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Introduction générale

Chaque année dans le monde, près d’un million de personnes développent un cancer

colorectal et environ 655 000 personnes décèdent des suites de ce cancer. Ces données en font

la seconde cause de décès due au cancer et le troisième en termes de fréquence dans le monde,

après celui de la prostate et du sein.

Le cancer colorectal, est présent surtout dans les pays industrialisés. Ceci est peut être dû à

une disposition de meilleurs techniques de détection, par rapport aux pays en voie de

développement, mais surtout à une alimentation plus riche en viande, d’origine animale.

Plus rarement, la pathologie tumorale revêt un caractère héréditaire avec une origine

génétique clairement identifiée, notamment lorsqu’elle se présente sous la forme de tumeurs

multiples dans une même famille ou chez un même individu, survenant de manière précoce, et

appartenant à un spectre tumoral caractéristique. On parle alors de syndrome de prédisposition

héréditaire au cancer. Parmi les plus fréquents, le syndrome de Lynch prédispose notamment

au cancer colorectal (CCR) et qui représente 2-3% des CCR.

Ce syndrome a été décrit la première fois en 1913 par l’anatomopathologiste

Alfred Warthin, puis caractérisé en 1966 par Lynch, qui lui donnera son nom. En 1991,

l’International Collaborative Group on Hereditary Non polyposis Colorectal Cancer (ICG-

HNPCC) énonce les critères d’Amsterdam, définissant ce syndrome sur le plan clinique.

Les tumeurs qui se développent dans le cadre d’une prédisposition de type HNPCC, sont

le plus souvent la conséquence d’une altération constitutionnelle d’un des gènes de réparation

des mésappariements, survenant au cours de la réplication de l’ADN.

L’inactivation d’un de ces gènes de réparation résulte d’une instabilité observée au niveau

des loci de type microsatellites (séquences répétitives d’ADN) dans l’ADN tumoral.

Il s'agit principalement des gènes MLH1 et MSH2, plus rarement du gène MSH6, et

exceptionnellement du gène PMS2 (< 5 % des cas).
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La manière d’aborder le diagnostic du syndrome de Lynch a beaucoup évoluée ces 15

dernières années. Les outils actuels permettent, par l’analyse de la tumeur, d’améliorer le

dépistage de ce syndrome et de guider les investigations pour l’identification de la mutation

constitutionnelle responsable du syndrome.

A ce jour, plus de 200 différentes mutations ont été décrites, avec 5-10% de délétions et

6211 variants sont actuellement rapportés dans la base de données INSIGHT, dont 78.8% de

substitutions et 13.9% de courtes délétions ou insertions nucléotidiques, au sein du gène

MLH1.

Pour le gène MSH2, plus de 170 mutations ont été identifiées, dont au moins 20% sont de

grandes délétions et 4561 variants sont rapportés dans la base de données INSIGHT, dont

70.5% de substitutions et 23.5% de délétions ou insertions.

A l’heure actuelle, aucune étude moléculaire des gènes MLH1 et MSH2 n’a été

réalisée sur une population marocaine, d’où l’intérêt de ce travail, qui a pour objectif, la

mise en évidence d’éventuelles mutations, qui peuvent affecter les gènes MLH1 et MSH2 qui

représentent jusqu’à 90% des gènes de réparation des mésappariements dans le syndrome de

Lynch, et d’établir l’impact de ces mutations sur l’expression et le fonctionnement du facteur

de transcription correspondant.

Cette étude moléculaire concerne plus précisément, les exons : 2,4 et 5 du gène MLH1,

ainsi 2,3 et 10 pour le gène MSH2. Ces exons seront amplifiés par PCR, puis séquencés chez

plusieurs patients. L’analyse de séquences obtenues permettrait la détection des mutations qui

peuvent affecter ces exons.
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I. Généralités sur le  cancer du colon

1. Définition et épidémiologie

Le cancer du côlon (« gros intestin ») est le cancer le plus fréquent du tube digestif. Il

résulte de l’accumulation de mutations dans différents gènes au sein des cellules constitutives

de la couche la plus interne de la paroi colique appelée « muqueuse ».

Ces mutations sont responsables de la prolifération excessive et anarchique de ces cellules

qui aboutit à la formation de petites tumeurs initialement bénignes appelées « adénomes » ou

« polypes adénomateux ». Ces polypes peuvent se transformer secondairement en tumeurs

malignes cancéreuses (également appelées « adénocarcinomes ») qui ont la capacité d’infiltrer

progressivement l’épaisseur de la paroi colique puis de diffuser à distance du côlon pour

donner naissance à des métastases (tumeurs « filles », localisées à distance du côlon, par

exemple dans le foie ou les poumons) par envahissement des vaisseaux sanguins et/ou

lymphatiques. Plusieurs années d’évolution sont nécessaires pour qu’un petit adénome se

transforme éventuellement en un cancer invasif [1].

Le cancer colorectal est le quatrième cancer le plus diagnostiqué chez les hommes et le

troisième chez les femmes. En 2008, il y avait environ 609 000 décès par CCR chez les deux

sexes à tous les âges. Il est également indiqué que les hommes développent cette maladie plus

que les femmes, peut être en raison de différences dans les facteurs de risque (alcool et

tabagisme) [2].

Les pays d’Europe, les États-Unis, le Japon, l’Australie et la Nouvelle-Zélande,

présentent une zone de forte incidence de cancers colorectaux. Les taux d’incidence

standardisés sur la structure de la population mondiale sont évalués à 36,3/100 000

personnes/année (PA) chez les hommes et à 24,7/100 000 PA chez les femmes, ce qui place

les cancers colorectaux au troisième rang d’incidence après les cancers de la prostate et les

cancers du poumon chez les hommes et au second rang d’incidence chez les femmes après les

cancers du sein [3]. En revanche, le CRC est rare en Tunisie, avec une incidence annuelle de

7/100 000 habitants [4].

Au Maroc, l’incidence est inconnue vu l’absence d’un registre national, mais selon

l’institut National d’oncologie de RABAT (INO), il occupe la première place parmi les

cancers digestifs (40,3%).
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Et comme le CRC est l'un des cancers les plus fréquents dans le monde, son identification

précoce  est nécessaire pour réduire la mortalité. La réussite de cette stratégie peut être

estimée par le taux de mortalité le plus faible dans les pays développés

où la détection précoce et le traitement sont disponibles [5,6].

2. Facteurs de risque

Il existe plusieurs facteurs qui interviennent dans l’apparition et le développement d’un

cancer du côlon. Les plus importants sont :

L’âge

L’âge supérieur à 50 ans est le principal facteur de risque de cancer colorectal. 90 % des

cancers colorectaux sont diagnostiqués à partir de 50 ans. Le risque d’avoir ce cancer dans la

population âgée de 50 à 74 ans sans autre facteur de risque que l’âge a été estimé à 3,5 %.

Prédisposition génétique

Le syndrome de Lynch et la polypose adénomateuse familiale, sont deux principaux

facteurs génétiques responsables de la maladie [7].

Maladie inflammatoire du côlon

Les maladies inflammatoires chroniques de l’intestin (MICI) regroupent deux maladies qui

se caractérisent par une inflammation de la paroi d’une partie du tube digestif évoluant par

poussées : la maladie de Crohn et la rectocolite hémorragique [7].

Mode de vie

La consommation de l’alcool, le tabagisme, le surpoids et l’obésité et la consommation de

viande et de charcuterie.

3. Les différentes voies d’oncogenèse des cancers colorectaux

Le CCR représente un modèle classique de cancérogenèse multi-étape, caractérisé par

l’apparition d’altérations génétiques successives qui sont responsables de la transformation

d’une cellule épithéliale colique normale en cellule cancéreuse, selon la séquence adénome

avec dysplasie, carcinome in situ, puis carcinome infiltrant. Les cancers sporadiques se

développent à la suite de mutations somatiques acquises de manière aléatoire sur plusieurs
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gènes également affectés dans les cancers héréditaires. Toutefois, le taux d'événements

mutationnels aléatoires ne peut pas suffire pour expliquer la totalité des altérations génétiques

observées dans la plupart des cancers humains. C’est pour cette raison que la déstabilisation

du génome est probablement un événement précoce dans la carcinogenèse du cancer [8].

À ce jour, trois principaux groupes de CCR sont définis suivant le type d’instabilité qui

leur est associé :

 les cancers LOH (loss of heterozygosity) ou CIN (chromosome instability), qui

présentent une instabilité chromosomique conduisant à des pertes d’hétérozygotie ;

 Les cancers MSI (microsatellite instability) qui présentent une instabilité génétique

conduisant à une instabilité au niveau des microsatellites, séquences répétées en

tandem.

 Les cancers CIMP, récemment décrits, groupe non exclusif des deux groupes

précédents [9].

Les différentes instabilités génétiques sont résumées dans la figure 1.

Figure 1 : Instabilités génétiques dans les cancers du côlon [10].
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II. Cancer colorectal héréditaire

Dans le monde entier, environ 70% à 80% des patients atteints de CCR semblent avoir une

maladie sporadique avec aucune preuve d’une anomalie héréditaire, cependant pour 20% à

30% restants le facteur héréditaire peut être causal [11].

Les syndromes héréditaires de cancer sont souvent le résultat de mutations affectant la

lignée germinale [12]. Ces mutations sont généralement non viables alors que le phénotype

résultant est trop sévère. Cependant, les cancers impliquant des mutations héréditaires dans

les gènes de stabilité sont plus fréquents [13].

Les formes héréditaires de cancers colorectaux peuvent être regroupées en deux grandes

entités et qui sont illustrées dans le tableau suivant (1) : les formes polyposiques et les formes

«non polyposiques », dominées par le syndrome de Lynch, également appelé syndrome

HNPCC (acronyme pour Hereditary Non Polyposis Colorectal Cancer) [14].

Tableau 1: Formes héréditaires de cancers colorectaux [15].
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La polypose adénomateuse associée aux mutations constitutionnelles du gène APC,

appelée « Polypose Adénomateuse Familiale ou FAP », représente 1% à 2% des cancers

colorectaux et en raison du nombre élevé des polypes, le risque que l'un d'entre eux devienne

cancéreux s’accroît [16].

FAP est causée par des mutations de lignée germinale dans les gènes suppresseurs de

tumeurs comme le gène APC qui contient 5 exons. Elle est héritée d’une manière

autosomique dominante, ce qui rend compte de l’atteinte fréquente d’apparentés issus de

différentes générations successives [17]. En outre, des mutations somatiques du gène APC

peuvent être impliquées dans le cancer colorectal sporadique [18].

III. Le syndrome de lynch.

1. Définition

Le syndrome de lynche est la cause la plus fréquente de cancer colorectale hérité, ce qui

représente environ 3% des cas nouvellement diagnostiqués de ce type de cancer [19].

L’éponyme « syndrome de lynch » est attribué au nom de Dr Henry T.Lynch, le premier

auteur de l’édition originale publiée en 1966 qui décrit en détail cette condition [20].

Au début des années 1990, les mutations des gènes  de  réparation des mésappariements de

l’ADN ont été connues comme cause de lynch, et la présence des mutations maintenant chez

un patient définissent le syndrome [21,22].

