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Résume :
Le développement des connaissances en géenétique a permis de caractériser des genes

majeurs de prédisposition aux cancers du célon parmi eux le gene TP53 ; gene suppresseur de



tumeur situé en 17p est invalidé a la fois par des perte alléniques et des mutations ponctuelles.

Ces anomalies surviennent tardivement dans la séquence adénome-cancer

Les mutations de p53 ont tendance & se trouver la ou la protéine se lie a I'ADN.
Lorsque p53 est mutée, il existe un risque que la cellule se transforme en cellule cancéreuse.
De telles mutations sont retrouvées dans plus de 50 % des cancers parmi eux le cancer du

colon.

Une recherche de mutation de ce géne est réalisée chez une patiente présentant une
histoire personnelle de cancer colique et une histoire familiale de cancer du sein, de la
prostate et/ou de poumons, évocatrice d’une prédisposition génétique, étayée par la

construction de 1’arbre généalogique sur trois générations.

Apres 1’analyse de biologie moléculaire en vue de la recherche des mutations au niveau
des génes nous avons trouvé la présence du variant ¢.35G >T, p.Glyl2Val(G12V), avec
fréquence allélique 23 % (NM_004985) du géne KRAS et la présence du variant ¢.844C>T,
p.Arg282Trp(R282W), avec 30% (NM_000314) du gene TP53.

Mots clés : Cancer du cOlon, géne suppresseur de tumeur TP53, mutation, histoire familiale.

Abstract:

The development of genetic knowledge has made it possible to characterize major genes

predisposition to colon cancers among them the gene TP53; tumor suppressor gene located in



17p is invalidated by both allenic loss and point mutations. These abnormalities occur late in
the adenoma-cancer sequenceThe p53 mutations tend to be where the protein binds to the
DNA. When p53 is mutated, there is a risk that the cell will transform into a cancer cell. Such

mutations are found in more than 50% of cancers among them colon cancer.

A mutation of this gene is performed in a patient with a personal history of colic cancer
and a family history of breast, prostate and/or lung, evocative of a genetic predisposition,
supported by the construction of the family tree over three generations.

After molecular biology analysis for gene mutation testing we found the presence of the
variant ¢.35G >T, p.Glyl2Val (G12V), with allelic frequency 23% (NM_004985) of
theKRAS gene and the presence of the variant ¢.844C>T, p.Arg282Trp (R282W), with 30%
(NM_000314) of the TP53 gene.
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Introduction

Introduction :

Le cancer colorectal représente un probleme majeur en termes de santé publique,
puisqu’il est au troisieme rang (1.4 millions de cas) parmi les cancers les plus fréquemment
diagnostiqués, apres le cancer du poumon (avec 1.8 millions de cas) et le cancer du sein (1.7
millions de cas) .En termes de mortalité, il représente la troisieme cause de déces par cancer
avec 774 000 déces, toujours aprés celui du poumon (1,69 millions de déces) et du fois
(788 000 déces) (Ferlay et al, 2013).

IL est plus fréquent dans les pays industrialisés : Amérique du nord, Europe

de D’ouest, avec faible fréquence dans les pays sous-développés : Afrique, Asie et
Amérique du sud. Ce qui suggere I’existence de facteurs favorisants

propres a ces pays (OMS, 2019).

Le colon, aussi appelé "gros intestin", est depuis le cecum jusqu'au rectum une partie
topographique de lintestin, appartenant a l'appareil digestif. Il fait suite a l'iléon, partie
terminale de l'intestin gréle. 1l se dispose en cadre dans la cavité abdominale et mesure de 1m
a 1,5m avec un diamétre de 8cm (caecum) a 4cm (rectum).

L’objectif de cette étude était d’identifier parmi les familles a haut risque de développer
un cancer du colon (forte histoire familiale de cancer), dans le but de rechercher des mutations
constitutionnelles

Les nouveaux et rapides progres réalisés dans la connaissance du génome humain ont
permis meilleure compréhension de 1’origine génétique des cancers. Certes que le cancer est
une maladie de I’ADN et qui résulte de 1’accumulation d’altérations génétiques et plus
particulierement, de géenes impliqués dans la prolifération et la différenciation cellulaire
GUENNOUNI.N, 2014).

Notre étude porte sur deux parties :

-La premiere partie traitera la partie bibliographique notamment des rappels anatomique-
histologiques, de la cancérogenese, du dépistage, du diagnostic, dutraitement etde la mutation
du gene TP53 dans ce genre de cancer.

-La seconde partie traitera le matériel et méthodes utilisé pour détecter la mutation et

I’étude de cas.

]



Introduction

Chapitre | :
Synthese bibliographique.

. .
P & &
5 - g ] - &
4 i
b G s -




Chapitre | :synthése bibliographique.

I- Généralité :

1.1 Définition.

Le cancer du colon est le plus souvent un adénocarcinome, développé auxdépens de
I'épithélium des glandes de Lieberkihn. Ces adénocarcinomessurviennent généralement apres

la transformation maligne d’un polypeadenomateuxpréexistant( Abid,2012).

1.2 anatomie du colon.

Le colon correspond a la partie tube digestif comprise entre ’intestin gréleet le rectum.
De facon plus précise il commence a la jonction iléo-cacal etse termine au niveau de la
charniére recto-sigmoidienne.

Au plan anatomique le colon se dispose en cadre dans la cavité péritonéale.

Il se divise en 8 segments successifs. Le caeccum, le colon ascendant,l’angle colique droit,
le colon transverse, 1’angle colique gauche, le colondescendant, le colon iliaque et le colon

pelvien ou sigmoide(Elsevier Masson, 2014)

Angh cobgo gauche

Angle colique dit Cllon rarsvorse

Tanis coi
(bandieties
kegitdinales)

Chion signaide

Figure 1. Schéma anatomique du colon et du rectum(Elsevier Masson,
2014)

1.3 Histologie du colon :
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Les parois du colon et du rectum sont composées de 4 couches de tissus (Fig.2) :
lamuqueuse, la sous-muqueuse, la musculeuse et la séreuse sont reliées entre elles par le
tissuconjonctif. La muqueuse est composée d’un épithélium et d’un tissu conjonctif (appelé
chorion), tous deux séparés par une lame basale. C’est a partir de cet épithélium naissent les

carcinomes du colon et du rectum (Guillemot, 2013).

Couche musculaire
interne circulaire
développée

Sous-
muqueuse

Musculeuse

Séreuse

Couche musculaire
externe longitudinale
mince

Amas de cellules
adipeuses

Figure 2. Schéma histologiqgue montrant les différentes couches de la paroi

colorectale (Guillemot, 2013)
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I11- Facteurs de risque :

a. Facteurs alimentaires : les régimes riches en graisses animales et encholestérol et
pauvres en fibres végétales favoriseraient le cancer colique.

Cette alimentation augmenterait la concentration intra colique en stérols eten acides
biliaires secondaires. Ceux-ci stimuleraient la prolifération del’épithélium colique. La
consommation de Iégumes, de fibres, d'huile d'olive,de calcium et dévitaminésCdiminuerait
le risque de cancer colique(Conseils du Doc Vol. 10: Cancer du colon Jantchou , 2019).

b. Tabagisme : Fumer du tabac accroit le risque de cancer colorectal.

Il semble que le risque augmente selon la durée de la période pendant laquelle vous

fumez et la quantité fumée(Guides patients institut du cancer de France ,2020)

c. Alcool : Différentes études ont établi un lien entre la consommationd‘alcool

et le cancer du célon. Il estindiquée prendre des suppléments d'acide folique; en effet il
est noté que les méfaits de l'alcool seraient partiellement contrés par cette mesure(Agathe
Chagnon,2018)

d. Manque de fer : L'anémie résultant d'une déficience en fer accroit les

risquesde developper ce type de cancer. (Guides patients institut du cancer de
france ,2020)

e. Manque de lumiere naturelle : 1l semble que les risques de contracterun cancer du
cblon soient plus élevés dans les régions du monde ou les gens sont moins exposes a la
lumiere naturelle. Une exposition réguliere au soleil empéche la croissance decellules
cancereuses dans le cblon et réduit substantiellement lamortalité associée au cancer du célon.
On croit que l'effet protecteur serait di au mécanisme par lequel le soleil entraine la
production dévitaminé D. Il faut, évidemment, protéger la peau avec un écran solaire adéquat.
(Guides patients institut du cancer de france ,2020)

f. Sédentarité : 13 % des cancers ducdlon pourraient étre attribués a un mode de vie
sédentaire. Uneactivité physique réguliére divise par 3 le risque de développer uncancer
colique (WCRF, 2017)

g. Sucre : Selon des études préliminaires, la consommation de sucre etd'aliments qui en
contiennent augmente le risque du cancer du colon. Il ne faut pas négliger la grande quantité
de sucre caché que contiennent les aliments industriels, que l'on retrouve sous les appellations
dextrose, lactose, fructose, sirop de malt, sirop de mais, etc. (WCRF, 2017

Tableau 1:facteurs de risque de cancer du colon :



https://jantchou.com/author/jantchou/
https://slideplayer.fr/user/13324401/
https://slideplayer.fr/user/13324401/
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Le tableau suivant représente autres facteurs de risque qui sont habituellement classés du
plus important au moins important mais dans la plupart des cas, il est impossible de les classer

avec une certitude absolue.

