fés)

.B : la baseA en rouge montre la localisation de la mutatiogllsi existe. (A/T)
B-raf :
Score = 272 bits (147), Expect = 3e-71

I dentities = 147/ 147 (100%, Gaps = 0/ 147 (0%

St rand=PI us/ Pl us

Query 1
ACAACTGT TCAAACT GATGGGACCCACTCCATCGAGATTTCACTGTAGCTAGACCAAAAT 60

LOPEEETELEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eer
Shjct 1048718

ACAACTGI TCAAACT GATGGGACCCACTCCATCGAGATTTCACTGTAGCTAGACCAAAAT 1048777

Query 61
CACCTATTTTTACTGIGAGGT CTTCATGAAGAAATATATCTGAGGTGTAGTAAGTAAAGG 120

FETTEEEEEE ettt e e e et e e e ettt ety
Shjct 1048778

CACCTATTTTTACTGIGAGGTCTTCATGAAGAAATATATCTGAGGTGTAGTAAGTAAAGG 1048837
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Query 121 AAAACAGTAGATCTCATTTTCCTATCA 147

AR
Sbj ct 1048838 AAAACAGTAGATCTCATTTTCCTATCA 1048864

Figure 33: Alignement entre le segment du gene BRAF andpfifir 'amorce BRAF-15R et
le segment de référence dans les bases de données.

L’alignement montre un degré d’homologie de 100%rpa séquence de I'exon 15 du
gene BRAF, ce qui confirme I'absence de la mutalib@99A. De facon plus spécifique, les
mutations de gene BRAF surviennent presque exdosint dans des CCR MSI sporadiques
présentant une méthylation du géne MLHL1.

Ces données suggérent que les mutations activatliedBRAF sont liées au caractére
sporadique du phénotype MSI. Cette mutation egtueée plus rarement dans les cancers du
cblon sporadiques sans MSI [37]. Dans ce dernisy elfe serait associée a un moins bon
pronostic [58].La mutation V600OE est ainsi étroiegrh corrélée a I'’hyperméthylation du
promoteur du gene MLH1 et donc a I'absence d’exgloesde ce dernier gene.

D’aprés un travail de Kadiyska et al., 2007, la atioh a été détectée chez 8 sur 140
patients atteints de CCR (5,7%) et présentant deact@ristiques communes telles que le
statut MSI et la localisation approximative deumeur

Certains auteurs ont alors proposé d’associer ragstguement la recherche de cette
mutation a la recherche de MSI, la présence de dtation V600E affirmant un cancer
sporadique en présence d'une tumeur colique avet ddSqui éviterait la recherche de
mutations dans les génes MMR.

Par ailleurs, la mutation sur le géne BRAF estlles gouvent mutuellement exclusive
avec la mutation sur le géne KRAS, les mutationsceudernier gene étant essentiellement
associées a un cancer du c6lon sans instabilitéictesatellites.

D’aprés I'étude de Laurent-Puig P et al., en 206@&quante pour cent des malades
dont le cancer ne présente pas de mutation de KJRAS ne répondent pas aux anticorps
anti-EGFR. Dans ce contexte, la mutation activatde BRAF, pourrait constituer d’autres
biomarqueurs de résistance. Les mutations de BRARyellement exclusives de celles de
KRAS, constituent un facteur de résistance auxcargs anti-EGFR obéissant aux mémes
mécanismes que les mutations de KRAS. Il exist@aint chaud de mutation au niveau du
guinzieme exon du gene BRAF, représentant plus @e¥® des mutations observeées,
responsable du changement d’une valine en acidangigue en position 600 (V600E), du
fait de la transversion T1799A. La région mutéeegpond au domaine kinase de la protéine,
qui est une sérine/thréonine kinase. La mutatioBRAF, outre sa valeur prédictive négative,
représente également un facteur de tres mauvaisgtio.

Donc on peut conclure que le role des mutationgeshe BRAF chez les patients traités
par des agents anti-EGFR est identiqgue a celui paréles mutations du géne KRAS. lIs
proposent que l'analyse combinée des mutations BAK et BRAF soit utilisée pour
sélectionner prospectivement les patients attei@t€CR éligibles pour un traitement par les
anti-EGFR.

D’ou la nécessité d'étudier par la biologie moléid la mutation du gene KRAS.

1.3Reésultats de PCR du gene KRAS exon 2 :

La PCR a été réussi pour les 15 patients enaritlites deux amorcd§RAS 2 bis + et
KRAS 2 bis-. Ensuite, les produits d’amplification ont été dbsés sous UV apres
électrophorése sur gel d’agarose a 2%. La spééifites séquences d’ADN amplifiées a été
confirmée par comparaison a un marqueur de téiflgure 34).
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Figure 34 : Profil d’électrophorese sur gel d’'agarose ad®$ produits PCR du gene KRAS
exon 2

Le résultat PCR montre une bande correspondantsagaence amplifiée de I'exon
2du gene KRAS d'une taille approximative de (114@ur 15 patients atteints du cancer
colorectal. Les puit§ correspondent aux témoins négatifs exempts d’ABiNes puits M
correspondent au marqueur de taille.

