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Résumé

Introduction : Le CCR est le troisiéme cancer diagnostiqué a 1’échelle mondiale et une
importante cause de mortalité 1i¢ au cancer. Le syndrome de lynch (LS) est le plus fréquent des
formes héréditaires des CCR. C’est une affection génétique de transmission autosomique
dominante due aux mutations germinales dans les génes de réparation d’ADN MMR (MSH?2,
MLHI, MSH6 et PMS?2). L’immunohistochimie est un outil de dépistage recommandé¢ pour
identifier les patients LS a cause de sa simplicité et sa disponibilité dans les différents

laboratoires d’anatomopathologie.

Objectif : Etude épidémiologique des CCR en Algérie et identification des patients LS par

application de I’immunohistochimie.

Matériels et méthodes : Une étude rétrospective de 2013 a 2016 a été effectuée dans laboratoire
d’anatomie et cytologie pathologique du CPMC d’Alger. Une série qui porte sur 20 cas parmi
858 pateints atteints de CCR a été sélectionnée d’apres les criteres clinique du LS et sur la quelle

une immunohistochimie des protéines MMR a été réalisée.

Résultats : 858 patients avec CCR ont été identifie avec prédominance masculine ( 53%). Un
¢chantillonnage de 20 patients parmi ceux-ci ont subi une immunohistochimie des protéines
MMR, dont I’age moyen est de 40 ans (22 ans-58 ans). 18 (90%) ont montré¢ une perte
d’expression d’une ou plus des protéines MMR et présentent une histoire familiale et/ou

personnelle du cancer du spectre HNPCC.

Conclusion : En Algérie, il existe un manque de données concernant la prévalence de LS chez
les patients atteints de CCR. L’identification des patients atteints de LS est trés importante ce qui
permet d’adapter une thérapie adéquate, une prévention du cancer pour les patients et leur
familles. Ainsi la création de registres du cancer colorectale familiale faciliterons la prise des
personnes atteintes et permettrons d’économiser un cout financier considérable pour le systéme

de santé.

Mots clés : Cancer colorectal, Syndrome de Lynch, Instabilité microsatellitaire, Protéines MMR,

Immunohistochimie.



Abstract

Introduction : The CRC is the third cancer diagnosed globally and a major cause of cancer-
related death. Lynch syndrome (LS) is the most common hereditary form of CRC. It is a genetic
condition of autosomal dominant transmission due to germline mutations in MMR DNA repair
genes (MSH2, MLH1, MSH6 and PMS2).

Immunohistochemistry is a recommended screening tool for identifying LS patients because of

its simplicity and availability in different pathology laboratories.

Objective : Epidemiological study of CRC in Algeria and identification of LS patients by

application of immunohistochemistry.

Materials and Methods: A retrospective study from 2013 to 2016 was carried out in the
laboratory of anatomy and pathological cytology of the CPMC of Algiers. A series of 20 cases
among 858 patients with CRC was selected according to the clinical criteria of LS and on which

immunohistochemistry of the MMR proteins was performed.

Results: 858 patients with CRC were identified with predominantly male (53%). A sample of 20
patients underwent immunohistochemistry of MMR proteins, with an average age of 40 years
(22 years-58 years) .18 (90%) showed a loss of expression of one or more than one MMR

proteins and have a family history and / or personal history of HNPCC spectrum cancer.

Conclusion: In Algeria, there is a lack of data on the prevalence of LS in patients with CRC.
The identification of patients with LS is very important, which allows to adapt an adequate
therapy, a prevention of the cancer for the patients and their families. Thus, the creation of
registers of colorectal cancer family will facilitate the taking of the attracted patients and will

make it possible to save a considerable financial cost for the system of health.

Keywords: Colorectal cancer, Lynch syndrome, Microsatellites instability, MMR proteines,

Immunohistochemistry.
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Chapitre I : Introduction et synthese bibliographique

Introduction
Le cancer colorectal (CCR) est le troisiéme cancer le plus fréquent , et la quatriéme cause de

déces lié au cancer a travers le monde (Yamagishi et al., 2016).

I résulte de l'accumulation progressive d'altérations génétiques et épigénétiques qui
conduisent a la transformation de la muqueuse colique normale en adénocarcinome. Il se
développe de maniere sporadique dans 85% des cas , ou dans le cadre d'un syndrome de
cancer héréditaire (moins de 10%), ou bien dans un contexte d’'une maladie inflammatoire de

l'intestin (Yamagishi et al., 2016).