Ce syndrome, est une affection autosomique dominante, résulte de mutations

constitutionnelles portant sur un des gènes du système de réparation des mésappariements de

l’ADN (DNA mismatch repair – MMR). Les quatre principaux gènes impliqués sont MutL

homologue 1 (MLH1), MutS homologue 2 (MSH2), MutS homologue 6 (MSH6) et PMS 2

(Post meiotic segregation 2), ils empêchent la propagation d’irrégularités de la séquence

nucléotidique qui peut survenir durant la réplication de l’ADN, et assurent ainsi le maintien de

l’intégrité du génome [23]. Les mutations des gènes MLH1 et  MSH2 regroupent, à elles

seules, 90% des prédispositions génétiques identifiées à ce jour [17].

Certains cancers sporadiques résultent d’un dysfonctionnement de l’un de ces gènes, en

particulier de  MLH1, secondaire à une hyperméthylation de son promoteur [24].
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2. Épidémiologie et  risque

En France, l’incidence annuelle du cancer colorectal est de 37 000 cas qui entraînent

15000 décès chaque année. C’est le troisième cancer le plus fréquent dans ce pays après le

cancer du sein et de la prostate, il représente la deuxième cause de mortalités. Et pour le

syndrome de Lynch la pénétrance est de 1/350 à 1/1500 de la population [25].

En Suisse, le cancer colorectal est le troisième cancer par ordre d’incidence, il concerne

4000 nouveaux patients par an. Si 75% de ces cancers sont sporadiques, plus de 20%

s’inscrivent dans un contexte familial et 5% sont secondaires à des prédispositions

monogéniques au cancer. Parmi ces maladies génétiques, le syndrome de Lynch, ou cancer

colorectal héréditaire sans polypose (Syndrome HNPCC), est de loin le plus fréquent (2 4%).

La prévalence de ce syndrome est de 1/800 1/1000 dans la population générale[26,27].

En Finlande, les mutations de gène MLH1 ont été trouvées dans 83% des familles avec

syndrome de Lynch, et seulement 3% de ces familles pour les mutations attaquant le gène

MSH2 [28].

Une étude, réalisée en Tunisie, montre que les mutations germinales de gènes de système

MMR sont responsables d’au moins de 35,5% des CRC développés chez les patients ayant

des antécédents personnels ou familiaux évocateurs de syndrome de Lynch. Ainsi, parmi 134

cancers observés dans 131 familles, le type le plus fréquent est le cancer colorectal avec 69%

suivi de cancer de l’utérus (7,5%) [29].

La pénétrance de ce syndrome est élevée avec 70 % à 80 % de risque de cancer colorectal

cumulé sur la vie pour les hommes, et 40 à 60 % pour les femmes versus 6 % pour le cancer

sporadique dans la population générale. Comme dans les autres formes héréditaires de cancer,

les sujets atteints ont un risque élevé de développer plusieurs tumeurs primitives synchrones

ou métachrones.

Le risque de développer un second cancer colorectal chez les patients déjà atteints par ce

type de cancer et opéré d’une colectomie segmentaire a été estimé à 15 % à 15 ans, et 55 % à

20 ans alors qu’il est de 1,3 % à 5,3 % dans les cas de cancers colorectaux sporadiques. Une

autre étude révèle un risque de 40 % de développer un second cancer en moyenne 7 ans après

le premier [30].
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Les  risques cumulatifs de développer un cancer dans le cadre du syndrome de Lynch sont

montrés dans le tableau suivant [2]:

Tableau 2 : Risques cumulés (pénétrance) avant 75 ans [31].

3. Caractéristiques de syndrome de Lynch

Le cancer colorectal héréditaire non polyposique (HNPCC) reçoit son nom de la rareté de

polypes observés chez les patients, contrairement aux autres formes héréditaires tels que FAP

où les centaines de milliers sont observés dans le côlon. Par conséquent les polypes qui se

développent chez les patients atteints de HNPCC  sont plus susceptibles de se développer en

carcinomes [32].

Les cancers du côlon et du rectum rencontrés dans le syndrome HNPCC surviennent à un

âge jeune, en moyenne 44 ans, alors que 94 % des cancers colorectaux sporadiques

surviennent après 50 ans avec un âge moyen de 73 ans [33].

Les porteurs de mutations dans les gènes MMR ont un risque plus élevé  de développer des

tumeurs coliques ou extra-coliques que la population générale [33]. En plus le risque cumulé

de développer un cancer colorectal ou de l’endomètre  à l’âge de 80 ans s’élève

respectivement à 20% et 40% [34].

Il est également connu que la progression à partir d’un adénome à un carcinome chez les

patients HNPCC est accélérée, ce processus se déroule dans 2 années de développement alors

qu’il prend habituellement environ huit ans dans les formes sporadiques de CRC, cette

caractéristique rend l’identification et le dépistage  très important [33].
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Sur le plan histologique, dans la moitié des cas, ces tumeurs colorectales sont peu

différenciées et présentent un fort stroma lymphoïde, une fréquence plus élevée de

lymphocytes intra tumoraux et une richesse en mucus [33, 35,36].

Le phénotype MSI indique que les gènes du système MMR sont non fonctionnels; c’est

une option qui peut être utilisée dans le dépistage. Ce phénotype résulte lorsque les enzymes

MMR sont incapables de corriger les erreurs de réplication dans les microsatellites. Etant

donné que les erreurs ne sont pas corrigées, les mutations s’accumulent dans la cellule et on

estime qu'environ 12% à 17% de tous les CRC résultent d’une déficience des protéines du

système MMR [5,36].

En résumé et selon lynch, les principaux caractéristiques phénotypiques sont :

 Mode de transmission est autosomique dominante

 Le jeune âge d'apparition (<50) de la Convention par rapport à l'âge de la population

générale (≈65).

 Entre 70% et 85% des tumeurs se développent dans le côlon proximal.

 Risque élevé de tumeurs synchrones et métachrones.

 Augmentation du risque de malignité à des endroits coliques supplémentaires et

spécifiques.

 La pathologie de la tumeur est mal différenciée

4. Physiopathologie de syndrome de Lynch

4.1. Le système MMR

La fidélité de la réplication de l’ADN est essentielle pour préserver l’intégrité du génome.

On estime qu’à chaque division cellulaire, le taux d’erreur de réplication de l’ADN

Polymérase est d’environ une mutation toutes les 104 à 105 paires de bases (pb). Grâce au

système de relecture de l’ADN polymérase, ce taux descend à une mutation toutes les 107 à

108 pb [37]. Les erreurs de réplication ayant échappé à ce système de relecture sont alors

corrigées par un système très efficace de réparation des mésappariements : le système MMR.

Ce système, cible les mésappariements de nucléotides, mais également les petites boucles

d’insertions/délétions (Insertion Deletion Loops ou IDL) qui résultent d’une insertion ou

délétion d’une ou plusieurs séquences répétées, lors du recopiage des microsatellites [36].
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Le système MMR a été très étudié chez la bactérie Escherichia coli, la conservation de ce

système a grandement contribué à définir le système MMR eucaryote (tableau3).

Tableau 3: Principaux acteurs impliqués dans la voie de réparation MMR chez l’Homme [38].

La reconnaissance des mésappariements des bases et des insertions/délétions de l’un

ou plusieurs nucléotides fait intervenir le complexe MutSα constitué des sous unités

MSH2 et MSH6. Les mésappariements qui ne touchent qu’une seule base sont plutôt

réparés par ce complexe [39]. Afin de réparer les insertions/délétions de plus grande

taille (de 2 à 8 bases), il y a l’intervention d’un autre complexe c’est MutSβ, qui est

constitué des sous-unités MSH2 et MSH3 [36,39].

Les trois sous-unités homologues de MutL, MLH3, PMS1 et PMS2, interagissent avec la

même région de la protéine MLH1. Les fonctions des complexes MutL ne sont pas bien

comprises comme celles de MutS :

hsMutSα (MSH2*MSH6)

hsMutSβ (MSH2*MSH3)

Reconnaissance des mésappariements et des IDLs ≤ 2

Reconnaissance des IDLs > 2

hsMutLα

Coordinateur moléculaire; activité endonucléase.

Participe à la recombinaison méiotique

EXO1 Exonucléase 5’→ 3’ agissant de préférence sur l'ADN double brin

Replication protein A: RPA Protéine fixant l'ADN simple brin et assurant leur protection, le temps de

l'étape d'excision et de resynthèse.

Replication Factor C : RFC Facteur de chargement recrutant l'anneau  PCNA (eucaryotes) sur l'ADN

Proliferating Cell Nuclear Antigen:

PCNA

Facteur de processivité améliorant l'efficacité de la polymérase; interagit

avec un grand nombre de protéines impliquées dans la réparation et/ou la

recombinaison de l'ADN.

ADN pol δ Synthèse de l'ADN

ADN ligase I Ligation après la synthèse de l'ADN

Protéine                                                                                            fonction
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Le complexe MutLα est le composant majeur du système MMR, formé par MLH1 et

PMS2, il est capable d’interagir avec les deux complexes constitués par MSH2, MutSα

et MutSβ.

Le complexe MutLβ formé par l’assemblage de la protéine MLH1 avec  PMS1, a été

capable de supprimer la mutagenèse chez Saccharomyces cerevisiae, mais la fonction

de ce complexe n'a pas été pleinement élucidée chez l'homme [36].

L’hétérodimère MLH1/MLH3 formant le complexe MutLγ pourrait être impliqué dans

la réparation de certaines boucles insertions/délétions chez la levure, mais cette fonction

est encore inexpliquée pour l’homme [36].

La réparation des mésappariements dépend de la présence d'une incision en 5' ou 3' sur l'un

des brins. Des essais développés au sein du laboratoire de P. Modrich ont montré qu'en

l’absence d'incision en 5' ou 3', la réparation du mésappariement n'est pas observée. Or, après

le passage de la fourche de réplication, le brin néosynthétisé, portant donc le mésappariement,

contient plusieurs incisions, que cela soit au niveau des extrémités 3' ou des extrémités 5' des

fragments d'Okazaki. Ces terminaisons 5' ou 3' ont été proposées comme servant de signal

principal pour la discrimination des deux brins. Ceci semble confirmer que le mécanisme

MMR a une "relation particulière avec le complexe de réplication [40].

Dans le cas d'une réparation dirigée en 5' du mésappariement, la réparation a lieu en

présence d'un mésappariement, d'une incision, de MutSα, Exo1, RPA et d’ATP. Dans le cas

d'une réparation dirigée en 3' du mésappariement, la réparation nécessite la présence de

MutLα, de PCNA et de RFC en plus des facteurs précités [41].

Lors d’une excision 5'→3’, la protéine hsMutSα reconnait le mésappariement et favorise

largement l’activité d’EXO1, en recrutant ce dernier au niveau de l’incision et en augmentant

sa capacité d’excision. Cette étape nécessite la fixation d’une molécule d’ATP sur un domaine

ATPase très conservé du complexe, permettant sa stabilisation vers une conformation de

pince coulissante entourant l’ADN [42].

Le complexe MutLα n’est pas essentiel pour l’excision 5'→3', mais sa présence augmente

la sélectivité du système MMR pour les hétéroduplexes d’ADN (contenant un

mésappariement) par rapport aux homoduplexes [43]. De même, PCNA et RFC ne sont pas

essentiels mais permettent d’augmenter l’efficacité de réparation d’environ 25% [44].
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Lors d’une excision 3’→5', MutLα devient essentiel puisqu’il incise le brin d’ADN

néosynthétisé en 5' du mésappariement et permette alors à l’Exo1 de dégrader dans le sens

5'→3', le brin néosynthétisé depuis l’incision faite par MutLα jusqu’après le mésappariement.