Ensuite les ADNs amplifié correspondant au gene BR#t été séquence afin de
mettre en évidence la présence ou non des mutatiooBant plus fréquemment les codant 12
et 13 de I'exon 2. Les résultats sont les suivants

La séquence sauvage du gene KRAS exon 2 ssiviante:

Codon

cgggtitgtat d'INitiatio  y4iqqagtatitgatagtgtatiadgtgtgacatgtictaatatagtcacatttcattatttitattata
agGCCTGCTGARALATG] ACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGAGCTEEIBEEG
TAGGCAAGAGTGCCTTGACGATACAGCTAATTCAGAATCATTTIGTGGACGAATA
TGATCCAACAATA GAGgtaaatcttgttttaatatgcatattactggtgcaggaccatattitgugataaacccg

D’aprés nos résultats la séquence qu’on trouvéi-esssous :
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La séquence amplifiée exon 2 de 115 pb:
GAGCTGGTGGOGTAGGCAAGAGTGCCTTGACGATACAGCTAATTCAGAATCATTT
TGTGGACGAATATGATCCAACAATAGAGGTAAATCTTGTTTT

Le codon en rouge = codon 1&/A “GT

} La position des mutations si elles existent
Le codon en bleu = codon 13"G/A"C

Score = 180 bits (97), Expect = le-43
Identities = 97/97 (100%, Gaps = 0/97 (0%
St rand=Pl us/ M nus

Query 1
GAGCT GGT GGCGTAGGCAAGAGT GCCTTGACGATACAGCTAATTCAGAATCATTTTGIGG 60

AR AR R RN R AR A R R RN
Shjct 18158414

GAGCT GGT GECGT AGGCAAGAGT GCCTTGACGATACAGCTAATTCAGAATCATTTTGIGG 18158355

Query 61 ACGAATATGATCCAACAATAGAGGTAAATCTTGTITTT 97

RN AR AR AR
Sbj ct 18158354 ACGAATATGATCCAACAATAGAGGTAAATCTTGITTT 18158318

Figure 36: Alignement entre le segment du gene KRAS anéppfir 'amorce KRAS 2-Bis+
et le segment de référence dans les bases de donnée

L’alignement montre un degré d’homologie de 100%irptoutes les séquences de
'exon 2 qu’on a séquencé, ce qui confirme I'absethe la mutation des codons 12 et 13.

De nombreuses études ont démontré qu’en absenmatdéons KRAS, le cetuximab et
le panitumumab seuls ou en association avec dawngicancéreux (cf. 5-fluoro-uracil,
irinotecan, oxaliplatine) amélioraient la surviesgmtients et le taux de réponse anti-tumorale.
En particulier le réle du géne oncogénique KRA%ialfobjet d’analyse approfondies ayant
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abouti a la conclusion que la survenu de mutatitnEKRAS constitue un marqueur predictif
de la résistance aux anti-EGFR.

Quatre-vingt-dix pour cent de ces mutations sdoess sur les codons 12 et 13 du géne
codant pour KRAS (70 % pour le codon 12 et 30 % p@weodon 13). Dans quelques cas, on
en retrouve au niveau des codons 61 et 63. Rolteaual., en 2008 a été démontré, par
ailleurs, que ces mutations étaient mutuellementusies de celles présentes sur le géne
EGFR.

Plusieurs études ont comparé les patients ayanimumgtion KRAS et ceux ne l'ayant
pas au cours d'un traitement avec un anti-EGFR.niamiere générale, chez les patients
n‘ayant pas la mutation KRAS sur les codons 123¢t58,3 % obtenaient une réponse anti-
tumorale lors d'un traitement contenant du cetukincantre 43,2 % parmi ceux qui ne
prenaient pas de cetuximab. En présence d’'une iotstir un des deux codons, il n’y avait
plus de différence de réponse avec ou sans cethxiBe maniére plus générale, 3 % des
sujets ayant une mutation KRAS répondent au traterpar les anti-EGFR contre 27 % des
sujets nayant pas de mutation KRAS.

Conclusion et perspectives

L'utilisation de la biologie moléculaire et la géiggie est devenue désormais un outil
clé dans le diagnostic du cancer colorectal. Biesnettent a la fois la détermination des
facteurs prédictifs de réponse aux thérapies aldéti-EGFR, par la recherche de mutations
des genes KRAS et BRAF et sélectionner les pateydst une absence de mutations de ces
genes, pour prescrire un anticancéreux et eévitetraitement couteux, non déenué d’effets
toxiques potentiels.

mais aussi la détermination du statut MSI des tusqui devrait étre entreprise chez
tout sujet présentant un cancer du colon avane ldg 60 ans pour adapter le traitement, et
pour mieux déterminer le pronostic et de modifésr indications de chimiothérapie.