Facteurs de risque connus : Facteurs de risque possibles :

v/ Antécédents familiaux de cancer | v' Antécédents personnels de cancer du
colique sein, de 1’ovaire ou de 1’utérus

v/ Antécédents personnels de cancer | v' Grande taille a I’Age adulte

colorectal N
v" Exposition aux rayonnements

v  Polypose  adénomateuse  familiale | ionisants
(PAF)

v Syndrome de Lynch

v' Polypes dans le cblon et le rectum
v Troubles génétiques rares

v" Inactivité physique

v Obésité

v" Alcool

v Fumer du tabac

v" Alimentation riche en viande rouge
v" Viandes transformées

v" Alimentation faible en fibres

v Comportement sédentaire

v Maladie inflammatoire de l'intestin
(MI1)

v" Diabéte

v Cuisson des viandes a température
élevée

)


https://www.cancer.ca/fr-ca/cancer-information/cancer-type/colorectal/risks/?region=on#Ant%C3%A9c%C3%A9dents_familiaux
https://www.cancer.ca/fr-ca/cancer-information/cancer-type/colorectal/risks/?region=on#Ant%C3%A9c%C3%A9dents_familiaux
https://www.cancer.ca/fr-ca/cancer-information/cancer-type/colorectal/risks/?region=on#Ant%C3%A9c%C3%A9dents_personnels
https://www.cancer.ca/fr-ca/cancer-information/cancer-type/colorectal/risks/?region=on#Ant%C3%A9c%C3%A9dents_personnels
https://www.cancer.ca/fr-ca/cancer-information/cancer-type/colorectal/risks/?region=on#PAF
https://www.cancer.ca/fr-ca/cancer-information/cancer-type/colorectal/risks/?region=on#PAF
https://www.cancer.ca/fr-ca/cancer-information/cancer-type/colorectal/risks/?region=on#Syndrome_de_Lynch
https://www.cancer.ca/fr-ca/cancer-information/cancer-type/colorectal/risks/?region=on#Polypes_c%C3%B4lon_et_rectum
https://www.cancer.ca/fr-ca/cancer-information/cancer-type/colorectal/risks/?region=on#Troubles_g%C3%A9n%C3%A9tiques_rares
https://www.cancer.ca/fr-ca/cancer-information/cancer-type/colorectal/risks/?region=on#Inactivit%C3%A9_physique
https://www.cancer.ca/fr-ca/cancer-information/cancer-type/colorectal/risks/?region=on#Embonpoint_ou_ob%C3%A9sit%C3%A9
https://www.cancer.ca/fr-ca/cancer-information/cancer-type/colorectal/risks/?region=on#Alcool
https://www.cancer.ca/fr-ca/cancer-information/cancer-type/colorectal/risks/?region=on#Fumer_du_tabac
https://www.cancer.ca/fr-ca/cancer-information/cancer-type/colorectal/risks/?region=on#Alimentation_riche_viande_rouge
https://www.cancer.ca/fr-ca/cancer-information/cancer-type/colorectal/risks/?region=on#Viandes_transform%C3%A9es
https://www.cancer.ca/fr-ca/cancer-information/cancer-type/colorectal/risks/?region=on#Alimentation_faible_en_fibres
https://www.cancer.ca/fr-ca/cancer-information/cancer-type/colorectal/risks/?region=on#Comportement_s%C3%A9dentaire
https://www.cancer.ca/fr-ca/cancer-information/cancer-type/colorectal/risks/?region=on#Maladie_inflammatoire_intestin
https://www.cancer.ca/fr-ca/cancer-information/cancer-type/colorectal/risks/?region=on#Maladie_inflammatoire_intestin
https://www.cancer.ca/fr-ca/cancer-information/cancer-type/colorectal/risks/?region=on#Diab%C3%A8te
https://www.cancer.ca/fr-ca/cancer-information/cancer-type/colorectal/risks/?region=on#Cuisson_viandes_temp%C3%A9rature_%C3%A9lev%C3%A9e
https://www.cancer.ca/fr-ca/cancer-information/cancer-type/colorectal/risks/?region=on#Cuisson_viandes_temp%C3%A9rature_%C3%A9lev%C3%A9e
https://www.cancer.ca/fr-ca/cancer-information/cancer-type/colorectal/risks/?region=on#Ant%C3%A9c%C3%A9dents_personnels_cancer_sein_ovair
https://www.cancer.ca/fr-ca/cancer-information/cancer-type/colorectal/risks/?region=on#Ant%C3%A9c%C3%A9dents_personnels_cancer_sein_ovair
https://www.cancer.ca/fr-ca/cancer-information/cancer-type/colorectal/risks/?region=on#Grande_taille_%C3%A2ge_adulte
https://www.cancer.ca/fr-ca/cancer-information/cancer-type/colorectal/risks/?region=on#Exposition_rayonnements_ionisants
https://www.cancer.ca/fr-ca/cancer-information/cancer-type/colorectal/risks/?region=on#Exposition_rayonnements_ionisants
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IV- Symptdmes et signes cliniques :

1V.1 signes cliniques.

« diarrhée

e constipation

e selles qui semblent plus étroites que d’habitude

e sensation que le rectum n’est pas complétement vide apres étre allé a la selle
« sang rouge clair ou trés foncé dans les selles
 saignement du rectum

e gaz, crampes abdominales et ballonnements

o douleur ou inconfort au rectum

e masse dans I’abdomen ou le rectum

« fatigue et faiblesse

« anémie, qui peut causer de la fatigue et un essoufflement
 nausées et vomissements

e perte d’appétit

e perte de poids

o blocage dans I’intestin (occlusion intestinale)

« ganglions lymphatiques enflés

« foie enflé

e jaunisse

o accumulation de liquide dans I’abdomen (ascite)

e douleur a I’abdomen, au dos, aux fesses ou aux jambes
« troubles respiratoires

1.2 Anatomie pathologique

La division du cadre colique se fait en deux portions définies par leur vascularisation. Lecélon
droit (ceecum, c6lon ascendant, angle colique droit et deux tiers droits du célontransverse)
dépend des vaisseaux meésentériques supérieurs, et le célon gauche (tiers gauchedu célon
transverse, angle colique gauche, co6lons descendant, iliaque et sigmoide) dépend
desvaisseaux mésentériques inférieurs. Les branches coliques issues des artéres mésentériques
sedivisent a proximité du cdlon, et s’anastomosent pour former 1’arcade artérielle paracolique
deRiolan. La vascularisation veineuse est presque superposable a la vascularisation artérielle.

Ledrainage lymphatique concerne les ganglions épicoliques (paroi colique), paracoliques



https://www.cancer.ca/fr-ca/cancer-information/cancer-type/colorectal/signs-and-symptoms/?region=on
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(arcadebordante), intermédiaires (arteres coliques), centraux (pédicules) et enfin principaux

(originedes vaisseaux).

Figure 3 :Aspects macroscopiques des adénocarcinomes coliques (Pr. Guyétant, 2012)

V-Biologie moléculaire :

V.1 Syndromes de prédisposition génétique :

Ces syndromes sont au nombre de deux. Environ 3 % des cancers colorectaux
surviennentdansle cadre d’une prédisposition génétique.