Les protéines PCNA et RFC sont essentiels pour une excision 3’→5’, car, elle stimule

l’activité endonucléase de MutLα [45].

Les protéines Msh interagissent avec la protéine PCNA, au niveau d’un motif

d’interaction, appelé PIP (PCNA Interacting Protein box). Ce motif est situé en région N-

terminale des protéines Msh3 et Msh6.

A la suite de l'excision du brin néosynthétisé au-delà du mésappariement, la protéine RAP

se fixe au niveau de l’excision afin de stabiliser l’ADN simple brin. L’ADN polymérase Polδ

synthétise une seconde fois la partie qui monque du brin néosynthétisé. La jonction entre le

brin réparé et le reste du brin néosynthétisé est jointe par la ligase I.

Ce processus de réparation de mésappariement est illustré dans la figure suivante :
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Figure 2: Représentation schématique du système de correction des mésappariements post-

réplicatifs dans des cellules humaines dans le cas où une incision se trouve en 3' du

mésappariement (à gauche) ou en 5' du mésappariement (à droite) [45].

4.2. Altérations génétiques dans HNPCC

L’inactivation du système MMR contribue à la transformation maligne en empêchant la

correction des erreurs de réplication de l’ADN au moment de la division cellulaire, ce qui est

à l’origine d’un phénotype mutateur, celui-ci favorisant la survenue d’événements

oncogénétiques  ultérieurs. Ces  erreurs,  survenant préférentiellement au niveau de séquences

répétées dont la réplication est naturellement plus difficile, sont facilement détectables au

niveau des microsatellites.

a) L’instabilité des microsatellites(MSI)

Les microsatellites sont des segments d'ADN avec une séquence répétitive de nucléotides

(par exemple, CCCCC ou CGACCACGA), leur caractère répétitif est à l’origine d’erreurs de

réplication, secondaire au «glissement» de l’ADN polymérase lorsqu'un gène de réparation

des mésappariements d’ADN (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2) est altérée. Ces erreurs,

s’accumulent chez les patients présentant une dysfonction de ce système en engendrant un

décalage dans le cadre de lecture et l'expression d'une protéine tronquée [46].

Le phénotype est appelé instabilité des microsatellites (figure 3).

Figure 3 : Principe de l’instabilité des microsatellites. MIN : microsatellite instability ou MSI

[10].
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Il est estimé qu’environ 20 % des gènes humains possèdent des microsatellites dans leur

région codante et sont potentiellement sujets à des mutations [47]. Parmi eux, certains sont

impliqués dans la régulation de la croissance cellulaire (le gène TGFβR2 : transforming

growth factor), l’apoptose (comme le gène BAX) ou la réparation de l’ADN. Une mutation

aboutira donc à une altération de la fonction protéique contribuant ainsi à la cancérogenèse.

Il existe une excellente corrélation entre le statu MSI d’une tumeur et la présence d’une

altération des gènes MMR. Ce phénotype MSI est observé dans plus de 90% des cancers

colorectaux diagnostiqués chez  les patients avec le syndrome de Lynch (due à une mutation

du gène MMR lignée germinale) et dans près de 10% des cancers sporadiques alors

secondaires à une hyperméthylation du promoteur de la protéine MLH1 [48].

b) Le phénotype MSI et la carcinogenèse.

L’existence de nombreux  défauts dans le système MMR chez les patients présentant une

forte incidence tumorale par rapport aux autres dont le système est non perturbé, indique le

rôle de l’instabilité génomique dans le développement tumorale.

Comme il est indiqué sur la figure 4, la tumorigenèse colique suit un processus avec

plusieurs étapes, et l’instabilité des microsatellites   et l’une  des voies de la carcinogenèse qui

peut mener à ces étapes. Le résultat final c’est le cancer en altérant différent gènes impliqués

dans le contrôle de l’apoptose (TFG β et BAX) [49].

Figure 4 : Carcinogenèse colorectale. L’accumulation de mutations au sein de gènes associés

à la cancérogenèse colorectale contribue à l’accélération du processus néoplasique au cours

du syndrome de Lynch [49].
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La carcinogenèse dans le syndrome de lynch se déroule dans deux phases, la première

étape  c’est l’acquisition de l’instabilité génétique qui induit, soit la mort cellulaire soit la

transformation maligne qui offre à la cellule la seule possibilité de survie,  et  sachant qu’au-

delà de l’initiation, la poursuite de la carcinogenèse  nécessite l’accumulation de nombreuses

mutations pour atteindre le stade de cancer, les fonctions d’apoptose et de sénescence doivent

nécessairement être altérées avant que la sélection naturelle n’élimine le clone mutateur, et

donc après l’ accumulation des mutations, la deuxième étape se manifeste par l’initiation d’un

processus de cancérogenèse et en accélérer l’évolution [50].

5. Diagnostic de syndrome de Lynch

5.1 Critères cliniques

Sachant que l’expression clinique pathognomonique est absente pour le HNPCC et le

diagnostic ne s’affirme que sur des anomalies génotypiques constitutionnelles, il est possible

d'identifier la maladie et de la différencier des autres cancers tels que les cancers sporadiques

et d'autres syndromes héréditaires, pour cela différents critères ont été développés afin

d’aboutir à ce but.

a) Critères d’Amsterdam I

Les critères d’Amsterdam I ont été  publiés en 1991, définissant le syndrome sur le plan

clinique, et ils ont joués un rôle dans l'établissement de la relation entre le HNPCC et les

défauts des gènes MMR, il existe quatre critères [51,52] :

Au moins 3 apparentés atteints de cancer colorectal (histologiquement prouvé), 1 des

apparentés devant être lié au premier degré par rapport aux autres.

Au moins 2 générations successives atteintes.

Un ou plusieurs cas de cancers diagnostiqué avant l’âge de 50 ans.

Exclusion de la polypose rectocolique familiale.

Ces critères ont été revus  et élargis  car ils ont été conçus pour la spécificité et pas pour

la sensibilité de fait qu’ils ne tiennent pas compte des cancers extra-coliques [51,52].

b). Critères d’Amsterdam II

Les critères d’Amsterdam ont été élargis pour intégrer les cancers extracoliques et ils sont

devenus les critères d’Amsterdam II [51,52].
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Au moins trois membres de la famille atteints de cancer du spectre, dont un apparenté

au premier degré par rapport aux autres.

Au moins deux générations successives sont atteintes.

Au moins un des cas a été diagnostiqué avant l’âge de 50 ans.

Une polypose adénomateuse familiale a été exclue.

Une confirmation histopathologique des cas est disponible.

Avec la mise en œuvre des critères d'Amsterdam II, il est devenu possible d'identifier et de

caractériser beaucoup plus de familles avec HNPCC.

La limitation aux critères d’Amsterdam pour le diagnostic de syndrome de lynch peut

présenter un risque d’ignorer les autres cas qui ne répondent pas ces critères. Ainsi, à titre

d’exemple, 15 % des malades atteints de cancers colorectaux avant l’âge de 40 ans voire de

50 ans, sans autres caractéristiques, sont porteurs d’un syndrome HNPCC prouvé par

l’existence d’une mutation constitutionnelle des gènes MLH1 ou MSH2 [53].

La sensibilité des critères  Amsterdam I varie de 54 à91 % et celle des critères

d’Amsterdam II est de 78 %. La spécificité est respectivement de 62–84 % pour Amsterdam-

I et 46 à 68 % pour Amsterdam II. Ces critères sous-estiment donc le diagnostic de syndrome

de Lynch [10]. Pour améliorer la sensibilité de détection des patients atteints d’un syndrome

de Lynch parmi la population générale, les critères de Bethesda, ont été énoncés en 1997, puis

révisés en 2002.

c) Recommandations de Bethesda

Pour améliorer la sensibilité de détection des patients porteurs d’une mutation délétère sur

un gène MMR parmi la population atteinte de cancer, d’autres paramètres cliniques (critères

de Bethesda 1), puis biologiques (critères de Bethesda 2) avec recherche d’une instabilité

génomique au sein des tumeurs (phénotype MSI pour microsatellite instabilité) ont depuis été

proposés [52] :

Cancer colorectal diagnostiqué avant 50 ans.

Cancer colorectal synchrone, métachrone ou associé à un autre cancer appartenant au

spectre de syndrome de Lynch.

Cancer colorectal avec une histologie de type MSI-high, diagnostiqué avant 60 ans.
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Cancer colorectale avec au moins un parent du premier degré avec un cancer

appartenant au spectre de syndrome de Lynch, une des tumeurs est diagnostiquée

avant l’âge de 50 ans.

Cancer colorectal avec au moins deux parents du premier ou second degré avec un

cancer appartenant au spectre du syndrome de Lynch.

Les recommandations de Bethesda permettent de repérer certaines formes cliniques

atypiques qui ne répondent pas aux critères d’Amsterdam 2 (actuellement 10 à 15 %des cas de

syndrome de Lynch) [54].

5.2. Critères histologiques

Lorsqu’il est secondaire à un dysfonctionnement des gènes du DNA MMR, qu’il soit

constitutionnel ou non, le cancer colorectal peut présenter des aspects morphologiques

caractéristiques qui doivent faire évoquer le diagnostic. En effet, les tumeurs mucineuses ou

peu différenciées, en particulier le carcinome médullaire, sont étroitement liées au syndrome

de Lynch (figure 5). La réaction stromale, quant à elle, se caractérise par un infiltrat

inflammatoire majeur, pouvant prendre un aspect «Crohnlike», mais surtout par l’infiltration

de l’épithélium tumoral par des lymphocytes T. En combinant ces différents aspects

morphologiques et, en particulier, la composante mucineuse et/ou  l’infiltrat inflammatoire

intraépithélial, la sensibilité et la spécificité de l’histologie atteignent 74 et 83%

respectivement [55].

Figure 5 : Infiltration de la muqueuse colique par un adénocarcinome de type médullaire [55].
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6. Etude de phénotype tumorale dans le syndrome de Lynch

Le syndrome de Lynch demeure sous diagnostiqué, en effet les critères d’Amsterdam ne

sont pas suffisamment sensibles même s’ils sont très spécifiques [56]. Ainsi les

recommandations de Bethesda demeurent difficilement généralisables [56,57].

Cependant, l’immunohistochimie et la recherche d’une instabilité des séquences

microsatellites sont deux techniques complémentaires et fiables pour sélectionner les patients

qui doivent subir un dépistage génétique des anomalies des gènes  MLH1, MSH2, MSH6 et

PMS2 devra être réalisé.

6.1. Recherche d’une instabilité des séquences microsatellites

Le test MSI permet de déterminer si un microsatellite a été modifié. La technique

d’analyse du statut des microsatellites est basée sur l’amplification de 5 marqueurs

microsatellites, il s’agit de 2 marqueurs mono-nucléotidiques et trois marqueurs

di-nucléotidiques [36]. L’analyse se fait en parallèle à partir de l’ADN extrait de tissu sain

(tissu adjacent à la tumeur) ou des lymphocytes du sang périphérique afin de  vérifier si les

microsatellites montrent des expansions ou des délétions.

L’existence d’une instabilité des microsatellites (phénotype MSI) au niveau d’une tumeur

est définie par l’existence d’un profil instable pour au moins 3 marqueurs (sur les 5 amplifiés)

en l’absence d’analyse comparative possible avec du tissu sain et pour au moins 2 marqueurs

en cas d’analyse comparative avec le profil d’amplification obtenu à partir de l’ADN extrait

du tissu sain [36].

Si un marqueur montre un changement de taille, le phénotype est appelé MSI-L (pour

MicroSatellite Instability Low).