Vu I'importance de ce sujet certes trés vaste etdgumande un travail laborieux, on n'a
pas pu cerner toutes les études devant étre miseugre pour le dépistage et I'évaluation de
la prédisposition héréditaire au CCR, nous citons :

e Etude des autres génes de la prédisposition héréditaire au cancer colorectal par
amplification et recherche de leur mutation caractéristiques a savoir :

- Génes MMR du systeme de réparation des mésappariements de ’ADN : MSH2, MLH1,
PMS1, PMS2 ET MSH6 impliqués dans le syndrome HNPCC

- Gene APC impliqué dans la polypose adénomateuse familiale PAF

- Gene KRAS

* Analyse d’instabilité des microsatellites MSI par PCR multiplex

* Analyse de perte d’hétérozygotie qui atteint les chromosomes 5 et 18

* Caryotype métaphasique sur tumeur pour mise en évidence de la monosomie 18 dans les
tumeurs colorectales

* Technique FISH sur tissu tumoral pour la détection du nombre de copies du gene de 'EGFR

dans les tumeurs colorectales avant et apres traitement avec les anticorps anti-EGFR.
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Annexes
Annexel:

» Protocole expérimental : extraction de I’ADN a partir de tissus tumoraux par le Kit :
RecoverAll™ Total Nucleic Acid Isolation Kit
1. Préparation des solutions de lavage :

* Ajouter 42 ml éthanol 100% a la bouteille de concentré de lavage = —Wash 1
e Ajouter 48 ml éthanol 100% —» Wash 2/3

2. Déparaffinage

* Dans un tube de 1,5 ml contenant 8 coupes de 10 um ou 4 coupes de 20 um, on
ajoute 1 ml de Xyléne ou le toluene

e Centrifuger brievement a I'aide d’'une centrifugeuse pour tubes de 1,5 ml

* Incuber 3 min a 50°C

* Centrifuger a vitesse maximale pendant 2 min a 140 rpm x 100

e Eliminer le xyléne

e Laver le culot avec I’éthanol absolu 2 fois pour enlever I'exces de xyléne (ajouter 1ml
EtOH _—, vortexer —p.centrifuger 140 rpm 2 min) x 2

e Enlever le surnagent

e Sécher le culot dans I'étuve a 45°C pour éliminer I'’éthanol pendant 30 min

3. Digestion a la protéase :
* Ajouter le tampon de digestion et 4 ul de la protéase K

Tableau : Volume du tampon de digestion selon la taille des échantillons FFPE

Taille de I'échantillon Tampon de djestion par échantillon
<40 pm 100 pl
40-80 pm 200 pl

* Déposer 104/204 ul du mélange dans chaque tube

* Mélanger légerement les tubes du bout des doigts pour décoller les culots si
nécessaire faire immerger le bout sortant avec un cone

* Incuber pendant 16H a 50°C au bain marie

* Si on obtient au bout de 16 H des culots tres clairs on arréte I'incubation sinon on
augmente le temps d’incubation
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4. Isolement des acides nucléiques
e Préparer le mélange « Isolation Additif/Ethanol »
* Ajouter le mélange Isolation Additif/Ethanol et mélanger

Tableau :Volume du mélange Isolation Additif/Ethanol selernvblume du tampon de

digestion
Volume du tampon de digestion
100 pl 200 pl
Isolation additif 120 pl 240 pl
Ethanol 100% 275 pl 550 pl
Total 395 ul 790

e Passer le mélange a travers un filtre a cartouche.

* Laver avec 700 ml de la solution de lavage Wash 1.

e Centrifuger pendant 30sec puis éliminer les débris restant sur le filtre et replacer le
filtre sur le méme tube de collecte x 2

e Laver avec 500 ml de la solution de lavage Wash 2/3.

e Centrifuger 30 sec a 10000 rpm.

e Jeter les débris restant sur le filtre et replacer le filtre sur le méme tube.

5. Digestion a la nucléase et purification finale de ’ADN
e Préparer le mélange RNase :

Tableau Yolume de chaque constituant du mélange RNase

Volume (par réaction) Composant
10 pl RNase A
50 pl Eau Stérile Ultra Pure

* Ajouter 60 pl du mix au centre du filtre

¢ Incuber a température ambiante pendant 30min

e Ajouter 700 ul de Wash 1

* Incuber 30 sec a température ambiante

e Centrifuger a vitesse maximale 100 rpm x 100 pendant 30 sec
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Eliminer le liquide

Laver 2x avec 500 pl de Wash 2/3, puis centrifuger pour éliminer le liquide résiduel.
Transférer le filtre dans un nouveau tube de collecte

Ajouter 60 pl de la solution d’élution a 95°C

Centrifuger pendant 1min a 140 rpm x 100

Récupérer I’ADN.