Le syndrome de Lynch (LS) est le plus fréquent des formes héréditaires et représente 2% a
5% des CCR. C’est une affection génétique de transmission autosomique dominante due aux
mutations germinales dans les génes de réparation d’ADN MMR (MSH2, MLHI, MSH6 et
PMS?2).

Le dépistage universel du cancer colorectal en utilisant 1'immunohistochimie (IHC) pour les
protéines MMR est préconisé¢ par les principales organisations médicales professionnelles,
car elle est considérée comme une méthode simple et rentable pour identifier les patients
atteints de LS.

Dans ce cadre , nous avons effectué une étude rétrospective de 2013 a 2016 au niveau du
laboratoire d’ Anatomie et Cytologie Pathologique du CPMC d’Alger .

L’étude a pour objectifs :

» Etude épidémiologique des cancers colorectaux au niveau du CPMC.
» Identification des familles algériennes atteintes d’un syndrome de Lynch.
» Application de la méthode d’immunohistochimie sur les protéines MMR pour le

diagnostic des patients atteints d’un syndrome de Lynch .
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1 — Rappel sur les cancers

1 -1. Définition

Le cancer est I'émergence d'un clone cellulaire qui prolifére, envahit, métastase malgré les
différents niveaux de controle de 1'organisme. Ceci n'est possible que par 1'accumulation de
nombreuses anomalies génétiques, suivant différentes voies de cancérogenese (Ferron et al.,
2005). Les genes touchés par ces anomalies sont nombreux et sont impliqués dans les
processus fondamentaux de la vie cellulaire. On peut distinguer trois types: les proto-

oncogenes, les geénes suppresseurs de tumeurs et les génes de réparation de I’ADN.

Selon Hanahan et Weinberg, au cours de la transformation maligne les cellules cancéreuses
acquierent une succession de onze caractéristiques leurs permettant de s’échapper au controle

cellulaire (Hanahan et al.,2011).
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Figure 1. Les principaux caractéristiques de la cellule cancéreuse (Hanahan et a/.,2011)
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1 — 2. Anatomie du colon

Le colon est la derniere partie de 1’intestin, allant de la fin de I’intestin gréle jusqu’au rectum
et aboutissant a ’orifice anal. Il débute ainsi dans la fosse iliaque droite et fait le tour de la
cavité¢ abdominale, constituant ainsi le cadre colique qui se termine au niveau du rectum. Sa
longueur est en moyenne de 1.5 métres mais elle varie d’un individu a I’autre. Son diametre
est large et il diminue progressivement de la droite vers la gauche.

C’est au niveau du colon que se produit I’ultime digestion des nutriments notamment grace a
la microflore colique. Le colon représente ainsi le site principal d’absorption d’eau et
d’¢lectrolytes du systéme digestif (Schepers et al.,2012).

Morphologiquement il est organisé en différents segments : le caecum, le colon ascendant, le

colon transverse, le colon descendant, et le sigmoide.

Colon
transverse

Angle
gauche

ascendant

Tansverss =

colon Calon

droit descendant
Jonction recto- .
sigmoidienna Colon

gauche
Casecurm

Appendice . = - Sigmwoide

Rectum

Figure 2. Anatomie du colon (Schepers et al.,2012)

1.3 Histologie de I’épithélium colique

L'épithélium du colon est fagonné dans une surface et dans les cryptes, et est congu pour
digérer efficacement, absorber les contenus alimentaires et créer une barriére contre les micro-
organismes envahisseurs. Pour cela , un renouvellement trés efficace et rapide de 1'épithélium
est présent dans les intestins en fonction des cellules souches (Schepers et al.,2012).

La paroi colique est composée de quatre couches (Atlas d’Histologie humaine et animale) :
La muqueuse : comporte un épithélium de revétement a majorité de cellules caliciformes qui
s’invagine dans la muqueuse en cryptes de Lieberkiihn. Le chorion est riche en tissu

lymphoide.
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la sous-muqueuse :composée de tissu conjonctif vascularisé, et de réseau de nerfs
sympathiques.
La musculeuse : elle comprend une couche circulaire interne et une couche longitudinale

externe, constituées de cellules musculaires lisses.

La séreuse :est infiltrée de tissu adipeux. Elle présente toutefois par endroits des adhérences

qui réalisent des zones adventitielles

La
muguense

La sous-
mulguense

La musculeuse

La séreuse

Figure 3. Histologie de I’épithélium colique (Atlas d’Histologie humaine et animale)
2. Epidémiologie des cancers colorectaux

2.1. Epidémiologie des cancers colorectaux dans le monde
Le cancer colorectal est le troisieme cancer le plus fréquent chez les hommes et le deuxiéme

cancer le plus courant chez les femmes dans le monde.