» Polypose adénomateuse familiale (PAF) :

11 s’agit de mutations germinales du gene APC de transmission autosomique dominante a

Pénétrance élevée. Il existe de trés nombreux sites de mutation possibles et une
correlation entre le niveau de la mutation sur le gene et le phénotype de la maladie.
Généralement, la maladie se caractérise par la présence de plusieurs centaines d’adénomes
coliques qui se transformeront en cancers avant 1’age de 40 ans. Ces cancers sont tous de
phénotype LOH+,ils représentent moins de 1 % des cancers du colon. D’autres tumeurs
peuvent apparaitre aucours de 1’évolution comme des adénomes duodénaux pouvant
dégénérer ou des tumeursdesmoides de la paroi abdominale. Une mutation germinale bi-
allélique du gene MYH a étémise en évidence chez des patients ayant un phénotype de PAF
mais pas de mutation APC.

Le gene MYH est un gene appartenant au systeme de réparation BER (base excision
repair)de ’ADN. La transmission de cette anomalie se fait sous un mode autosomique

récessif(Fondation ARC pour la recherche sur le cancer,2021)
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» Syndrome HNPCC (syndrome de Lynch ) :

Le syndrome HNPCC (hereditary non polyposis colon cancer) est lié a la présence
d’une mutation constitutionnelle sur I’un des genesMMR, généralement hMSH2 ou hMLHI
et plus rarement hMSHS, la seconde copie du géeneétant inactivée par perte allélique ou par
hyper méthylation de la région promotrice oumutation ponctuelle. La fréquence d’une de ces
altérations constitutionnelles est estimée entre2/1 000 et 1/1 000 dans la population, ce qui en
fait une anomalie fréguente de transmissionautosomale dominante. Les patients ont un risque
cumulé de 80 % pour les hommes et de 50% pour les femmes de développer un cancer du
cOlon avant I’age de 80 ans. Ces tumeurs sonttoujours de phénotype MSI+, elles représentent
environ 3 % de ’ensemble des cancers ducdlon. D’autres tumeurs épithéliales, notamment
endomeétriales, ovariennes ou gastriques,peuvent survenir chez le cas index ou un de ses
apparentés atteints.

Environ 3% des cancers colorectaux sont liés a une prédisposition génétique. Moins de

1% des cancers sont liés a une mutation germinale du géne APC dans le cadre
d’unepolyposeadénomateuse familiale. Moins de 3% des cancers sont liés a une
mutationgerminale d’un des génes de réparation de I’ADN dans le cadre d’un syndrome
HNPCC(Fondation ARC pour la recherche sur le cancer,2021)

On distingue 2 types de syndrome de Lynch :

eLe type A (syndrome de Lynch de type 1) accroit seulement le risque de cancer
colorectal.

« Le type B (syndrome de Lynch de type 2) accroit le risque de cancer colorectal ainsi
que des cancers de l'estomac, de l'intestin gréle, du pancréas, du rein, de l'uretere, de l'ovaire,

de l'utérus, du sein, de la vessie, des canaux biliaires et de la peau.

V.2 Méthylation de PADN :

Paralléelement aux  altérations  structurales de I’ADN, des mécanismes
épigénétiquespeuventjouer un réle important dans la carcinogenese. La méthylation des
cytosines contenues dansles Tlots CpG - régions riches en dinucléotidesCG(cytosine-guanine)
situées au niveau depromoteurs de certainsgénes - est capable d’inhiber leur expression.
L’hyper méthylation du gene hMLHIlresponsable de son inactivation est fréquemment
retrouvee dans les cancers colorectaux dephénotype MSI+ (Bretthauer, M., Kalager, M., &
Weinberg, DS (2020))

g
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V.3 mutations histo-pronostiques

Ces dernieres années, de grands progres ont été faits dans la connaissance dela biologie

des cellules cancéreuses intestinales et deux mécanismesd’instabilit¢ indépendants ont été

Cryples __, | Adénomes |_, IAde'nocarcinomes I_,lMe’ustaaesI

identifiés dans le cancer colorectal.

APC RAS
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Figure 4Deux mécanismes de carcinogenése colique. La perte d’hétérozygotie et
I’instabilité microsatellite (SAMOWITZ WS et al.2011).

APC: adenomatous polyposis coli;DCC:deleted in colorectal cancer ; LOH : loss of
heterozygosity; MSI : microsatellite instability

Deux grands groupes de carcinomes colorectaux ont été individualisé : lescarcinomes
avec perte d’hétérozygotie (LOH pour loss of heterozygosity) etles carcinomes avec
instabilité des microsatellites (MSI pour micro-satelliteinstability).

A coté de ces deux groupes classiques, un troisiéme groupe,encore insuffisemantetudie,
appelé tumeurs avec phénotype methylateur(CIMP+) est apparu a I’issu de récents travaux
(SAMOWITZ WS et al.2011).

» Carcinome avec perte d’hétérozygotie

Ces cancers représentent 80% des carcinomes colorectaux et se situent dans2/3 des cas
au niveau du colon distal. Ils sont plus fréquents chez I’hommeet surviennent plus

tardivement avec une incidence maximale entre 65 et 70ans.
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Ce groupe est caractérisé par une aneuploidie et par des pertes alléniques.Dans ce
groupe, 20% des chromosomes ont subi une délétion. Ces délétionspeuvent se situés sur le
bras court du chromosome 17(17p), et le bras longdu chromosome 18 (18q), le bras long du
chromosome 5, le bras court duchromosome 8 et enfin le bras long du chromosome 22

Du point de vu histologique ces tumeurs sont volontiers infiltrantes et issuesde la
transformation d’un polype adenomateux préexistant. Ces polypesadenomateux dériveraient
de lésions histologiques appelées les foyers decryptes aberrantes, constituées d’un épithélium
glandulaire irrégulieresmais sans foyers de dysplasie (Fondation ARC pour la recherche
sur le cancer,2021)

En étudiant les altérations moléculaires de tumeurs colorectales Vogelsteinet al,2018ont
montrés que la progression tumorale se faisait par étapessuccessives, du stade d’adénome

jusqu’au carcinome invasif parl’acquisition de différentes altérations génétiques.

» Carcinomes avec instabilité des microsatellites(MSI)

Ce groupe correspond aux cancers diploides montrant peu de pertesalléliques est
caractérisé par une instabilité des séquences microsatellitesMSI.Ces cancers représentent

seulement 10 a 15% des cancerssporadiques.

En revanche, 50 a 70 % des cancers survenant dans le cadre du syndrome HNPCC
(Hereditary Non Polyposis Colorectal Cancer)présentent cette anomalie.

Les microsatellites sont des séquences répétées mono- a tétra-nucléotidelargement
rependues dans le génome, particuliérement sujettes a deserreurs d’appariement
(mésappariements) survenant lors de la réplication.

Ces erreurs qui surviennent de maniere physiologiques sont normalementréparées grace
au systeme de réparation DNA mismatch repaire ou MMR.

L’instabilité des microsatellites est due a I’inactivation d’un des génesimpliqués dans la
réparation de ces mésappariements.Cette instabilité est événement précoce dans la
carcinogenese colorectalepuisqu’elle est observée dans les polypes adénomateux des patients
HNPCCet dans 30% des polypes festonnés associé a une tumeur sporadique avecinstabilité
des microsatellites.

Sur le plan clinique les tumeurs MSI du syndrome HNPCC sont caractériséespar la
survenue précoce d’un cancer colorectal (4ge moyen 45 ans), unelocalisation préférentielle

sur le colon proximal, une fréquence accrues destumeurs colorectales synchrones et
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métachrones et par un risque accru detumeurs extra coliques (estomac, endométre, ovaires,
cancers urothéliuauxdu haut appareil urinaire, adénocarcinome de I’intestin gréle....).

Par comparaisons les tumeurs MSI sporadiques surviennent plus tardivement(age
moyen 74ans vs 44ans) et sont plus fréquentes chez la femme que chezl’hommeSur le plan
histologique ils sont souvent peu différenciés, avec une mucosécrétionabondante et un stroma
riche en lymphocytes.