Conserver I’ADN a —20°C

Annexe 2:
» Préparation du gel d’électrophorése:

e Gel d’agarose 2% pour KRAS et BRAF :

Peser 2g d’agarose

Solubiliser I'agarose dans 100 ml de TAE 1X (Tris-Acétate-EDTA)
Chauffer le mélange a la micro-onde

Couler le gel et laisser gélifier

Déposer 5 pl d’ADN, mélanger avec 2 pl de tampon de charge
Et laisser migrer dans la cuve d’électrophorese.

* Gel d’agarose 4% pour MSI

Méme démarche mais ici on pése 4g d’agarose.
v' BET ( Bromure d’Ethidium) :

BET :05¢g

Eau distillé : gsp 50 ml

Laisser dissoudre

Conserver a 4°C et a I’abri de la lumiere

Tampon TAE (Tris-Acétate-EDTA) 50X :

Tris-base : 242 g

EDTA 0,5 M PH 8 : 100 ml
Acide acétique : 57 ml
Eau distillée : gsp 1000 ml
Alliquoter et autoclaver
Conserver a 4°C

Tampon de charge :

Bleu de Bromophénol : 2,5 mg ( [C19 H1o Brs Os S] ; M= 669,97 g/mol)
Glycérol : 300 pl
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Glossaire

BRAF V600E : la mutation V600E est la mutation oncogénique (& gtéquente de BRAF dans le cancer.
Le changement d’acide aminé de V600E provoqueiVatibn constitutive de la BRAF kinase et favorlae
transformation cellulaire

Voie PI3K-PTEN-AKT : voies de transduction du signal impliquant difféesn molécules de
signalisation :phosphatidylinositol-3 Kinase (PI3HKOTEN et AKT. PI3K génere au niveau de la membrane
cellulaire des inositides phosphorylés qui sontessaires au recrutement et a I'activation de lmeédinase
AKT. PTEN est une phosphatase lipidique qui s'oppd$effet de PI3K. en conséquence, PI3K et AKTiérs

se comportent comme des oncogénes dominants, @uElBTEN est un géne suppresseur de tumeur.
Cétuximab : Egalement appelé Erbitux ou C225, le cétuximatuesinticorps monoclonal congu pour viser
'EGFR et inhiber son activité de transmission @gmal en initiant I'activation du récepteur.

Panitumumab : Egalement appelé ABX-EGF, le panitumumab est uicemts monoclonal totalement
humain de type immunoglobuline,Glirigé contre 'EGFR et qui inhibe I'activatioredEGFR induite par le
ligand. Cet anticorps est produit par des souckesadiris génétiquement modifiées pour étre défieseren
anticorps de souris et produire des anticorpsdntaht humains.

KRAS : Géne codant pour K-ras, une protéine apparteninsaperfamille des petites GTPases, dans lequel
la substitution d’'un seul acide aminé entrainegdaition d’une mutation activante. L'épissage altif donne
naissance a des variants codant pour deux isofaymefkifférent par leur région C terminale.

BRAF . BRAF est isoforme de RAF. Les protéines Raf (RafAtRaf, B-Raf) sont des substances
intermédiaires de Ras et MAPK dans la voie de fén@tion cellulaire. Les protéines raf sont clagsiment
activées par Ras via une phosphorylation et lesépms raf activées activent a leur tour MAPK vaa s
phosphorylation. Les protéines Raf peuvent cepenétia également activées indépendamment par d&autr
kinases
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MAPK ( mitogen-activated protein kinas@&s MAPK sont une famille d’enzymes formant un etse
intégré agissant sur certaines fonctions de laileglkelles que la différenciation, la proliférati@t la mort
cellulaire. Ces protéines cytoplasmiques modulesiakctivités d’autres protéines intracellulaireaguitant des
groupements phosphate aux acides aminés sérirmitheé

Statut MSI (instabilité microsatellitaire)les microsatellites sont des séquences qui seerépde 1-4
paires de bases d’ADN qui se distribuent un peudopardans le génome et dont la longueur peut varier
considérablement dans la population. Leur longueste stable avec la division cellulaire et la sraission
héréditaire, de sorte qu’ils peuvent étre utilisémme des marqueurs moléculaires de la lignéelae#udans
les études de génétique des populations ou les despaternité. Les anomalies des génes impligags k&
réparation des erreurs d’appariement de 'ADN énéret une instabilité microsatellitaire, une alténa de la
longueur des microsatellites d’une cellule a I'autr