En 2012, a travers le monde, il a été estimé qu'il y avait eu 746 000 nouveaux cas chez les
hommes (10,0% de tous les cas de cancer chez les hommes) et 614 000 nouveaux cas chez les
femmes (9,2% de tous les cas de cancer chez les femmes). Prés de 55% de ces cas se

produisent dans les pays développés. Les taux d'incidence standard les plus €levés estimés en
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2012 (pour 100 000 habitants) sont en Australie et en Nouvelle-Zélande (44,8 et 32,2 cas chez
les hommes et les femmes, respectivement). Les taux les plus faibles sont en Afrique de

'Ouest (4,5 et 3,8 cas chez les hommes et les femmes , respectivement) (GLOBOCAN 2012).

Figure 4. Incidence de cancer colorectal en fonction de 1'age dans le monde en 2012

(GLOBOCAN 2012)

2.2. Epidémiologie des cancers colorectaux en Algérie

En Algérie, le profil épidémiologique des cancers en 2013, était marqué par le taux élevé
d’incidence du cancer colorectal chez I’homme qui a précédé celui du cancer du poumon,
avec une incidence de 23.4 nouveaux cas pour 100.000 hommes. Chez la femme, le cancer
du sein est le cancer le plus répandu, suivit par le cancer colorectal avec une incidence

estimée de 20 nouveaux cas pour 100.000 femmes (Registre des tumeurs d’Alger 2013).
2.3. Les cancers colorectaux sporadiques et héréditaires

Le cancer colorectal, résulte d'une interaction des facteurs génétiques et environnementaux. Il
peut étre subdivisé en trois catégories : sporadique, familiale et héréditaire (Schneider et al.,
2012).

Le CCR sporadique, qui représente environ 70% de tous les CRC, provient de mutations

somatiques acquises au fil du temps et est donc associé a un age plus avancé.
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Environ 10 a 30% de tous les CCR sont classés comme familiaux. Les polymorphismes et la
faible pénétrance des loci associés a un risque accru de CCR ont été identifiés par une
association génétique et des études de population chez ces patients .

Ces facteurs de risque génétiques combinés a des facteurs environnementaux conduisent a un
risque accru de CCR observé dans des familles particulicres.

La troisieme catégorie de CCR est héréditaire. Elle est estimée a environ 5% de tous les CCR
et se caractérise par des mutations germinales transmises selon un mode mendélien. Les
principaux syndromes de prédisposition aux cancers du colon sont le syndrome de Lynch

(LS), et la Polypose Adénomateuse Familiale (FAP) (Randall W. Burt.2000).

Sporadic Cases

Cases with Familial
Fisk
105 10 30%

Lynch Syndrome
{Hereditary
Nonpolypasis
T télorectil Cancer)
2% o 3%

Hamartomatous
Polyposis Syndromes Famlllaguié?::;::;nntws
<01% <t

Figure 5 . Les différents types du cancer colorectal (Randall W. Burt.2000)

3. Le syndrome de Lynch

3.1 Définition du syndrome de Lynch
Le syndrome de Lynch (LS) est une affection génétique de transmission autosomique
dominante.( Bailey et al.,1986), due a une mutation germinale dans I'un des geénes de

réparation de 'ADN (MMR) comme : MLH1, PMS2, MSH2 et MSH6 ( Strand et al.,1993).

Toute fois un trés petit sous-ensemble de patients atteints du syndrome de Lynch se

caractérise par la présence d’ épimutations constitutionnelles du géne MLHI . Ceux-ci sont
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caractérisés par la méthylation du promoteur et la répression transcriptionnelle. ils sont
considérés comme un mécanisme €tiologique alternatif pour le développement du HNPCC

(Gazzoli et al., 2002).

Le syndrome de Lynch se caractérise par plusieurs critéres cliniques et

anatomopathologiques :

Un risque accru de cancers extracoloniques , dont le cancer de I'endometre, I'estomac,
l'intestin gréle, les ovaires, les voies urinaires , le cerveau (glioblastome multiforme dans le
variant Turcot) et la peau (tumeurs sébacées dans le Muir- Torre) (Lynch et al.,1971). Un
développement du cancer a un age précoce (age moyen de 45 ans).

Le développement tumorale se situe dans la partie proximale plutot que distal du colon , avec
des caractéristiques histologiques et une susceptibilité a la multiplicité (Tumeurs synchrones
et métachrones). Ces tumeurs sont marquées par une instabilité des microsatellites (MSI)

dans environs 90% des cas (Vasen et al.,1999).