Par ailleurs les tumeurs MSI, ont un meilleur pronostic que les tumeurs sansinstabilité

génomique (Ada Colluraet al,2019)

V.4 Troubles génétiques rares

Les troubles génétiques rares décrits ci-dessous peuvent accroitre le risque d’étre un
jour atteint d’un cancer colorectal.

a) Le syndrome de Turcot est une variante du syndrome de Lynch et de la PAF. Le
syndrome de Turcot est caractérisé par la présence de nombreux polypes dans le colon, qui
peuvent devenir cancéreux(A. GUIRAT ET al, 2019).

b) La polypose associée au MYH est causée par une mutation du gene de réparation de
I'ADN appelé MUTYH. Les personnes atteintes de la polypose associée au MYH présentent
de nombreux polypes adénomateux sur le revétement interne (muqueuse) du cdlon
(BrunoBuecher,2007).

c) Le syndrome de polypose juvénile est une affection héréditaire qui engendre la
formation de polypes appelés hamartomes. Les hamartomes sont habituellement non
cancéreux, mais ils peuvent le devenir.(Joy Larsen Haidle , MS, CGC et James R Howe ,
MD,2017)

d) Le syndrome de Peutz-Jeghersest une affection héréditaire qui implique la
mutation du géne STK11. Les personnes atteintes du syndrome de Peutz-Jeghers ont souvent
des hamartomes dans leur tube digestif. Ce syndrome est également associé a un risque plus
¢levé que la moyenne d’avoir d’autres types de cancer,dont les cancers du sein, du pancréas,
de l'estomac, de l'ovaire, du poumon et de l'intestin gréle(Minhhuyen Nguyen,2019)

e) Le syndrome de polypose mixte héréditaire est une affection héréditaire qui
entraine la croissance de nombreux types différents de polypes. L’hamartome est le type de

polype qui se manifeste le plus couramment(Minhhuyen Nguyen,2019).

|
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f) Le syndrome de Cowden et le syndrome de Bannayan-Riley-Ruvalcaba font
partie d'un groupe daffections qui présentent une mutation du gene PTEN, lequel est
habituellement un géne suppresseur de tumeur. Les personnes porteuses de la mutation PTEN
risquent davantage d'étre atteintes de tumeurs non cancéreuses et cancéreuses, dont le cancer
colorectal(KL Lachlan ,et al,2007).

V.5RAS

Les protéines RAS sont des enzymes localisées sur la face interne de la membraneplasmique
des cellules. Elles sont une composante essentielle de la voie de signalisation en aval du
récepteur membranaire a ’EGF (’EGFR de 1’anglais EpidermalGrowth Factor Receptor).
Cette voie de signalisation consiste a envoyer un signal de croissance au noyau de la cellule,

et sa dérégulation est associée a une croissance tumorale incontrdlée.

Le développement des anticorps monoclonaux anti-EGFR a constitué une avancée
importante dans la prise en charge des patients atteints de cancer colorectal métastatique.

Cependant, plusieurs études ont montré que seules les personnes dont la tumeur ne
présentait pas de mutations du gene RAS étaient susceptibles de béneéficier de ces traitements.
La détermination du statut mutationnel RAS aidera donc les médecins & déterminer les

traitements auxquels vous serez le plus susceptible de répondre
(Dr. Catherine Shaffer,2018)

v' mutation du RAS

Les mutations du gene RAS sont fréquemment retrouvées dans les cancers colorectaux

et elles conduisent généralement a une activation de la voie de signalisation de I’EGFR.
Il existe deux principaux types de mutations du géne RAS :

* Les mutations KRAS, retrouvées chez 39,2 % des patients atteints de cancer colorectal
en 2013 ;

* Les mutations NRAS, retrouveées chez 7,4 % des patients.

Les protéines KRAS et NRAS étant situées en aval de la voie de signalisation EGFR,
leurs mutations sont associées a une inefficacité des traitements anti-EGFR (Dr. Catherine
Shaffer,2018).

|
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V.6Les mutations de BRAF

Une autre mutation est retrouvée chez 10 % des tumeurs colorectales, il s’agit de la
mutation du gene BRAF, qui code pour la protéine BRAF faisant aussi partie de la voie de
signalisation de ’EGFR.

Ainsi, la liste des tests de biologie moléculaire accompagnant le diagnostic du cancer
colorectal métastatique concerne les mutations de KRAS, NRAS et BRAF(Dr. Catherine
Shaffer,2018)

VI- TP53
VI-1 définition

Le géne suppresseur de tumeur TP53 situé en 17p est invalidé a la fois par des
pertesalléliques et des mutations ponctuelles. Ces anomalies surviennent tardivement dans la
séquence adénome-cancer(NaoumSalamé ,2017)

La protéine p53 a plusieurs roles :

e D’une part, elle bloque le cyclecellulaire en phase G1/S en cas de lésions de ’ADN
en induisant la transcription du géneinhibiteur de cycle cellulaire CIP/WAF1 pour permettre
les réparations de I’ADN avant ladivision cellulaire.

e D’autre part, elle induit 1’apoptose en induisant la transcription du génepro-
apoptotique BAX (Bcl-2 associated X protein) si les altérations sont trop importantespour étre
réparées.

La p53 joue ainsi un role de « gardien du génome » et son inefficacitéautorise la
survenue d’altérations génétiques multiples.

Le géne TP53 est muté dans environ la moitié des cancers colorectaux LOH+. La
mutation deTP53 est un facteur de mauvais pronostic et peut-étre de chimiorésistance.

e D’autre part, legéne BAX est le siege d’altérations dans pres de 50 % des tumeurs

MSI.

La caractérisation de ces différentes altérations génétiques a permis la reconnaissancede
deux groupes de cancers colorectaux mettant en jeu des processus de carcinogenésedifférents
alors que les données morphologiques et histologiques ne permettaient pas dele laisser

supposer. Ces altérations ouvrent la voie a la définition de nouveauxmarqueurs pronostiques
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qui permettront aux cliniciens de mieux prendre en charge lesmalades atteints par ces
affections.

Le statut de la mutation p53 est étroitement lié a la progression et a l'issue du CCR
sporadique. Ces dernieres années, certains composés de petites molécules ont été
intensivement étudiés pour la réactivation et la restauration de p53 viadifférents mécanismes.
Ces composés prometteurs sont actuellement testés dans des essais cliniques et pourraient étre
approuvés pour le traitement des patients atteints de CCR dans un proche avenir.( Farnebo M
et al ,2010).

VI-2Fonction p53:

VI-2-1Induction de I'arrét du cycle cellulaire et de I'apoptose

Le géne TP53 humain est situé sur le chromosome 17p et se compose de 11 exons et 10
introns (Saha MN et al .2013)

La protéine p53 de type sauvage se compose de 393 reésidus d'acides aminés et de
plusieurs domaines fonctionnels. Dans l'ordre de I'extrémité N-terminale a I'extrémité C-
terminale, ils sont: domaine de transactivation (TAD), domaine riche en proline, domaine de
tétramérisation et domaine de base

Une fois activé, p53 régule a la hausse son régulateur négatif, MDM2 (murin / humain
double minute 2). MDM2 fonctionne comme une ubiquitine-ligase E3, pour réguler
I'ubiquitination de p53 qui conduit a sa dégradation (Li Q. etal, 2013)

Cela forme une boucle de rétroaction négative qui maintient de faibles niveaux de p53
dans les cellules normales (Zandi R . et al, 2011)

En fonction du contexte spécifique, p53 peut induire I' arrét du cycle cellulaire, ou I'
apoptose, ou senescence, en présence de stress cellulaire, tels que les dommages de I' ADN, I'

hypoxie, I' activation des oncogénes, etc

VI1-3 Régulateurs de I'activité p53 et leurs implications en CRC :

L'activation du facteur de transcription 3 (ATF3) est I'un des génes cibles de p53 et est
impliqué dans le processus compliqué de la réponse cellulaire au stress (Zhang C. et
al.2002)(Kannan K . et al,2001)

=
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En outre, ATF3 agit également comme un facteur de co-transcription pour p53
atteignant l'induction maximale de I'expression de DR5 lors de dommages a I'ADN dans le
CRC (Taketani K., 2002)

DR5 est un récepteur trans-membranaire du TNF (facteur de nécrose tumorale)
contenant un domaine de mort, qui se lie au ligand TRAIL (ligand inducteur d'apoptose lié au
facteur de nécrose tumorale), et déclenche la mort cellulaire en activant la voie apoptotique
extrinseque (MacFarlane M. et al,1997)

L'expression ectopique d'ATF3 supprime la croissance tumorale du cdélon et les
métastases dans les xénogreffes (Hackl .C et al,2010)