Si deux ou plusieurs marqueurs sont instables, le phénotype est appelé MSI-H (pour

MicroSatellite Instablility High)

Le phénotype MSI-L n’est d’ailleurs pas observé dans les tumeurs des patients porteurs

d’une mutation délétère constitutionnelle d’un gène MMR.

Ce test peut être très utile pour des familles qui ont une forte probabilité d'avoir le

syndrome, même lorsque l'expression des protéines de réparation semble normale ou chez les

personnes qui répondent aux critères de Bethesda [31].
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La mise en évidence d’un phénotype MSI renforce  la présomption clinique de syndrome

de Lynch et constitue une indication de consultation de génétique oncologique en vue de la

recherche d’une mutation constitutionnelle des gènes du système MMR avant le séquençage

de ces gènes.

6.2. Les tests immunohistochimie(IHC)

L’étude immunohistochimique consiste à évaluer et apprécier l’expression tissulaire des

enzymes de réparation de l’ADN. Cette analyse est fondée sur la mise en évidence d’une perte

d’expression d’une ou plusieurs de ces enzymes au sein des cellules tumorales par

comparaison à un témoin interne positif au sein de la muqueuse colique normale [53,58].

L’expression des principales protéines du système MMR peut est étudiée à l’aide

d’anticorps mono-clonaux qui sont : MLH1, MSH2, MSH6 et PMS2 [31]. La perte

d’expression des protéines MLH1 et MSH2 est exclusive, elle ne concerne qu’une seule des

deux protéines. En revanche, en cas de perte d’expression de la protéine MLH1, on observe

une perte d’expression conjointe de la protéine PMS2.

De la même manière, l’extinction de la protéine hMSH2 s’accompagne d’une extinction de

la protéine hMSH6, probablement du fait d’interactions avec d’autres homologues de MutL,

tels que hPMS1 ou hMLH3 [35,39].

Une perte d’expression des protéines Pms2 ou Msh6 peut être isolée, en raison de la

redondance du système MMR.

Cette méthode est réalisable en routine dans tous les laboratoires de pathologie, elle est

rapide et peu coûteuse. Sa sensibilité varie entre 92 et 100% [48,59].

7. Génétique moléculaire

7.1. Analyse constitutionnelle

L’identification d’une mutation constitutionnelle délétère chez l’individu suspecté de

syndrome de Lynch est indispensable afin de préciser le conseil génétique.

L’analyse constitutionnelle est réalisée sur l’ADN leucocytaire obtenu à partir d’une prise

de sang, si la tumeur du patient présente un phénotype MSI et/ou une extinction en

immunohistochimie (à l’exclusion des méthylations MLH1 liées à l’âge),
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Cependant en l’absence de données immunohistochimiques, la plupart des laboratoires

débutent par l’analyse des gènes MSH2 et MLH1 (impliqués dans 90 % des cas) en criblant

l’intégralité des gènes MSH2 et MLH1, le plus souvent par séquençage direct puis par

recherche de grands réarrangements.

7.2. Les gènes MMR

Les mutations dans les gènes MLH1 et MSH2 représentent respectivement 40% et 50%

des mutations responsables du syndrome de Lynch, MHS6 représente 7-10% et PMS2

représente à moins de 5% de ces altérations. En plus des études récentes ont montrées que la

délétion du codon terminale de gène EPCAM situé juste en amont de gène MSH2 peut

entrainer l’inhibition du gène MSH2 conduisant à un phénotype LS (1-3%) comme il est

illustré dans la figure suivante [60].

Figure 6 : Fréquence des mutations de gènes de réparation des mésappariements dans le

syndrome de Lynch [61].

a) Le gène MLH1

Le gène MLH1 est situé sur le chromosome 3p21contenant 19 exons qui s’étendent sur

plus de 58 kb, il code pour une protéine de 84 kDa constituée de 756 acides aminés.

La protéine est constituée de domaines très conservés et indispensables dans la fonction de

coordination du système MMR, dont un domaine ATPase, un domaine de liaison aux

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

partenaire constituant le dimère MutL (PMS2 ou MLH3) (figure 7) [62].
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Figure 7 : Principaux domaines fonctionnels de la protéine MLh1 [62].

Les familles avec des mutations dans le gène MLH1 ont tendance à être affectées par le

cancer de colon avec une incidence plus élevée que les familles avec d’autres mutations

[39,63, 64].

La perte d’expression de la Mlh1 peut aussi être liée à une inactivation somatique  au

cours  d’un  cancer  colorectal  sporadique due à une hyperméthylation du promoteur de ce

gène, Cette méthylation est liée à l’âge et conduit à l’inactivation somatique des 2 allèles du

gène avec extinction de la protéine Mlh1 dans la tumeur [65].

b) le gène MSH2

Ce gène est localisé dans le chromosome 2p16, il contient 16 exons de 73 kb, la protéine

est constituée de 934 acides aminés [66]. De manière analogue à la protéine Mlh1, les

domaines fonctionnels de la protéine Msh2 sont composés d’un domaine ATPase, un domaine

de liaison aux homologues MutL (PMS2 et MLH1), ainsi qu’un domaine d’interaction avec la

protéine partenaire constituant le dimère MutS (MSH3 ou MSH6). De plus, la protéine est

composée d’un domaine d’interaction avec l’ADN, intervenant dans la reconnaissance du

mésappariement (figure 8).

Figure 8 : Principaux domaines fonctionnels de la protéine Msh2 [67].

Les mutations de lignée germinale dans ce gène ont tendance à conduire à l’abolition de la

protéine, ces mutations comprennent les codons stop prématurés, et des sites d’épissage

modifiés [35].

La perte d’expression de Msh2 ou Msh6 est souvent le reflet d’une mutation germinale et

donc d’un syndrome HNPCC, car l’inactivation de Msh2 et Msh6 est rare au cours des

cancers sporadiques.
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Les gènes MLH1 et MSH2 sont les plus étudiés pour comprendre l’étiologie de syndrome

de lynch, pour cela certains laboratoires effectuent le séquençage direct afin de révéler les

mutations ponctuelles, des  microdélétions ou microinsertions responsables de cette maladie

[68].

7.3. Type et répartition des mutations

Les mutations identifiées dans le syndrome de Lynch sont principalement des mutations

ponctuelles, suivies de réarrangements de grande taille et plus rarement d’épimutations. Les

différents types de mutations par gène sont représentés sur la Figure 9.

Figure 9 : Répartition des mutations des gènes MLH1 et MSH2 du système MMR dans

le syndrome de Lynch [69].
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I-Matériel biologique

Il s’agit d’une étude prospective, portant sur une série de 9 patients présentant un cancer

colorectal. Ces patients ont été colligés au sein du laboratoire d’oncogénétique du Centre

Hospitalier universitaire Hassan II de Fès, et suivis pour un cancer du colon héréditaire. Lors

de diagnostic, pour ceux qui ont un âge inférieur à 50 ans, l’histologie d’adénocarcinome

colorectal a été confirmée. Cependant, ceux qui étaient âgés de plus de 50 ans ils ont

présentés des antécédents familiaux au premier degré de cancer colorectal ou du spectre de

syndrome de Lynch.

Les patients doivent signer une fiche de consentement (Annexe 5) dans laquelle ils

expriment leur accord d’utiliser leur prélèvement dans l’étude.

II. méthodes

Une extraction d’ADN est d’abord réalisée, suivie de sa quantification par dosage

spétctrophotométrique. Une réaction PCR des échantillons d’ADN a été réalisée par la suite

pour amplifier les régions cibles. Le contrôle d’ADN amplifié se fait par une électrophorèse

sur gel d’agarose. Pour la mise en évidence des mutations affectant les gènes MLH1 et MSH2

un séquençage des produits PCR est finalement réalisé.

1. Prélèvement sanguin et conservation

Pour chaque patient de la série d’étude, un prélèvement du sang veineux a été réalisé (3 à 5

ml) dans un tube EDTA (Ethylène Diamine Tétra-acétique acide) puis stocké à -20°C.

2. Extraction d’ADN par sel sur sang

2.1. Principe

L’extraction de l’ADN, est la première étape pour l’analyse et la recherche moléculaire des

cancers. Elle consiste en l’isolement de l’ADN  à partir du sang en quantité suffisante pour

permettre son analyse.

La technique utilisée pour l’extraction est une technique classique de salting-Out. Un

lavage est d’abord effectué pour éliminer les globules rouges. Les globules blancs restants

sont traités par une solution de lyse pour déstabiliser la membrane de la cellule, et par la
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protéine K pour la digestion des protéines cellulaire. Après la lyse cellulaire, l’ADN est

précipité et récupéré sous forme d’une « méduse ».

2.2. Réactifs utilisés

Pour réussir l’extraction, 7 réactifs sont mis en jeu dont chacun joue un rôle précis (Annexe 1)

:

 Tris-EDTA 20 mM / 5 mM

 Tris-EDTA 10 mM /1 mM

 Solution de lyse (SLB) à +42°C

 Protéinase K 10 mg/ml

 Na Cl 5 M

 Ethanol 75% à +4°C

 Eau Distillé stérile

2.3. Protocole expérimentale :

L’extraction se déroule selon une succession d’étapes. Avant de procéder, le sang est

d’abord décongelé.

Lyse des globules rouges :

Une fois décongelé, le sang est versé dans un tube de 15 ml. Puis, deux volumes de

tampon de l’extraction TE 20/5 sont ajoutés. Les tubes sont incubés dans la glace pendant

20min. Une centrifugation à 2500 tr/mn pendant 5 mn est réalisée, le surnageant est ensuite

enlevé en gardant le culot intact.

Ces étapes sont répétées jusqu’à l’apparition d’un culot blanc contenant seulement les

globules blancs.

Lyse des globules blancs

Pour cette étape, une solution de lyse SLB (3ml) et la protéine K (100 µl) sont ajoutées

sur le culot récupéré. Les tubes sont incubés pendant une nuit à 42°C ou bien une heure à

65°C.

Dénaturation et précipitation des protéines
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L’isolement de l’ADN des débris protéiques et cellulaires, se fait par l’ajout de 4 ml de

l’eau distillé et 4 ml de NaCl. Une centrifugation pendant 30 minutes à 3000 rpm est

nécessaire pour la précipitation, le surnageant est ensuite récupéré dans des tubes de 50ml.

Précipitation de l’ADN extrait.

Afin de précipiter l’ADN isolé, deux volumes de l’éthanol absolu froid (conservé à -20°C)

sont ajoutés pour induire l’apparition de la "la méduse" après homogénéisation. "La méduse"

est récupérée dans un tube eppendrof à l’aide d’une pipette pasteur. Une évaporation à 37 °C

est nécessaire pour éliminer toute trace d’éthanol.

L’ADN précipité doit être élué dans 200 µl de TE (Tris-EDTA). Puis, stocké à +4°C pour

toute utilisation ultérieure.

Une meilleure conservation de l’ADN est recommandée à -20°C, pour une durée

prolongée.

3. Dosage de l’ADN

La quantité des acides nucléiques extraite peut être appréciée selon une technique qui fait

appel à l’absorbance des acides nucléiques dans l’ultraviolet.

Les acides nucléiques extraits sont dosés par mesure de la densité optique à 260 nm à

l’aide d’un « NANODROP». La mesure de la densité optique à 280 nm permet d’estimer la

quantité de protéines résiduelles. Le rapport DO260/280nm permet d’évaluer la pureté de

l’ADN. Un rapport proche  de 2 reflète une pureté satisfaisante. Une unité de densité optique

correspond à 50 µg/ml d’ADN double brin.