1.1 La carcinogénese colique dans le syndrome de Lynch

L’identification de différentes voies moléculaires de la carcinogenése colorectale a démontré
la nature hétérogéne des CCR. Le premier modele a été proposé par Fearon et Vogelstein en
1990, «la séquence adénome -carcinome » qui se base sur des corrélations établies entre les
stades histologique et morphologique des lésions pré-néoplasiques et néoplasiques et les
altérations génétiques associées (Fearon et al., 1990).

Au cours des deux dernieres décennies, deux découvertes moléculaires importantes ont été
réalisées: premicrement, la découverte de l'instabilité des microsatellites (MSI) causée par la
déficience des geénes de réparation (MMR). Deuxieémement, le role de 1'épigénétique, en
particulier l'hyperméthylation dans la répression de la fonction des genes.
Cette méthylation concordante des di-nucléotides CG dans la région promotrice de plusieurs

genes est appelée le phénotype méthylateur des 1lots CpG (CIMP) ( Jass JR.2007).

Une classification du CCR en fonction de la présence de MSI et CIMP était Suggéré par
Jeremy Jass ((Jass JR.2007). Elle décrit cinq Sous-types moléculaires, chacun avec un profil

moléculaire et des caractéristiques clinico-pathologiques différents :

1. CIMP ¢élevé / MSI ¢élevé (12% de la CCR); provient d'adénomes dentés et se

caractérise par une mutation BRAF et une méthylation MLHI.




Chapitre I : Introduction et synthese bibliographique

2. CIMP éleve / MSI faible ou microsatellite stable (8%); provient d'adénomes dentés et
se caractérise par une mutation BRAF et une méthylation de multiples genes.

3. CIMP faible / MSI faible ou microsatellite stable (20%); provient d'un adénome
tubulovilleux ou d'un adénome denté et est caractéris€é par une instabilité
chromosomique (CIN), une mutation K-ras et une méthylation de MGMT.

4. CIMP négatif / microsatellite stable (57%); provient d'un adénome traditionnel et se
caractérise par un CIN.

5. Cancer colorectal héréditaire sans polypose (HNPCC); CIMP négatif / MSI élevé;
Négatif pour les mutations BRAF

La voie MSI

Les tumeurs associé¢es au HNPCC montrent presque toujours l'instabilité des microsatellites
(MSI), comme une conséquence directe d’une altération de 1'activité du systeéme de réparation
(Tannergard et al.,1997). Car c’est le reflet de l'incapacité du systtme MMR a corriger les
erreurs qui se produisent au cours de la réplication d’ADN, comme les mésappariements de
base, le glissement des brins d’ADN. Ceci conduit a la formation de boucles d’ insertions/
délétions

( Bellizzi et al.,2009), ce qui se traduisent par des modifications dans la longueur des
microsatellites conduisant au profile MSI ( Thibodeau et al.,1993) .

Les tumeurs de phénotype MSI ont un meilleur pronostic, ont une morphologie assez
caractéristique, car ils sont situés dans le colon droit, sont peu différenciées, d'histologie
mucineuse ou médullaire et présentent un infiltrat typiquement lymphocytaire (Tougeron et

al.;2013) .
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Figure 6.Mécanisme de ’instabilité des microsatellites ( Soreide et al.,2006)

1.2 Identification des patients atteints du syndrome de Lynch

Les critéres d’identification dits d’ Amsterdam permettent de détecter les individus présentant
un risque accru de développer un cancer a un age précoce. Les critéres d’Amsterdam I
définissaient cliniquement le LS mais ils ne tenaient compte que des CCR (Tableau I). En
1998, les criteres d’Amsterdam II (Tableau I) prennent également en compte d’autres
localisations tumorales (endometre, intestin gréle, voies urinaires) (Vasen et al., 1999). Ces
critetres d’Amsterdam sont trés spécifiques mais peu sensibles, d’ou la nécessité d’une
révision qui a conduit aux critéres de Bethesda (Rodriguez-Bigas et al., 1997) eux-mémes

réévalués en 2002 (Tableau II). Ils ont été définis afin de sélectionner les cas les plus

susceptibles de présenter une MSI.
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Tableau I . Les critéres d’ Amsterdam

Criteres d’Amsterdam |

1.

2.
3,
4,

Au moins trois (03) membres de la famille atteints du CCR confirmé
histologiquement, dont un (01) est un parent du premier degré des deux autres .
La polypose familiale est exclue.

Les membres sont répartis sur au moins deux (02) générations successives.

Au moins un des membres est diagnostiqué avant 1’age de 50 ans.

Critéres d’ Amsterdam 11

1.