La modification post-traductionnelle de I'ATF3 par SUMO (petit modificateur lié a
l'ubiquitine) joue un réle négatif dans la régulation de l'activité de p53 (Wang. CM et
al,2013)

L'ATF3 s'est également révelé lié au mutant p53, inactivant son potentiel oncogéne
(Wei. S et al,2014)

A noter, SUMO-1, un membre de la famille des protéines SUMO, implique une variété
de fonctions biologiquement distinctes par lI'attachement SUMO de protéines cibles (Barry
J,2011)

La surexpression de SUMO-1 provoque l'accumulation de protéines p53 sumoylées
dans les cellules cancéreuses du c6lon, ce qui conduit a des métastases plus fréquentes
(Zhang. H et al ,2013)

MicroARN Les microARN (miRs) sont de petites molécules d'/ARN non codantes
constituées de 19 a 25 nucléotides, avec des fonctions de régulation transcriptionnelle et post-
transcriptionnellede I'expression génique (Bi CL et Chng WJ, 2011)

lesmiR sont des facteurs importants pour la prolifération cellulaire, lI'apoptose, la
sénescence et le métabolisme, qui jouent tous un réle crucial dans le processus cancérigene
(Ye JJ et Cao J, 2014)

Par exemple, la forte expression de miR-125b qui cible directement le 3UTR de TP53,

réprimé le niveau endogene des protéines p53, favorisant ainsi la croissance et l'invasion

&
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tumorales. Ainsi, miR-125 agit comme oncogene et est associé au mauvais pronostic chez les
patients atteints de CCR ( Nishida N et al.2011)

Il a également été démontré que miR-125b réprime a la fois l'arrét du cycle cellulaire et
les régulateurs apoptotiques dans le réseau p53, ce qui implique son rdle dans
I'oncogenese(Shyh-Chang N et al ,2011)

A l'inverse, la famille miR-34 (miR-34a/ b / c) sont des ciblestranscriptionnelles de p53
(Stanchina E et al,2007), et supprime directement une gamme de genes Wnt et de transition
épithélio-mésenchymateuse ( EMT )(Kim NH et al,2011). Ainsi, une partie de la fonction de
suppresseur de tumeur p53 est due a son inhibition de la voie Wnt et de la transition EMT par
miR-34 et la perte de cette inhibition pourrait déclencher la prolifération et I'invasion
tissulaire des cellules CRC(Kim NH et al,2013).
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Figure 5 :Repreésentation schématique des miARN régulant la voie p53 et la

tumorigenese ultérieure (KumarM , et al,2011)

VI-4 MUTATION P53 EN CRC

Le développement du CRC est un processus multifactoriel et en plusieurs étapes

impliquant l'activation d'oncogénes et l'inactivation de génes suppresseurs de tumeurs.
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Confirmé par de nombreuses études, p53 est un gene suppresseur de tumeur clé et est I'un des
éléments les plus importants de la défense anticancéreuse de notre corps(Levine AJ et
al,2009).

Il est genéralement connu que la progression du CRC suit des mutations des genes APC,
K-Ras et p53, ce dernier est le géne le plus fréquemment muté dans les cancers humains (
Kandoth et al,2013)

On pense que les mutations p53 jouent un réle critique dans la transition adénome-

carcinome au cours du processus pathologique tumoral( Lépez .1 et al.2012)

p53 et la mutation du CCR se produit dans 34% des tumeurs proximales du célon et
dans 45% des tumeurs colorectales distales .La majorité de ces mutations se produisent dans
I'exon 5 a 8 (doman de liaison a I'ADN), et principalement dans certains codons hotspot, tels
que 175, 245, 248, 273 et 282, comprenant de G a A, une transition C a T et conduisant a la
substitution d'un seul acide aminé dans la protéine p53 (tableau 2 ). Ces substitutions se
regroupent le plus souvent dans le domaine de liaison a I'ADN, provoguant la perturbation de

la liaison a I'ADN spécifique et une transactivation sequentielle (Russo A et al,2005)

Tableau 2 : Fréquence élevée et fréquente d'altérations faux-sens de p53 dans le cancer
colorectal Données sélectionnées dans la base de données de mutations UMD TP53 (Human

mutation,2014)

Exon Codon  Changement de codon Changement nucléotidique Changement d'acide aminé
5 175 CGC — CAC G—A Arg — Son
7 245 GGC — AGC G—A Gly — Ser
7 245 GGC — GAC G—A Gly — Asp
7 248 CGG — TGG C—T Arg — Trp
7 248 CGG — CAG G—A Arg — Gln
8 273 CGT — TGT C—T Arg — Cys
8 273 CGT — CAT G—A Arg — Son
8 282 CGGE — TGG C—T Arg — Trp

Différents types de mutations p53 jouent un rble central dans la détermination du
comportement biologique du CCR, comme la profondeur invasive, le site métastatique et

méme le pronostic des patients. Les mutations p53 sont associées a l'invasion lymphatique
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dans le cancer du célon proximal, et montrent une corrélation significative avec l'invasion

lymphatique et vasculaire dans le CCR (lacopetta B ,2003).

Les patients atteints de CCR avec p53 mutant semblent plus résistants a la chimio et ont
un pronostic plus sombre que ceux avec p53 de type sauvage . Dans une étude collaborative
internationale sur le cancer colorectal TP53, il a été observé que les patients atteints du mutant
p53 dans I'exon 5 avaient des résultats moins bons pour le cancer du cbélon proximal et la
mutation inactivante de p53 étaient plus fréquentes dans les tumeurs de stade avancé et étaient

négativement associées a la survie (lacopetta B et al.2006) (tableau 2).

Tableau 3 : Résumé des principales conclusions sur l'importance de p53 dans le

développement du cancer colorectal.

Réf. Principales conclusions
Taketani et p53 s'associe & ATF3 dans l'induction maximale de DE5 lors
coll Dommages a ADN
Wei et coll. -

ATF3 se lie au mutant P33 et inhibe sa fonction oncogéne

Nishida et Une expression élevée de miARN-110b prédit une faible survie dans le CRC. miENA-125
eoll, diminue l'expression de p53
Kim ¢t coll.

La perte de p53 supprime la voie Wnt et la transition EMT via miARN-34

Lépez et coll _
Pe Des mutations p53 surviennent dans 54% des CRC sporadiques

Russo ¢t coll. Les mutations p53 sont en corrélation avec le site, le comportement biclogique et le résultat du
CCE

lacopetta ¢f Les mutations p33 qui perdent leur capacité transactivationnelle sont plus fréquentes dans les

coll. CRC avancés et associées & une faible survie

EMT: transition épithéliale-mésenchymateuse; CRC: cancer colorectal.

VI-5 Réactivation pharmacologique du p53 en tant que traitement du cancer
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Les résultats d'un grand nombre d'études ont déemontré sans équivoque que le mutant
p53 joue non seulement un rble central dans la transformation du CCR, mais contribue
également a l'agressivité et au caractére invasif du CCR. Il n'est pas surprenant que la
manipulation de la voie p53 ait suscité un intérét peu apres la découverte du géne p53. Bien
que la réintroduction de p53 de type sauvage par thérapie génique semble un choix simple et
logique, cette approche est entravée par le défi technique de la délivrance efficace de génes et
les problemes de sécurité inhérents a I'utilisation de vecteurs viraux .Ces derniéres années,
mise en évidence 1’élaboration d'un réseau d'inhibiteurs de petites molécules modulant la voie
p53 (Figure 10). Certains de ces composés ont été testés comme agents thérapeutiques
potentiels dans le CCR ( LaneDPet al.2010).

il -
MI-_43 / T e ~\\ ,\\M 4
nutlin-3 N =
RITA '_}, Apoptosis <

= T~

PRIMA-1

PRIMA-1"" \\/
wild
| type p53

Cell cycle arrest

\ S\
/ Maslinic acid =
epicatechin gallate B
Q7D o-lipoic acid

NSC1763 | 7

72

quinacrine /"'_ -

[ Senescence

|
/“
N = LS /

A

Figure 6 : Composés a petites molécules réactivant pharmacologiquement la fonction
p53.(Monde J Gastroentérol, 7 janvier 2015)

MI43 et Nutlin-3 lies a MDM2 bloquant l'interaction MDM2-p53. RITA lié a
I'interaction MDM2-p53 interférant avec p53. L'acide a-lipoique a augmenté la stabilité de la
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protéine p53 et son effet apoptotique. La quinacrine a induit la mort cellulaire associée a
I'autophagie d'une maniére dépendante de p53. Activatité de type p53 activée par NSC17632
en fonction de p73. PRIMA-1 / PRIMA-1 MET a restauré le mutant p53 pour exercer un effet
apoptotique. L'acide maslinique et le gallate d'épicatéchine en tant qu'extraction végétale ont
modulé I'expression de p53 et de ses génes cibles dans la voie d'arrét du cycle apoptotique et
cellulaire dépendant de p53(LaneDP et al.2010).