Figure 1 : Spectrophotomètre NANODROP
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Afin de passer à la phase d’amplification d’un gène recherché par PCR, il est nécessaire

que les solutions d’ADN extraits aient la même concentration (100 ng/ml). Il faut donc

estimer la concentration d’ADN pour chaque solution afin de réaliser la bonne dilution.

4. Amplification en chaine par polymérisation

Pour la recherche des mutations affectant les gènes MLH1 et MSH2, une réaction de

polymérisation en chaine est réalisée pour les exons 2,4 et 5 du MLH1, et les exons 2, 3 et 10

du MSH2.

4.1. Choix des amorces

Les séquences d’amorces utilisées pour la PCR et le séquençage, sont déterminées à partir

d’un article scientifique traitant les mutations qui affectent les gènes MMR [70]. La

vérification des séquences est réalisable grâce au programme BLAST prime. Ces amorces

sont hybridées avec une partie de la région intronique de chaque exon (Annexe 2).

Le choix des amorces est sans doute le paramètre le plus important pour le succès de la

PCR. Pour la sélection des amorces, Plusieurs variables doivent être prises en considération :

 La longueur de l’amorce,

 Les amorces R/F doivent s’hybrider à l'ADN matrice dans les mêmes conditions de

température ;

 La spécificité,

 Les séquences des deux amorces ne doivent pas être complémentaires ;

 La teneur en G/C.

Les séquences des couples d’amorces choisis, sont motionnées dans le tableau suivant (1).
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Tableau 1: séquences et températures d’hybridation des couples d’amorces

utilisés pour l’amplification par PCR des deux gènes [70].

Exons

Tm du

Séquence d’amorce 5’ - 3’

fabricant

MLH1

2
5’ TGTATGAGCCTGTAAGACAAAG 3’
5’CCTTTCTCTGTTCTGGAAACTA3’ 58°C

4 5’CTCATCGTTGCCACATATTA3’

5’TTTTGGCAGAGATCTTGAGTAC3’

58°C

5 5’TCCCCTTGGGATTAGTATCTAT3’

5 ATGACTATTGGCTTTTGTGG3’

58°C

MSH2

2 5’ATGGAACTATAAGTCCAGTAAGC3’

5’ AAAAAGTTGCAGTTTGGCTG 3’
56°C

3

5’AGAATCGATTGAACCCTTGA3’

5’ GGAAAGGCTCTTTAATTGAC3’

62°C

10

5’CAGCTTTCAAGTCAGAAACT 3’

5’CAGGTAAGTGTCAAGTTTCTT3’

54°C
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4.2. La réaction de la PCR

La PCR (Polymerase Chain Reaction) est une réaction qui permet d'amplifier in vitro une

région spécifique d’ADN délimitées par des amorces. Pendant chaque cycle, l’amplification

se fait par une suite de réplication de la matrice ADN double brin. Les amorces choisies sont

spécifiques de la zone d’intérêt.

La PCR consiste en une succession de trois étapes :

 Dénaturation d’ADN à une température élevée afin d’obtenir des brins monocaténaires.

 Hybridation de deux oligonucléotides (amorces) à l’ADN cible.

 Elongation de la chaine d’ADN par l’ajout des différents nucléotides, à l’aide de la Taq

polymérase.

Ces étapes sont illustrées dans la figure suivante (2) :

Figure 2: différents étapes d’une PCR [71].

a)Réactifs nécessaires

Chaque réactif ajouté, joue un rôle primordial dans la réaction PCR :

L’eau distillée stérile : dilution des réactifs et le maintien d’un volume final de 20 µl.

Tampon : le maintien du pH du milieu réactionnel.
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MgCl2 : c’est un cofacteur de la Taq polymérase.

dNTP constitué de dATP, dTTP, dCTP, dGTP (10 mM pour chacune), ils sont nécessaires

pour la synthèse d’ADN.

Amorces F/R : elles sont fournies à l’état lyophilisé, donc elles ont été diluées avec le

tampon pour obtenir une solution de 10µM.

La Taq polymérase : catalyseur de la réaction. Une unité de Taq correspond à la quantité

d'enzyme nécessaire pour transformer 10 nmoles de dNTP en matériel acide insoluble.

L’ADN : la PCR peut être effectuée si au moins une copie intacte du gène cible est

présente.

b) Protocole et programme de la PCR

Pour chaque exon, les différents réactifs sont mélangés dans un tub eppendrof. La réaction

se poursuit d’une manière automatique. Les tubes contenant le mélange réactionnel sont

soumis à des cycles de température répétés dans un thermocycleur Applied Biosystem 2700

(appareil qui comporte une enceinte où l’on dépose les tubes des échantillons et dans laquelle

la température peut varier, très rapidement et précisément, de 0 à 100°C).

L’amplification s’effectue en 35 cycles. Chaque cycle comprend trois périodes de

quelques dizaines de secondes. Cependant, avant de commencer les cycles PCR, une étape de

dénaturation qui dure 5 min à 95°C est réalisée. Cette étape permet de déshybrider les ADN

double brin, casser les structures secondaires, et dénaturer d’autres enzymes qui pourraient

être dans la solution. Après l’amplification, une élongation finale à 72°C est nécessaire,

permettant à la Taq polymérase de terminer la synthèse des brins qu’elle n’a pas eu le temps

de finir pendant les cycles précédents.

Figure 3 : Thérmocycleur Applied Biosystem 2700
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Les volumes, les concentrations des réactifs, sont motionnés dans les tableaux suivants.

Tableau 2: Composition du mélange réactionnel pour l’étude de différents exons du gène

Tableau 3 : programme PCR

4.3. Détection et analyse des produits PCR

a) Principe

L’électrophorèse sur gel d’agarose est la technique utilisée pour l’analyse et la détection

des produits PCR. Cette technique est basée sur le déplacement de particules chargées en

Réactifs Concentrations volume

Eau distillé stérile - 11,8ul

Tampon 5X 2ul

MgCl2 25 mM 1ul

dNTP 10 mM 2ul

Amorces R et F 10 µM 2 ul

Taq 5 µ/µl 0,2 ul

ADN 100 ng/µl 1 ul

Etape T (°C) Temps Cycles

Dénaturation initiale 95 °C 5 min 1

Dénaturation 95 °C 30 s

35

Exon 2

MLH1 Exon 4

Exon 5

Hybridation MSH2 Exon 2

Exon 3

Exon 10

58 30 s
58
58
50
62
53

Elongation 72°C 30 s

Elongation finale 72°C 5min 1

MLH1 et MSH2.
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solution, sous l'influence d'un champ électrique généré par un courant continu.  Les molécules

d’ADN chargées négativement à pH neutre, migrent vers l’anode (+).

La visualisation des fragments d’ADN est possible grâce à l’utilisation d’une molécule

fluorescente sous l’UV. C’est le bromure d’éthidium, agent intercalant qui se fixe entre les

bases nucléiques à l'intérieur de la double hélice. Par ailleurs, le front de migration est détecté,

à l’aide de bleu de bromophénol (Annexe 1).

b) Réactifs nécessaires

poudre d’agarose

TBE 1X

TAE

BET

Bleu de bromophénol

c) Protocol expérimental

Afin de préparer un de gel de 1%, 0,5g de la poudre est mélangé avec 50ml de TBE 1X

dans un récipient. La solution est portée à l’ébullition pendant 1 min, puis 2 µl de BET (10 mg

/l) sont ajoutés. Le gel est coulé dans un moule, on y installe deux peignes qui seront éliminés

après refroidissement du gel, ce qui permet de créer des puits où sera déposé l'ADN. Le gel

est installé par la suite dans une cuve remplie de tampon de migration TBE.

Pour le dépôt, 5 µl de produit PCR sont mélangées avec 2 µl de la solution de charge (bleu

de bromophénol). Le mélange est déposé dans chaque puits (le nombre des puits dépend de

nombre des exons étudiés et aussi des patients). La migration est réalisée à 100V et après 30

min les bandes sont visualisées sous l’UV.

Des produits de très petite taille sont souvent visibles très près du front de migration sous

forme de bandes plus ou moins diffuses. Ils correspondent à des dimères d’amorces et parfois

aux amorces elles-mêmes. Selon les conditions réactionnelles, il arrive que des fragments non

spécifiques d’ADN soient amplifiés en quantité plus ou moins abondante, formant des bandes

nettes ou des « traînées » (smear).

A la fin de la migration, le gel est photographié avec un appareil d'analyse d'images sous

lumière UV afin de conserver et d'analyser les résultats.
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5. Séquençage des produits PCR

Les échantillons pour lesquels l’amplification par PCR a réussie, sont ensuite purifiés afin

d’éliminer les sels, les amorces, les enzymes et les dNTP non incorporés, pour ne pas

s’interférer avec la séquence d’intérêt.

5.1. Purification par ExoSAP®.

a) principe

Ce kit est conçu pour une purification rapide et efficace des produits PCR. Il comporte

deux enzymes hydrolytiques, l’exonucléase S1 (ExoI) qui dégrade les brins monocaténaires

donc les amorces, et la phosphatase alcaline qui hydrolyse les dNTP’s en excès sans

interférence avec les applications en aval. L’enzyme est active à 37°C et inactive à 80°C. Les

fragments simples brins inferieurs à 100 pb sont ainsi dégradés.

b) protocole expérimental.

Dans un tube eppendrof, 1.5 µl de l’enzyme ExoSAP sont ajoutés à 3 µl de produit PCR.

Le tube est ensuite placé au niveau du thermocycleur selon le programme motionné dans le

tableau suivant :

Tableau 4: cycles de température pour la purification par Exo SAP.

Stades Températures Temps

1 37 °C 15 min

2 80°C 30 min

10°C + ∞

5.2. Réaction de séquence par BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing.

La réaction de séquence utilisée au laboratoire repose sur la méthode de SANGER ou

méthode des interrupteurs de chaîne, adaptée à la fluorescence.

a) Principe de la méthode de SANGER

La réaction de Sanger, repose sur l’incorporation aléatoire par l’ADN polymérase

(BigDye®), de didéoxynucléotides interrupteurs de chaîne (ddNTP).
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Ces ddNTP sont présents dans le milieu réactionnel et chacun est marqué par un

fluorophore spécifique dont le spectre d’émission est spécifique. Une analyse spectrale

permet de différencier les différents fluorochromes associés à la base correspondante et

donc de définir la séquence nucléotidique du brin d’ADN initial. Les fragments d'ADN

synthétisés portent ce fluorophore terminal. On les appelle des terminateurs d’élongation ou

bien « Dye-labeled terminator ».

Ainsi, la réaction de séquence va être composée de : l’ADN matrice + dNTPs +

ddCTP fluorescent en bleu + ddATP fluorescent en vert + ddGTP fluorescent en noir

+ ddTTP fluorescent en rouge.

La technologie Big Dye Terminator (BDT) utilise un système de transfert d’énergie par

résonance (FRET) entre deux fluorochromes fixés sur le même ddNTP et reliés entre eux par

un linker. Le premier est une fluorescéine (6 carboxyfluoréscéine) appelé fluorochrome

donneur, commun aux quatre ddNTP. Le second est une dichlororhodamine (dRhodamine)

qui joue le rôle de fluorochrome accepteur.