VI-5 -1 Réactivation du mutant p53

Il est reconnu depuis longtemps que la protéine p53 mutante non seulement abroge la
fonction de suppresseur de tumeur, mais acquiert également une nouvelle fonction oncogéne,
qui favorise un phénotype de cancer métastatique plus agressif. Cependant, c'est jusqu'a
récemment que des composés prometteurs ciblant spécifiquement ce type de protéines p53

oncogenes mutantes ont été développés.

Dans le but de cribler des composés ciblant spécifiguement le mutant p53 ont
découvert un composé 2,2-bis (hydroxyméthyl) -1-azabicyclo octan -3-one, qui inhibait la
croissance de Saos Cellules -2-His-273, une lignée cellulaire p53 mutante Tet-off. Ce
compose a été nommé PRIMA-1 (p53-réactivation et induction de I'apoptose massive-1,
APR-017) ( Bykov et al,2002)

Tardive, sa forme méthylée, RRIMA-1 MET(APR-246) qui est plus efficace, a été
développé par le méme groupe .PRIMA-1 restaure la région de liaison a I'ADN spécifique a la
séquence en formant des adduits avec des thiols dans le mutant p53 et en activant plusieurs
genes cibles p53, favorisant I'apoptose dans les cellules cancéreuses humaines avec le mutant
p53 (Lambert JM et al ,2009)

La considération initiale était que ces deux composes avaient des effets puissants sur les
cellules mutantes p53, par rapport aux cellules avec p53 de type sauvage. Cependant, des
preuves émergentes ont démontré que le mutant déplié p53 et le p53 de type sauvage déplié
pouvaient également étre repliés par PRIMA-1 et PRIMA-1 MET(Rieber M et al.2012) ;
Donc PRIMA-1 et PRIMA-1 METpeut induire l'apoptose dans les cellules cancéreuses
portant soit p53 de type sauvage, soit le mutant p53. Parmi la classe des petites molécules
pouvant induire sélectivement I'apoptose dans les cellules cancéreuses avec le mutant p53,
PRIMA-1 MET est le premier médicament déja avancé dans un essai clinique de phase | / |1

pour les hémopathies malignes et le cancer de la prostate (Cheok CF et al,2011) .
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Cependant, il y a peu d'études sur la capacité de PRIMA-1 MET a induire I'apoptose et
a inhiber la croissance tumorale dans différentes lignées cellulaires CRC avec un statut p53
différent, par conséquent, plus d'études sont nécessaires pour explorer de maniére intensive
RRIMA-1 MET en tant que nouvelle stratégie thérapeutique dans CRC ( Lehmann S et
al,2012)

VI-5 -2 Agents naturels extraits de plantes

Récemment, la fonction anticancéreuse des agents extraits de plantes naturelles attire

une certaine attention. Les mécanismes impliqués ont été constamment découverts.

VI-5 -2-1 Acide maslinique:

L'acide maslinique (MA) est un triterpéne naturel d'Oleaeuropaea, et possede une
puissante propriété anticancéreuse contre les cellules CRC. L'exposition a MA induit
I'expression de JNK (c-Jun NH2-terminal kinase), p53, et augmente les molécules de
signalisation apoptotiques mitochondriales, entrainant larrét du cycle cellulaire et
I'apoptose(Rufino-Palomares EE et al,2013),( Reyes-Zurita FJ et al,2011).Dans les cellules
CRC déficientes en p53, I'apoptose pourrait également étre induite par MA sans nécessiter la
voie mitochondriale (Reyes-Zurita FJ et al,2013)

VI-5 -2-2 Epicatéchine gallate:

Des preuves expérimentales et épidémiologiques révelent que les composés végétaux
polyphénoliques alimentaires ont une activité anti-proliférative et anti-invasive dans les
cancers du tractus gastro-intestinal, du poumon, de la peau, de la prostate et du sein( Baek SJ
et al,2004).Le gallate d'épicatéchine (ECG) est I'un des composés les plus importants de
polyphénols trouvés dans le thé vert, qui a stimulé I'expression de p53, p21 et MAPK
(protéines kinases activees par des mitogenes) dans les cellules CRC, conduisant a l'arrét du
cycle cellulaire @ GO / G1 -S phase d'une maniere dépendante du temps .De plus, 'ECG
pourrait inhiber la dégradation de la protéine p53 et de I'ARN qui ont contribué a la
stabilisation de p53 ( Cordero-Herrera I et al,2013)

VI1-5 -2-3 Autres composeés :

Les protéines p53 peuvent étre ciblées pour la dégradation protéasomale dans les

cellules normales et cancéreuses. L'acide a-lipoique (a-LA) est le médicament le plus

.



Chapitre | :synthese bibliographique.

couramment utilisé dans le monde pour traiter la polyneuropathie diabétique. Yoo et ses
collégues avaient montré que I'a-LA inhibait la prolifération et induisait I'apoptose dans les
cellules cancéreuses du cblon en empéchant la dégradation de p53. Plus précisément, le
traitement par o-LA a régulé a la baisse la protéine ribosomale p90S6K (RPS6KA4) qui a été
confirmée comme inhibant la fonction p53. De plus, I'a-LA a exercé un effet inhibiteur sur la
translocation nucléaire du facteur nucléaire-xkB (NF-kB), qui a joué un réle important dans la
régulation de I'expression du gene RPS6KA4 (Yoo TH et al,2013)

VII- le dépistage du cancer colorectal

Plusieurs tests sont utilisés pour dépister le cancer colorectal. Bien que la coloscopie
soit la plus recommandée, d'autres options sont disponibles. Voici les tests de dépistage les

plus courants:

» Test immunochimique fécal (FIT): Ce test recherche du sang dans les selles qui n'est
pas facilement visible visuellement. Ce test peut étre fait a la maison en collectant les selles
dans des tubes. Les selles collectées seront testées dans un laboratoire pour tout sang.

e Test de sang occulte fécal a base de gaiac (JFOBT): Semblable au test FIT, le test
de sang occulte fécal a base de gaiac recherche également du sang caché dans les
selles. L'échantillon (selles) pour ce test est également collecté a la maison et envoyé a un
laboratoire. Dans ce test, une réaction chimique est utilisée pour dépister tout sang
caché. Cependant, le gFOBT est incapable de déterminer d'ou vient le sang dans le tube
digestif. Des tests supplémentaires seront nécessaires pour déterminer I'emplacement exact du
sang.

e Test d'ADN fécal : Le test d'ADN fécal fonctionne en détectant les mutations
génetiques et les produits sanguins dans les selles. Le matériel génétique, appelé ADN, est
présent dans chaque cellule du corps, y compris les cellules tapissant le colon. Les cellules
normales du célon et leur matériel génétique sont transmis avec les selles tous les
jours. Lorsqu'un cancer colorectal ou un gros polype se développe, des anomalies (ou
mutations) se produisent dans le matériel génétique des cellules. Certaines mutations
présentes dans le polype ou le cancer peuvent étre détectées par analyse en laboratoire des
selles.

« Sigmoidoscopie flexible: Une sigmoidoscopie flexible utilise un appareil appelé

sigmoidoscope pour voir l'intérieur du rectum et le bas du célon. Contrairement a l'outil utilisé
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lors d'une coloscopie, cet appareil n'est pas aussi long, limitant la quantité de cdlon
visible. Au cours de cette procédure, le sigmoidoscope est inséré dans l'anus et a travers le
rectum et le célon sigmoide (partie en forme de S). Du gaz est pompé pendant la procédure
pour permettre au soignant la meilleure vue possible. Il s'agit d'une bréve procédure
ambulatoire, souvent réalisée sans sédation. L'intestin doit étre vide pour cette procédure,
généralement réalisée a l'aide d'un laxatif et / ou d'un lavement avant le test. Les petits
polypes trouvés au cours de la procédure peuvent étre retirés et testés pour le cancer. Si ces
tests reviennent positifs, une coloscopie sera effectuée.

 Coloscopie: La coloscopie est la meilleure procédure pour vérifier les polypes
colorectaux et le cancer. La coloscopie est une procédure ambulatoire dans laquelle un
médecin utilise une longue portée flexible (appelée coloscope) pour visualiser le rectum et
I'ensemble du c6lon. Pendant la procédure, les polypes peuvent étre retirés et testés pour des
signes de cancer. L'intestin doit étre nettoyé - fait a l'aide d'un laxatif («préparation
intestinale») - avant le début de la procédure. Le patient regoit généralement un sédatif pour
cette procédure et aura besoin d'aide pour rentrer chez lui par la suite a mesure que le sédatif
disparait. Une coloscopie est considérée comme une procedure slre avec peu de risques.

« Lavement baryté a double contraste: Il s'agit d'un examen aux rayons X du colon et
du rectum dans lequel le baryum est administré sous forme de lavement (par le rectum). De
I'air est ensuite insufflé dans le rectum pour dilater le c6lon, produisant un contour du célon
sur une radiographie. Le lavement baryté n'est pas la méthode la plus précise et ne devrait pas
étre la procédure de choix pour le dépistage du cancer colorectal. Il nécessite également une
préparation intestinale.

« CT colonographie (coloscopie virtuelle): dans cette procédure, également appelée
coloscopie CT ou coloscopie virtuelle, une tomodensitométrie (imagerie créée a l'aide de
rayons X) de I'abdomen et du bassin est effectuée aprés avoir bu un colorant de contraste et
gonfler le contraste et l'air dans le rectum. Aucune sédation n'est nécessaire pour ce
test. Comme la coloscopie et le lavement baryté, le célon doit étre nettoyé avant

I'examen. Dans le cas ou un polype est trouvé, une coloscopie doit étre effectuée.
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Chapitre 11: Matériels et Méthodes

11-1 cadre d’étude

Dans ce travail nous allons présenter une étude d’oncogénétique (prédisposition
génétique au cancer) sur une patiente présentant un cancer colique avec antécédents familiaux
suivie a ’EPH de Sidi Ghiles au niveau de la Wilaya de Tipaza. Le diagnoctic et la recherche
des mutations fait intervenir des techniques de biologie moléculaire.L’étude a été faite avecla
collaboration du laboratoirebioMarker solutions Ltd london, sur des échantillons tumoraux
prélevés lors d’une biopsie I’analyse a été faite par séquencage du géne cible qui permet de
déterminer la présence ou I’absence d’une mutation recherchée afin de ciblé une mutation

dans le géne TP53.
11-2 Test :

L'ADN a été extrait de I'échantillon et I'étude a été faite a l'aide du kit de tissus
QiagenQIAmp DNA FFPE.une bibliothéque ciblée a été générée a l'aide du kit lon AmpliSeq
cancer Hotspot panel v2 , et analysé par séquencage de nouvelle génération basé sur des semi-
conducteurs sur un PGM torrentioniqueciblant 25 exons dans les genes BRAF, NRAS,
KRAS, EGFR, PIK3CA,P53 et PTEN.

La méthode ne détecte pas les grandes insertions \ suppressions ou réarrangements et ne

couvre que les régions spécifiees. Couverture a 500 lectures par exon.

L’analyse a une spécificité de 98 % et une sensibilité de 5 %; détecter toutes les

mutations possibles dans les codons ciblés.

Les échantillons sont évalués pour le contenu des cellules néoplasiques par examen
pathologique (van krieken JH, et al.VirchosArch 2013 ;462 :27-37)

11-3 Protocole utilisé :

11-3-1 Kit de tissus QiagenQlAmp DNA FFPE

Le kit QlAamp DNA FFPE Tissue est spécialement con¢u pour purifier 'ADN a
partir de coupes de tissus fixees au formol et incluses en paraffine. Le kit utilise des
conditions de lyse spéciales pour libérer 'ADN des coupes de tissus et pour surmonter
les effets inhibiteurs causés par la réticulation au formol des acides nucléiques. Le Kit

utilise des colonnes de centrifugation QIAampMinElute pour la purification d’ADN de
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haute qualité dans de petits volumes. La purification de I'ADN a l'aide du kit QlAamp
DNA FFPE Tissue peut étre automatisée sur le QlAcubeConnect .

L’utilisation des Kits avancés QlAamp DNA FFPE de nouvelle génération pour une
récupération efficace de I'ADN et I'élimination facultative des artefacts.

11-3-1-1 Principe

Le kit QlAamp DNA FFPE Tissue utilise la technologie QlAampMinElute bien
établie pour la purification de I'ADN génomique et mitochondrial a partir de petits
volumes ou tailles d'échantillons. Le kit combine les propriétés de liaison sélective d'une

membrane a base de silice avec des volumes d'élution flexibles compris entre 20 et 100

ul.

Des conditions de lyse spécialement optimisées permettent a I'ADN génomique
d'étre efficacement purifié a partir de coupes de tissus FFPE sans avoir besoin d'une
incubation d'une nuit. L'incubation a une température élevée apres la digestion par la
protéinase K élimine partiellement la réticulation au formol de I'ADN libéré, améliorant
ainsi le rendement ainsi que les performances de I'ADN dans les dosages en aval. Notez
que I'ADN isolé a partir d'échantillons FFPE est généralement de poids moléculaire
inférieur & I'ADN d'échantillons frais ou congelés. Le degré de fragmentation dépend du
type et de I'age de I'échantillon et des conditions utilisées pour la fixation.

11-3-1 -2 Performance

Le kit QlAamp DNA FFPE Tissue purifie I'ADN qui peut étre utilisé dans un large
éventail d'applications en aval, telles que le génotypage de polymorphisme nucléotidique

simple (SNP) et de répétition en tandem court (STR) et la recherchepharmacogénomique.

L'ADN purifié avec le kit QlAamp DNA FFPE Tissue peut également étre utilisé en
PCR (voir figure " Analyse par PCR d'ADN purifié a partir d'échantillons de tissus
FFPE ™).

11-3-1-3 Procédure

La procédure QlAamp DNA FFPE Tissue comprend 6 étapes : éliminer la
paraffine, lyser, chauffer, lier, laver et éluer. Aprés la lyse de I'échantillon, la procédure
simple QlAamp DNA FFPE Tissue, qui est parfaitement adaptée au traitement simultané

de plusieurs échantillons, produit de 'ADN pur en moins de 30 minutes.
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11-3-1-4 Applications

Le kit QlAamp DNA FFPE Tissue est spécialement congcu pour purifier I'ADN a
partir de tissus inclus en paraffine fixés au formol.
11-3-1-5 Details du produit

Le kit QlAamp DNA FFPE Tissue est spécialement congu pour purifier 'ADN a
partir de coupes de tissus fixées au formol et incluses en paraffine. Le kit utilise des
conditions de lyse spéciales pour libérer I'ADN des coupes de tissus et pour surmonter
les effets inhibiteurs causés par la réticulation au formol des acides nucléiques. Le kit
utilise des colonnes de centrifugation QlAampMinElute pour la purification d'ADN de
haute qualité dans de petits volumes. La purification de I'ADN a l'aide du kit QlAamp
DNA FFPE Tissue peut étre automatisée sur le QlAcubeConnect .

Essayez les kits avancés QlAamp DNA FFPE de nouvelle génération pour une

récupération efficace de I'ADN et I'élimination facultative des artefacts.

11-3-2 Séquencage lon Torrent nouvelle génération

Le séquencage de nouvelle génération (NGS) utilise un séquengage massivement
paralléle pour générer des milliers de mégabases d'informations de séquence par jour, ouvrant
ainsi la porte a de nouvelles études de recherche qui étaient autrefois difficiles a réaliser de
maniere pratique. Alimentée par des puces semi-conductrices, la technologie de séquencage
de nouvelle génération Ion Torrent vous aide a mettre en ceuvre un flux de travail simple et
rapide qui s'adapte a vos besoins de recherche dans de multiples applications, notamment les
maladies héréditaires, I'oncologie, les maladies infectieuses, la génomique de la reproduction,

I'identification humaine, I'agrigénomique et plus encore.

v~ Utilité pour la Recherche contre le cancer

Permettant l'analyse NGS et la découverte de types multi-biomarqueurs (fusions,
insertion/suppressions (indels), variantes de nucléotide unique et variations du nombre de
copies), les tests Oncomine font partie d'un flux de travail de bout en bout qui comprend un
séquencage simple et évolutif avec bioinformatique et rapports—congus pour la recherche sur

le cancer.