Le fluorochrome donneur est excité par un rayon laser à argon émettant à 488nm et

514,5nm. Son énergie de fluorescence émise (515-520nm) est captée intégralement par le

fluorochrome accepteur qui est excité à son tour. Le spectre de la fluorescence remise sera

ainsi spécifique de chaque type de ddNTP. Le transfert du signal de la fluorescéine vers la

dRhodamine permet une amplification du signal et, par conséquent, une augmentation de la

sensibilité de la technique (figure 4).

Figure 4: Mécanisme de la fluorescence par la technique du transfert d’énergie par résonance

[72]. FRET : transfert d’énergie par résonance entre deux fluorochromes.
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b) réactifs nécessaires
Kit de la réaction de séquence ABI®BigDye® Terminator V1.3 cycle sequencing Kits

qui contient principalement:

 Taq polymérase

 dNTP

 ddNTP marqués

 tampon

 MgCL2

Produit PCR purifié

Amorces spécifiques (F)

Eau stérile

c) Protocole expérimental

Les volumes des réactifs ajoutés pour chaque exon sont les mêmes, comme le montre le

tableau suivant.

Tableau 5 : Composition du mélange de réaction de séquence :

Le tube est incubé dans le Thermocycleur et le programme suivant est utilisé (tableau 6).

Tube F(Forwad)

Amorce 1µl

Produit PCR 4 µl

Eau distillée stérile 1 µl

Bigdye 2 µl

Tampon 2 µl

Volume final 10 µl
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Tableau 6: Programme de la réaction de séquence.

5.3. Purification du produit de la réaction de séquence avec le Kit  BigDye-

XTerminator.

a) Principe

Le kit BigDye® Xterminator™ permet la purification des produits de réaction de séquence

en capturant les dyes non incorporés dans la réaction, les sels et autres molécules chargées qui

pourraient interférer lors de la détection des bases par électrophorèse capillaire.

Le kit contient : -un flacon “SAM Solution” (stockage à T°ambiante).

- un flacon: « XTerminator Solution (stockage à 4°C, ne pas congeler).

b) Protocole expérimental

En premier temps, 10 µl de produits de réaction de séquence sont déposés dans la plaque

Applied. Un mix contenant 45 µl de solution SAM par puits, et 10 µl de XTerminator

Solution par puits est préparé dans des cônes spécifiques. Ensuite, Le mélange est vortéxé et

55µl du mix préparé est ajouté dans chaque puits. La plaque est scellée correctement avec un

film adhésif.  Une agitation légère pendant 30 min est réalisée,  suivie par une centrifugation à

1000 g pendant 2min. Le surnageant est récupéré dans les puits de la plaque de séquenceur.

Le run est lancé sur le séquenceur.

Les plaques peuvent être conservées 7 jours à 4°C avant d’être analysées avec le

séquenceur.

étapes Température temps

1 96 °C 1min

2 96°C

50°C

60°C

10s

5s

4min

3 10°C ∞
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c) chargement de l’appareil et détermination de la séquence

La plaque est placée dans le séquenceur (figure 5) qui est un automate d'électrophorèse

capillaire. Les fragments d’ADN migrent selon leur charge sous un champ électrique  à

travers un capillaire, ce qui entraine la migration des fragments d'ADN. Au fur et à mesure

que la migration s’effectue, les différents fragments d’ADN vont se séparer selon leur taille

(les plus petits migreront plus loin). Une fois arrivés au site de détection, les quatre

fluorochromes des ddNTP terminaux seront excités. Suite à cette excitation, chaque

fluorochrome émettra une lumière à une longueur d'onde différente qui sera détectée puis

convertie en séquence par le logiciel d'analyse des séquences.

La figure ci-dessous représente un exemple d’enregistrement obtenu à partir du séquenceur

automatique.

Figure 5: Exemple d’enregistrement obtenu à partir d’un séquenceur automatique.

6. Les outils de bioinformatiques.

6.1. Logiciel BLAST primer

BLAST Primer est un logiciel accessible en ligne, et permet de mettre au point les amorces

qui vont être utilisés pour la PCR [73].

6.2. Logiciel BLAST

BLAST (acronyme de basic local alignment search tool) est un algorithme utilisé en

bioinformatique permettant de trouver les régions similaires entre deux ou plusieurs

séquences de nucléotides ou d'acides aminés. Ce programme permet de calculer

significativement les pourcentages de similitude (parfois abusivement qualifiés de

"pourcentages d'homologie") entre les séquences en les comparant avec des banques de

données. Il existe différent types d’analyse du programme BLAST ; dans notre étude, on a
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utilisé l’outil Blastn pour comparer les séquences obtenues après séquençage avec les

séquences répertoriées dans la banque de données [74].

7. LOVD InSiGHT Database (www.insight-group.org).

La base de données LOVD est un outil librement disponible et flexible pour la collecte des

données concernant les variantes génétiques [75].

La base de données de LOVD-Insight est une base de données modifiée et optimisée pour

afficher les données du gène MLH1, MSH2 et de huit autres gènes, couramment impliqués

dans le CRC héréditaire.

INSIGHT (International Society for Gastrointestinal Hereditary Tumours) fournit une

séquence de référence de codage qui a permis une numérotation internationale normalisée de

nucléotides, permettant le positionnement correct d'une variante. La numérotation de variante

se rapporte à la séquence nucléotidique par rapport au site de départ ATG, où «A» est la

première base de la séquence de codage [76].

8. Universal Mutations Database : UMD

UMD est une base de données, des mutations des gènes MMR identifiés dans les laboratoires

français (base de données UMD : www.umd.be). Elle est fondée par le Réseau National des

Laboratoires d’Oncogénétique Digestive (coordonné par le Dr S. Olschwang), afin de classer

les variants répertoriés, sur la base des critères familiaux (critères d’Amsterdam,), tumoraux

(étude du phénotype tumoral) et de prédictions bioinformatiques. Ainsi, pour évaluer l’impact

des variants sur les transcrits, de façon directe sur l’ARN des patients ou de façon indirecte

grâce au développement de test d’épissage ex vivo [77].

Résultats
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I. Les critères cliniques et pathologiques

La présente étude est portée sur 9 patients marocains, suspectés syndrome de Lynch. Les

données concernant ces patients, sont regroupées dans le tableau 1.

Tableau 1 : critères cliniques des patients.

Critères d’inclusions

patient Sexe Age Antécédent

Familial

Localisation

de la  tumeur

Type histologique Cancer

associé

Bethesda Amsterdam

P1 M 45 Oui Coecum ascendant Adénocarcinome 0 + _

P2 M 45 Non Coecum ascendant Adénocarcinome 0 + _

P3 M 39 Non Bas rectum Adénocarcinome 0 + _

P4 M 38 Non coecum ascendant Adénocarcinome 0 + _

P5 M 41 Non Charnière

recto-sigmoïdienne

Adénocarcinome 0 + _

P6 F 50 Oui coecum ascendant Adénocarcinome 0 + _

P7 F 68 Oui Coecum ascendant Adénocarcinome 0 + _

P8 F 50 Non Charnière

recto-sigmoïdienne

Adénocarcinome 0 + _

P9 M 31 Oui Bas rectum+

colon descendant

Adénocarcinome 1 + _

Le tableau 1 montre qu’il s’agit de trois femmes et six hommes. L’âge lors diagnostic, est

compris entre 31 et 68 ans. Aucun patient de la série d’étude n’a rempli les critères

d’Amsterdam I et II. Cependant l’ensemble des patients ont répondu aux recommandations de

Bethesda.

Les tumeurs primaires, ont été localisées au niveau de coecum ascendant pour 5 patients ;

au niveau de la charnière recto-sigmoïdienne pour 2 patients; au niveau du bas rectum pour un

patient ; et au niveau de bas  rectum et colon descendant pour un patient. Parmi  les neufs

patients, il y a un seul patient qui présente un cancer associé au syndrome de Lynch

(colon+rectum).
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Concernant l’histoire familiale, quatre patients ont présenté des antécédents familiaux,

avec la présence d’autres types de cancer.

La figure suivante représente l’arbre généalogique des patients 6 et 9 :

Figure 1 : Arbres généalogiques des patients 6 et 9.  a : p9 ;  b : p6.

: Femme                               II : deuxième génération

: Homme                               III : troisième génération

I : première génération

A partir des résultats obtenus (tableau 1), les adénocarcinomes représentent 100% des

cancers colorectaux.

II. Etude moléculaire

Une série de 9 patients, a fait l’objet d’une analyse moléculaire, visant à amplifier les

exons 2,4 et 5 du gène MLH1, et les exons 2,3 et 10 du gène MSH2. Ces exons sont ensuite

séquencés pour la recherche de mutations.

1. Analyse qualitative et quantitative de l’ADN extrait

La quantité et la qualité d’ADN jouent un rôle primordial dans la réussite des techniques

de la biologie moléculaire (PCR et séquençage). L’extraction d’ADN est réalisée par la

méthode classique de « Salting- Out » à partir du sang total des patients étudiés.

Le rapport de l’absorbance DO 260 /DO 280 est compris entre 1.7 et 1.9, donc ces extraits

ne sont contaminés ni par l’ARN ni par les protéines (Annexe 3).

I
IIIII

I
IIIII
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Le tableau 2 illustre les concentrations d’ADN extrait à partir des différents patients.

Tableau 2 : concentrations des différents ADN extraits par la technique de  salting-out.

2. Amplification par PCR.

La PCR est une technique très sensible, capable d'amplifier in vitro une région spécifique

d'un acide nucléique afin d'en obtenir une quantité suffisante pour pouvoir le détecter et

l’étudier.

La mise au point des amorces utilisées, est une étape clef pour la réussite de cette réaction.

2.1. Vérification des couples d’Amorces utilisés sur le logiciel BLAST Primer

Les couples d’amorces choisies à partir de l’article scientifique [70], sont vérifiés par le

logiciel Blast primer. Les séquences de chaque exon étudié et les amorces utilisées, sont

copiées dans le logiciel. Par la suite, ce dernier affiche les différentes caractéristiques des

amorces (Tm, la taille de l’amplicon, le pourcentage en GC….).

Les figures suivantes (2,3) illustrent les résultats de la recherche sur le logiciel Blast primer:

N° Concentrations d’ADN (ng/µl)

P1 204

P2 75

P3 282

P4 505

P5 671

P6 89

P7 87

P8 1282

P9 1068
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Figure 2 : Caractéristiques des deux couples d’amorces des exons du gène MLH1 déterminés

par BLAST primer.  A : exon 2 ; B : exon 4 ; C : exon 5.

A

B

C

D
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Figure 3 : Caractéristiques des amorces des exons du gène MSH2. D : exon 2 ;  E : exon 3 ;

F : exon 10.

Les résultats obtenus par le logiciel BLAST primer, montrent que les différents

couples d’amorces testés, répondent  aux conditions d’utilisation. En effet, pour toutes les

amorces la longueur est comprise entre 20 et 23 Pb, et les différences des températures

d’hybridation entre chaque couple d’amorce n’excèdent pas 3°C.

2.2. Résultats de PCR des deux gènes étudiés

a) Résultats d’amplification du gène MLH1

Malgré sa simplicité, la PCR reste une technique parfois délicate à réaliser. Certaines

conditions expérimentales ne permettent pas le bon déroulement de la technique. On peut

noter par exemple, les risques de contamination lors des manipulations au laboratoire, ainsi

que la possibilité de dégradation des acides nucléiques.