« Développement de médicaments et de diagnostics compagnons

« Solutions du répertoire immunitaire
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« Solutions d'immuno-oncologie
« Recherche clinique en biopsie liquide
« Séquencage ciblé pour la recherche en oncologie

11-3-3 Séquencage ciblé de I'ADN

Le séquencage ciblé est une alternative rapide et économique au séquencage du génome
entier. La technologie lon AmpliSeq transforme cette application en permettant aux

chercheurs d'amplifier rapidement et simplement des milliers de cibles en utilisant aussi peu

que 1 ng d'ADN.



https://www.thermofisher.com/dz/en/home/products-and-services/promotions/life-science/next-generation-immuno-oncology-solutions.html
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https://www.thermofisher.com/dz/en/home/life-science/sequencing/next-generation-sequencing/ion-torrent-next-generation-sequencing-workflow/ion-torrent-next-generation-sequencing-select-targets/ampliseq-target-selection.html
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CHAPITRE 111 : Résultats et discussion

111.1 Evaluation clinique :

La patiente prise dans cette étude agée de 36 ans atteinte d’un cancer colique a I’4ge de
31 ans présente une histoire personnelle ou familiale de cancer colique ce qui augmente la
susceptibilité d’avoir une mutation de géne TP53.

Nous avons constaté qu’elle avait une histoire familiale du coté paternel ainsi que du
coté maternel.

Nous avons choisi une patiente présentant un cancer au niveau du colon pour faire le

test oncogénétique originaire de la régionau niveau de la « wilaya de Tipaza ».

111.2 Résultat oncogénétique :

Aprées I’analyse de biologie moléculaire en vue de la recherche des mutations au niveau
des génes nous avons trouvé la présence du variant ¢.35G >T, p.Glyl2Val(G12V), avec
fréquence alléligue 23 % (NM_004985) du gene KRASet la présence du variant
€.844C>T ,p.Arg282Trp(R282W), avec 30% (NM_000314) du gene TP53 .

111.3 Commentaire :

En l'absence de mutation somatique au niveau des codons 12,13,59,61,117 ou 146 des
génes KRAS anti-EGFR (MoAb’s) il a été démontré une efficacité clinique
thérapeutiquecontrairement aux patients présentant des mutations somatiques au niveau de ces

codons qui obtiennent une efficacité clinique limitée.

les mutations de lI'oncogene BRAF sont associées a un mauvais pronostic dans les

cancers colorectaux.

aucune signification clinique n'a été attribuée a une mutation somatique dans les genes
EGFR , PIK3CA , PTEN ou TP53.
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111.4 DISCUSSION :

La prédisposition génétique au(x) cancers(s) correspond a une augmentation du risque
de cancers ou d’un cancer donné d’une personne mesuré par rapport au risque moyen de la
population générale ou plus précisément par rapport aux personnes non porteuses d’un
marqueur génétique donné. Il s’agit de la mesure d’un risque relatif.

La transformation d’une cellule normale en cellule maligne est liée a 1’accumulation
d’altération chromosomiques et géniques, conduisant progressivement la cellule a acquérir un
état dédifférencié et des capacités de prolifération locale et métastasique.

Ces altérations, ou mutations, sont acquises spontanément du fait d’erreurs de
réplication de I’ADN lors de la division cellulaire ou sont induite par des agents mutagenes.
Ces mutations acquises sont des mutations somatiques. On oppose ces mutations aux
mutations constitutionnelles ou germinales présentes dés la conception et dans I’ensemble des
cellules de 1’organisme.

La présentation clinique de la maladie tumorale est d’un apport essentiel pour dépister
une prédisposition génétique sous-jacente. Le premier argument qui conduit a évoquer une
prédisposition génétique au cancer c’est 1’existence de plusieurs histoires familiales.

L’histoire familiale de notre patiente testée est présentée dans 1’arbre généalogique ci-

dessous :

Symboles du
génogramme

Homme  Femme  Décés

Légende des relations familiales

4

o -
patiente concernée atteinte d'un cancer
@©  ratiente concernse colique

Figure 7: Arbre généalogique de la patiente sur laquelle a été faite I’étude.

Cette patiente présente une forte histoire familiale, nous remarquons plusieurs cas de cancer :
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- Coté maternelle :

-Maman de la patiente toujours vivante atteinte d’un cancer du sein a 1’age de 48ans
- Tante maternelle toujours vivante atteinte d’un cancer du sein a 1’age de 49ans

- Coté paternelle :

-oncle paternelle de son pére décédé avec un cancer du colon a 1I’dge de 70 ans.
-oncle de la patiente décédé avec un cancer du colon + cancer de prostate a 1’age de 74ans.
- oncle de la patiente décédé avec un cancer des poumons a I’age de 50 ans.

- oncle de la patiente décéde avec un cancer des poumons a 1’age de 70ans.







Conclusion

Conclusion :

Il ne fait aucun doute que la réactivation et la restauration de la fonction p53 ont un
grand potentiel en tant que nouvelle stratégie thérapeutique dans le CCR. Ainsi qu’il est clair
que le mutant p53 favorise divers événements oncogenes. Neanmoins, les mécanismes
critiques ne sont pas encore complétement compris. Le probléme selon lequel différentes
mutations pourraient affecter la fonction de p53 difféeremment rend les inhibiteurs de petites
molécules ciblant le mutant p53 plus compliqué a évaluer dans un essai clinique. Ce theme
doit étre approfondi. Surtout, la résistance aux traitements et le mauvais pronostic pour les
patients atteints de CCR avec de nouvelles mutations p53 nécessiteront le développement
continu d'un nouvel agent ciblant ces nouvelles mutations. S'appuyant sur les 30 derniéres
années de recherche intensive dans le domaine de la p53, il est maintenant temps de récolter
les fruits de cet ensemble de travaux et de traduire nos connaissances sur p53 en pratique

clinique pour les patients atteint de CCR.
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DOB: 3/1984
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BioMarker Solutions Ltd Patient 1D NR
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ECIV 2NX, London, UK Sample ID # 30GESIV
Northern Europe: Tel. +44 (020) 32901259 Laboratory ID # BMS133260619
Fax. +44 (0845) 5281259 Date Reported: 27/02/2021
Emai fo@biomarkersolutions.com YoNCC
www.biomarkersolutions.com Physician: Dr F Seghier
Reason for request: Treatment decision for mCRC

KRAS G12V Mutation Was Detected
Somatic mutations in codon 12, ¢.35G>T, p.Gly12Val of the KRAS ; and codon 282, ¢.844C>T,
p-Arg282Trp of the TP53 oncogenes were detected in the assayed sample.

Gene Result Allelic Frequency Exons Reference lnterpre’tilllpn«'

KRAS €.35G>T, p.Gly12Val (G12V) 23% 2,3,4 NM 004985  Unlikely clinical efficacy of anti-EGFR

NRAS No mutation detected. NR 2,3,4  NM_002524 MeABin RG]

BRAF No mutation detectecl NR 11, 15 NM_004333 No clinical significance offered.

EGFR No mutation detected. NR 12, 18-21 NM_005228 No clinical significance offered.
PIK3CA No mutation detected. NR 10,14,21  NM_006218 . No clinical significance offered.
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Iiterpretation

In the absence of a somatic mutation at codons 12, 13, 59, 61, 117 or 146 of the KRAS or NRAS genes, anti-EGFR therapeutic (MoAb's)
demonstrate clinical efficacy, patients harboring somatic mutations at these codons obtain limited clinical efficacy with such agents [1-3].
Mutations in the BRAF oncogene are associated with poor prognosis in colorectal cancers. No clinical significance has been attributed
to somatic mutations in the EGFR. PIK3CA, PTEN or TP53 genes [2,3)
This result should be considered in conjunction with all other parameters of the individual in consultation with their treating physician
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DNA was extracted from the sample under investigation using the Qiagen QLAmp DNA FFPE tissue kit
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