Pour les trois exons (2,4 et 5) du gène MLH1, l’utilisation de protocole expérimental

détaillé dans la partie matériel et méthode et en se basant sur les températures d’hybridations

commercialisées avec les amorces commandées nous a permis d’obtenir les résultats

motionnés dans la figure 3. Notons que l’ADN utilisé est extrait à partir du sang de patient 1.

E

F
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Figure 4 : profil d’électrophorèse sur gel d’agarose des produits PCR des exons du gène

MLH1.  T : témoin négatif ;  Ex : exon ; P1 : patient1

Les résultats obtenus (figure 5) montrent l’absence complète des bandes parasites pour les

trois exons, ce qui reflète l’absence de contamination lors de la préparation de la solution

réaction de PCR.

Ces résultats confirment, que les volumes et les concentrations des réactifs ainsi que les

températures d’hybridation du fabricant, ont permis d’avoir des bandes cibles. Ce qui montre

que le protocole utilisé ne nécessite pas des mises au point. Ainsi, l’amplification des trois

exons, peut être entamée directement, pour les 9 patients inclus dans cette étude.

Les profils éléctrophorétiques des produits d’amplification du gène MLH1 des différents

patients sont présentés dans les figures ci-dessous (5, 6,7) :

T     Ex2 P1 T                       Ex4 P1

T                  Ex5 P1

315 pb 319 pb

306 pb
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Figure 5: profils d’électrophorèse  sur gel d’agarose des produits d’amplification par PCR de

l’exon 2 du gène MLH1pour les 9 patients.

Figure 6 : profil d’électrophorèse  sur gel d’agarose des produits d’amplification par PCR de

l’exon 4 du gène MLH1pour les 9 patients.

Figure 7 : profil d’électrophorèse  sur gel d’agarose des produits d’amplification par PCR de

l’exon 5 du gène MLH1pour les 9 patients.

Pour les trois  exons, les résultats d’amplification par PCR, illustrés dans les figures

précédentes, montrent que les produits amplifiés ne contiennent pas des contaminants pour

tous les patients.

P1                 P2            P3          P4                  P5       P6            P7             P8                P9
Amorce

Bande de l’exon2 de 315 pb

P 8         P  9

P 1              P 2         P 3           P 4           P 5             P 6 Bande de l’exon 4 de319 pbAmorce

P1             p2       p3            p4           p5           p6                            p7           p8       p9 Bandespécifique del’exon 5 de306 pb
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Le résultat d’amplification par PCR du gène MLH1 exon (2,4 et 5), montre pour tous les

patients, la présence d’une bande correspondant à la taille recherchée.

b) Résultats de PCR du gène MSH2 exon 2, 3 et 10.

Après avoir choisi les couples d’amorces spécifiques de trois exons du gène MSH2, le

premier essai de la réaction PCR, est réalisé en utilisant le protocole décrit dans la partie

matériel et méthode et en utilisant les températures d’hybridations fournies par le logiciel

BLAST primer. Notons que l’ADN utilisé pour ce premier essai est du patient 1.

La figure suivante représente les résultats  obtenus :

Figure 8 : Profils d’électrophorèse sur gel d’agarose du produit PCR des exons du gène

MSH2, en utilisant les températures d’hybridations fournies par BLAST primer.

T : témoin négatif ;  ex3 : exon 3 ;   ex 2 : exon2 ; ex10 : exon 10 ; P1 : patient 1

Les conditions expérimentales utilisées, ont permis la réussite de la PCR, pour les exons 2

et 10.

Par contre l’amplification a été non spécifique pour l’exon 3, dont le résultat a montrée la

présence des bandes multiples et non spécifiques. Cela peut être expliqué par:

 Une température d’hybridation non appropriée.

 Une concentration inadéquate de l’ADN.

 Des concentrations d’amorces trop élevées.

Dans le but de résoudre ce problème, la température d’hybridation de couple d’amorces a

été augmentée à 62°C.  La figure suivante représente le résultat obtenu :

T   P1 ex 3                             P1 ex2                                           P1 ex 10
Bande spécifique de457pb
Bande parasite Bande spécifiquede 511pb
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Figure 9 : Profil d’électrophorèse sur gel d’agarose du produit PCR de l’exon 3 du gène

MSH2, après modification de la température d’hybridation.

T : témoin ;    ex : exon 3.

Les résultats obtenus montrent une disparition complète des bandes non spécifiques, ce qui

montre que l’augmentation de la température d’hybridation permet de favoriser les

hybridations spécifiques.

Après la mise au point de la PCR des 3 exons du gène MSH2, l’amplification est réalisée

pour les 9 échantillons d’ADN étudiés.

Les produits d’amplification par PCR du gène MSH2 ont  été visualisés sous UV après

électrophorèse sur gel d’agarose à 1,5%.

Les profils éléctrophorétiques des produits d’amplification du gène MSH2 des différents

patients sont présentés dans les figures ci-dessous (10, 11 et 12):

Figure 10 : Profil d’électrophorèse sur gel d’agarose du produit PCR de l’exon 2 du gène

MSH2, après modification de la température d’hybridation.

P1            P2             P3                   P4        P5            P6                P7       P8                 P9

T                        ex3ex3 Bande spécifiquede 554 pb

Bandespécifiquede 457 pb
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Figure 11 : profil d’électrophorèse sur gel d’agarose des produits d’amplification par PCR de

l’exon 3 du gène MSH2 pour les 9 patients.

Figure 12 : Profils d’électrophorèse sur gel d’agarose des produits PCR de l’exon 10 du gène
MSH2.

Pour les trois exons, les résultats illustrés dans les profils ci-dessus, montrent que les

produits amplifiés ne contiennent pas des bandes parasites et que  l’amplification a été

spécifique   pour chaque exon étudié.

L’obtention des produits PCR de bonne qualité nous a permis d’entamer les réactions de

séquençage.

P1        P2            P3                                         P4             P5      P6        P7         P8         P9

P1             P2                   P3        P4                P5         P6               P7                 P8       P9

Bandespécifiquede 554 pb

Bandespécifiquede 511 pbAmorce
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III. Analyse bioinformatique des séquences :

1. séquençage des exons 2,4 et 5 du gène MLH1.

Les ADN amplifiés correspondant au gène MLH1, ont été séquencés afin de mettre en

évidence la présence ou l’absence de mutations, touchant les exons 2,4 et 5.

Après alignement par BLAST des séquences obtenues avec celles disponibles dans la base

de données, les résultats ont montré qu’il n’y a aucune mutation au niveau des trois exons

chez tous les patients étudiés.

En parallèle, deux polymorphismes ont été trouvés, l’un en amont de l’exon 4 et l’autre en

aval de l’exon 5 chez deux patients. Les figures suivantes correspondent aux résultats de

séquençage et  d’alignement obtenus pour les exons 2, 4 et 5.

Figure 13 : Electrophorégramme du séquençage de l’exon 2 du gène MLH1 par l’amorce F du

patient N° 9. (Même allure pour tous les patients).

L’analyse de la  séquence du patient 2 a montrée une absence totale de mutations touchant

l’exon 2 du gène MLH1.
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Figure 14 : alignement de la séquence de l’exon 2 du patient 9 avec la correspondante de la

base de données.

Le résultat d’alignement a permis de confirmer l’absence totale de mutations au niveau de

l’exon 2.

La figure suivante représente le résultat de séquençage de l’exon 4 :

Figure 15 : Electrophorégramme du séquençage de l’exon 4 du gène MLH1 par l’amorce F du

patient N° 9.

Substitution C>A
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La figure montre la présence d’une substitution hétérozygote de Cytosine en Guanine au

niveau de l’exon 4.

La séquence obtenue a été analysée par le logiciel BLAST, le résultat obtenu est illustré

dans la figure 16.

Figure 16 : alignement de la séquence de l’exon 4 du patient 9 avec la correspondante de la

base de données.

Les résultats obtenus (figure 16), montrent que la séquence étudiée présente un

pourcentage d’identité  de 100% avec la séquence de base.

Afin de positionner et donner une nomenclature au polymorphisme détecté, une

consultation de la base de données «LOVD InSiGHT Database» a été effectué (Figure 17).
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En cliquant sur le numéro 4, la région intronique en amont de l’exon 4 apparait :

Figure 17 : Positionnement du polymorphisme détecté chez  le patient 9 au niveau de  l’exon

4.

La nomenclature universel du variant intronique :

La consultation de la base de données LOVD InSiGHT Database, a permis de conclure

que le polymorphisme signalé dans l’electrophorégramme (substitution du nucléotide

Cytosine en Adénine à l’état hétérozygote dans la région intronique) est situé dans la région

non codante (la région intronique), précisément en amont de l’exon 4 .

La confirmation de l’effet de ce polymorphisme intronique détecté sur le fonctionnement de la

protéine, est possible grâce  à la consultation de la base de données UMD (Universal Mutations

Database) (tableau 3).

Exon 4 Position de chaque nucléotide au niveau :g : génomique ;  c : ADN complémentairePosition de chaque acide aminé auniveau de la séquence protéique.protéique

Nucléotide  normale
La position du nucléotide introniquesitué juste avant le premiernucléotide de l’exon 4

c.307 – 29 C>A ;  IVS 3 -29 C>A
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Tableau 3 : interprétation clinique du polymorphisme c.307 – 29 C>A.

Le tableau ci-dessus montre que le variant intronique détecté,  est classé comme neutre,  et

donc  n’a pas d’effet sur la protéine  (classe 1).

Le résultat de séquençage de l’exon 5 est illustré dans la figure suivante :

Figure 18: Electrophorégramme du séquençage de l’exon 5 du gène MLH1 par l’amorce F

du   patient N° 9.

Le résultat montre, qu’il s’agit  d’une substitution hétérozygote au niveau de la séquence

de l’exon 5, du patient 9.

La séquence obtenue, a été analysée par BLAST. Le résultat est montré dans la figure

suivante :

Substitution A>G



Master Biotechnologie  microbienne Page 54 Année universitaire 2014/2015

Figure 19 : alignement de la séquence de l’exon 5 du patient 9 avec la correspondante de la

base de données.

Les résultats de séquençage et de l’alignement, montrent que les séquences amplifiées par

PCR correspondent aux régions qui présentent le polymorphisme trouvé. Il s’agit d’une

substitution, du nucléotide Adénine par Guanine à l’état hétérozygote.

Afin de positionner et donner une nomenclature au polymorphisme détecté, une

consultation de la base de données «LOVD InSiGHT Database» a été effectuée (Figure 20).

En appuyant sur le numéro 6, la région intronique de l’exon 5 apparait :

Figure 20 : Positionnement du polymorphisme détecté chez  le patient 9 au niveau de  l’exon

5.

La nomenclature universelle du variant intronique détecté :

Exon 5 Le dernier nucléotide de larégion codante de l’exon 5en position 453 au niveaude l’ADNc

Le nucléotide normal situé enposition 25 après la régioncodante de l’exon 5.

c. 453+ 25 A>G ; IVS5 + 25 A>G
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La consultation de la base de données LOVD InSiGHT Database, a permis de conclure

que le polymorphisme signalé dans l’electrophorégramme (substitution du nucléotide Adénine

en Guanine  à l’état hétérozygote dans la région intronique) est situé dans la région non

codante (région intronique), précisément en aval de l’exon 5.

La confirmation de l’effet de ce variant intronique sur le fonctionnement de la protéine, est

possible grâce à la consultation de la base de données UMD (Universal Mutations Database)

(tableau 4).

Tableau 4: interprétation clinique du variant intronique c. 453+ 25 A>G.

Le tableau ci-dessus montre que le variant intronique détecté,  est probablement neutre.

Ce variant peut être qualifié comme neutre parce qu'il touche une région non codante de

l'ADN. Néanmoins, il peut  avoir de graves conséquences sur le phénotype. En effet, le

changement d'un seul nucléotide peut induit une altération de l’épissage des ARN

correspondants, en créant des sites cryptiques d’épissage ou en altérant des sites de liaison

pour des protéines régulatrices de l’épissage [77].

2. Résultat de séquençage des exons 2, 3 et 10, du gène MSH2.

Le séquençage de l’ADN amplifié correspondant aux 3 exons du gène MSH2 a été réalisé

pour tous les patients.

L’alignement entre les séquences étudiées et celles disponibles dans la banse de données

montre qu’il n’ya aucune mutation sur les exons 2 et 10 chez tous les patients. Cependant, une

seule substitution a été détectée au niveau de l’exon 3 chez un seul patient. Les résultats

obtenus, sont illustrés dans les figures suivantes (21 et 22) :
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Figure 21 : Electrophorégramme du séquençage de l’exon 3 du gène MSH2 par l’amorce F

du   patient N° 6.

Le résultat montre la présence d’une mutation, il s’agit d’une substitution à l’état

hétérozygote.

La séquence obtenue, a été analysée par BLAST. Le résultat d’alignement  est illustré dans

la figure suivante :

Figure 22 : Alignement de la séquence de l’exon 3 avec la correspondante de la base de

données.

Mutation hétérozygote par substitution A>G
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Les résultats de séquençage et de l’alignement, montrent que les séquences amplifiées par

PCR correspondent aux régions qui présentent le polymorphisme trouvé. Il s’agit d’une

substitution, du nucléotide Adénine par Guanine à l’état hétérozygote.

Dans le but de positionner et donner une nomenclature à la mutation détectée, une

consultation de la de la base de données «LOVD InSiGHT Database» a été effectuée (figure

23)

Figure 23 : Positionnement de la mutation détectée ainsi que l’acide aminé correspondant à

partir de la séquence codante de l’exon 3 du gène MSH2.

Le codon normal étant AAT, codant pour une Asparagine (N), alors que le codon muté

étant AGT codant pour une Sérine. Il s’agit donc d’une mutation par substitution de type

faux sens.

La nomenclature universelle de la mutation détectée étant :

Après avoir précisément nommé la mutation, deux situations sont possibles : cette

variation de séquence a déjà été décrite au préalable, ou non. Cette information sera obtenue

par la consultation de la base de données UMD.

Nucléotide normalExon 3
a.a correspondant en position127 de la séquence protéique

c.380 A>G, p.Asn127Ser (N127S)

Partie codante Position du nucléotidenormale à partir du ATGd’initiation Remplacement d’un acide-aminé Asparagine par un acide-aminé Sérine en position 127 de la séquence protéique
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Si la variation de séquence a déjà été rapportée, les informations disponibles peuvent

permettre de savoir si elle a un caractère délétère qui a déjà été confirmé au préalable chez

d’autres patients, ou au contraire si elle a été identifiée sans effets pathologiques dans la

population générale (tableau 5).

Tableau 5 : interprétation clinique de la mutation détectée au niveau de l’exon 3 du gène

MSH2.

Comme le montre le tableau en dessus, la variation de la séquence détectée n’a pas d’effet

pathologique sur le fonctionnement de la protéine. Il s’agit d’un variant de classe 1 (neutre).
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Discussion

Le mécanisme de réparation des mésappariements de l’ADN (MMR) joue un rôle

important dans la maintenance de la stabilité du génome et permet ainsi de limiter la

propagation de mutations. La spécificité de ce mécanisme MMR repose sur sa capacité à

discriminer le brin néosynthétisé du brin parental.

Cependant, une déficience dans l’un des gènes de réparation est largement associée à une

susceptibilité au cancer colorectal héréditaire sans polypose nommé syndrome de Lynch.

Aujourd'hui, 2784 mutations sur les gènes du système MMR ont été associées au

syndrome de Lynch d'après la base de données Insight (International Society for Gastro-

intestinal Hereditary Tumours - http://www.insight-group.org/). Néanmoins, une proportion

non négligeable de mutations n’aboutit pas à la synthèse d’une protéine tronquée. Elles

correspondent à des mutations faux-sens (substitutions d’acides aminés) ou à de petites

insertions/délétions n’entrainant pas de décalage du cadre de lecture. Cependant ils coexistent

un grand nombre des variants situés dans les  régions inter-géniques.

Ces mutations sont définies comme Variants de Signification Clinique et Biologique

Inconnue (ou VSI), car le lien de causalité avec la pathologie ne peut être établi avec

certitude. Des investigations complémentaires sont nécessaires pour comprendre l’impact de

ces mutations sur la fonction MMR. Elles constituent déjà 20-30% de toutes les mutations des

gènes MMR [78].

Des études précédentes  ont montré que 25 % des VSI sont considérés comme des

mutations délétères car ils  touchent des acides aminés très conservés situés dans les domaines

fonctionnels de la protéine [79]. Cependant, il est estimé que les VSI représentant

respectivement 29 %, 16 % des mutations des gènes MLH1 et MSH2 sont encore non

interprétables [80].

Concernant l’impact des variants sur la fonction des protéines MMR, divers tests

fonctionnels ont été rapportés dans la littérature.

Un variant est prédit comme délétère lorsqu’il touche des acides aminés conservés  situés

dans des domaines fonctionnels tels que le domaine ATPase, le domaine de reconnaissance de

mésappariement  et les domaines d’interactions entre les protéines du système MMR.
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Dans cette étude, le séquençage des exons 2,4 et 5 du gène MLH1 et les exons 2,3 et 10 du

gène MSH2, a permis d’identifier 3 variants dans une série comprenant 9 patients suspectés

syndrome de Lynch. Il s’agit de deux variants introniques situés en amont de l’exon 4 et en

aval de l’exon 5 du gène MLH1  et un variant touchant l’exon 3 du gène MSH2.

La consultation de la base de données UMD, suggère que le variant c.380 A>G (N127S)

affectant l’exon 3 du gène MSH2  n’a aucun effet délétère. Il est situé dans le domaine

connecteur de la protéine MSH2 (125aa-297aa). Ollila et al (2008) ont pu montrer  que ce

domaine est impliqué dans la signalisation allostérique entre le domaine de levier (3) et le

domaine ATPase (figure 24).

Figure 24 : positionnement du variant au niveau de la protéine MSH2.

Domaine d’interaction avec l’ADN, aa 1-124

Domaine connecteur, aa 125-297

Domaine de levier, aa 300-456 et  554-619

Domaine pince, aa 457-553

Domaine ATPase, aa 625-855

Domaine d’interaction avec MSH3 et MSH6, aa 378-625 et 875-934

Domaine de liaison aux homologues, aa 673-686

En 2012, Jukka et al ont pu montrer  que le variant c.380A> G, n’est pas suffisant pour

induire une déficience dans le système MMR. En effet, la rotation du domaine 2 (connecteur)

indisponsable pour l’allostérie entre le domaine 3 et le domaine 5, a été conservée durant le

cycle de réactiont de la réparation figure 25.
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Figure 25 : Structure tridimensionnelle du complexe Mutα et positionnement de la mutation

N127S  [81]. 1 : domaine de reconnaissance du mésappariement ; 2 : domaine connecteur ;

3 : domaine de levier ; 4 : domaine pince ; 5 : domaine  ATPase. Les différentes flèches

indiquent les mouvements de chaque domaine durant le cycle de réaction de réparation.

De même, en 2008, Ollila et al ont réalisés des tests fonctionnels basés sur l’induction de

l’expression des gènes MMR d’intérêt dans des lignées cellulaires cancéreuses déficientes,

afin d’évaluer l’impact du variant c.380A>G sur le fonctionnement  de système MM.

Les résultats ont montré que la substitution de l’acide aminé Asparagine par la Sérine  n’a

pas influencée l’interaction du monomère MSH2 avec MSH6,  ce qui suggère l’effet neutre du

variant.

En 2014, Denis Đermadi a pu déterminer l’effet biochimique du variant c.380A>G sur

l’acide aminé (polarité et charge), sur la stabilité de la protéine et sur son niveau d’expression.

Elle a montrée que le variant p.N127S situé dans le domaine connecteur, n’a pas

d’influence sur la structure protéique. En effet, la substitution de l’Asparagine en Sérine

préserve les mêmes propriétés biochimiques de ce résidu, tels  que la polarité et la charge. Ces

deux résidus sont polaires et non ionisables.

En conclusion, ces résultats fournissent des preuves génétiques pour démontrer la non

pathogénicité du variant N127S du gène MSH2.
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Les deux variant c.307 – 29 C>A et c. 453+ 25 A>G affectant une partie non codante et

situés respectivement en amont de l’exon 4 et en aval de l’exon 5 du gène MLH1 peuvent

contribuer à des anomalies d’épissage d’intron s’ils touchent spécifiquement un site

d’épissage, ce qui peut engendrer l’inactivation de la protéine en question. La consultation des

bases des données, suggère que le  variant c.307 – 29 C>A n’a pas d’effet pathogène.

Thompson et al (2013) ont évalué ce variant comme neutre, puisqu’il est rapporté dans la

population normale à une fréquence ≥ 1%. Cependant, plusieurs  auteurs (Arnold et al., 2009 ;

, Chiara Pastrello et al., 2011) ont montré que le variant est de signification inconnue, car il

n’y avait pas assez de données pour apprécier le lien entre le variant et une prédisposition

héréditaire.

En  2008, Plon et al, ont déterminé la probabilité de pathogénicité des deux classes de

variants (neutre et probablement neutre).  Ces probabilités sont respectivement, comprise

entre 0.001-0.049 et <0.001. Ils ont conclus que  ces deux variants ne peuvent pas être

utilisés en conseil génétique, mais ils peuvent permettre de proposer des indications de

surveillance chez les sujets porteurs.
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Conclusion et perspectives

L’objectif  de ce travail est de mettre en évidence pour la première fois, chez une

population marocaine, les différentes mutations qui peuvent affecter les exons 2,4 et 5 du

gène MLH1 et les exons 2,3 et 10 du gène MSH2 impliqués dans le système de réparation de

mésappariements.

En utilisant les techniques de la biologie moléculaire, trois variants ont été identifiés, un

seul au niveau de l’exon 3 du gène MSH2  et qui est qualifié comme non pathogène et  deux

au niveau de la région intronique des exons 4 et 5 dont la classification est respectivement

neutre et probablement neutre.

Dans la plupart des cas, le rôle pathogène des variants ne peut pas être établi à partir des

données cliniques, telle que la ségrégation de la pathologie dans la famille. Cependant, une

progression importante a été possible grâce au développement d’outils bioinformatiques, il

s’agit des analyses  in Silico permettant la modélisation et la prédiction de l’effet fonctionnel

des variations sur la protéine touchée.

Parallèlement Rasmussen et al (2011) ont proposé une méthodologie de classification

essentiellement basée sur les tests fonctionnels (évaluation de l’épissage, fonctionnalité de la

protéine) pour évaluer les conséquences d’un variant sur la fonction MMR.

De même, la mutagenèse dirigée  proposée par Drost et al (2012) reste un outil

reproductible pour l’interprétation des données mutationnelles. Les auteurs ont évalué cette

technique sur une série de 25 variants du gène MSH2 et ont démontré une corrélation avec les

tests in Silico dans 83% des cas.
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