Au moins trois (03) membres de la famille atteints d’un cancer du spectre de HNPCC
(colon, endométre, intestin gréle, voies urinaires) confirmé histologiquement, dont un
(01) est un parent du premier degré des deux autres.

La polypose familiale est exclue.

Les membres sont répartis sur au moins deux (02) générations successives.

Au moins un membre est diagnostiqué avant I’age de 50 ans.

Tableau II . Lignes directrices révisées de Bethesda

CCR diagnostiqué avant I’age de 50 ans.

CCR synchrone ou métachrone, ou autre tumeur du spectre HNPCC .

CCR avec caractéristiques anatomopathologiques évocatrices de phénotype MSI-H
diagnostiqué avant I’age de 60 ans.

CCR ou CCR avec au moins un parent du premier degré présentant une tumeur du
spectre HNPCC diagnostiqué avant I’age de 50 ans.

CCR ou CCR avec au moins deux parents du premier degré ou deuxieme degré

présentant une tumeur du spectre HNPCC indépendamment de 1’age de survenue.

10
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3.4 Variantes du syndrome de Lynch
Le syndrome de Lynch englobe un spectre de formes qui ont un chevauchement phénotypique
significatif. La présence d’un profil MSI et /ou I'absence d'expression des protéines MMR
constitue la base pour différencier entre ces formes de CCR familiale associés au syndrome

de Lynch (Carethers et al., 2015).

Les CCR caractérisés par un profil MSI incluent le syndrome de Lynch caractérisé par des
mutations germinales dans les génes MMR. Le syndrome de Lynch-like qui résulte des
mutations somatiques bialleliques des génes MMR , ainsi que le syndrome de déficience
constitutionnelle de MMR (CMMRD) qui est une affection rare dans laquelle des mutations
germinales bialléliques sur les génes MMR prédisposent au développement de multiples
cancers pédiatriques. Et enfin les CCR sporadique avec MSI associés a 1I’hyperméthylation
biallélique somatique du géne MLHI.

D’autre part, des formes de HNPCC avec un systtme MMR intact associés aux CCR familial
comprennent, le Syndrome de polypose associé a la correction de polymérase (PPAP). C’est
une affection rare de transmission autosomique dominante résultant des mutations germinales
affectant le domaine exonucléase des génes POLE ou POLDI codants pour I’ADN
polymerase € et I’ADN polymerase 6 respectivement.

Le cancer colorectal familial de type X est une autre forme dont 1’étiologie génétique est
inconnue. Il désigne des familles qui répondent aux critéres d'Amsterdam mais dont les
tumeurs ne présentent pas de MSI et pas de mutations germinales sur les génes MMR.
Cependant d’autres geénes ont ¢été¢ identifi¢é comme étant la cause de ce syndrome,
principalement le gene RPS20 codant pour une protéine de maturation de I’ARNr

(Carethers et al., 2015).

11
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4. Génétique moléculaire du syndrome de Lynch
4.1 Structure des génes MMR
4.1.1Structure du géne MLH I (human mutL homolog 1)

Le géne MLHI humain se compose de 19 exons couvrant une région de 57360 pb. Il est

localisé sur le chromosome 3 en position p.22.2 . Les régions de 1 a 7 contiennent des régions

hautement conservée.

ATG

na0i10i30 I0Ca0AiR0AE

6a 116 91 T4 T3 92 43 113 94 154 arT. 19 64 165 93 114 168 193
29585 45 22T 25161750 2914 148 232 2041 27100 5173 2776 11253 1973 5187 B33 MM lids

Figure 7. Diagramme du géne MLH]

(Atlas of genetics and cytogenetics in oncology and haematology)

4.1.2Structure du gene MSH?2 (human mutS homolog 2)

Le géne MSH2 humain se compose de 16 exons couvrant une région de 80098 pb. Il est

localisé dans le chromosome 3 en position p 21.

op
n w 13 14 15 16

[@DD]DDDDDHDD]E

M7 15 134 X0 10 j24 151 W8 26 05 e 16 1Tl Im2

LTIV

98 1538 D41 1708 IBTT 13312 15606 17373 3503 4156 Be2 10 1700 UTé 1907

Figure 8 : Diagramme du gene MSH?2

(Atlas of genetics and cytogenetics in oncology and haematology)
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4.1.3 Structure du gene MSH6(mutS homolog 6 (E. Coli))
Le gene MSH6 se compose de 10 exons , les tailles étant 347, 197, 170, 2545, 266, 119, 89,
155, 200 et 176 bps. I est localisé dans le chromosome 2 en position p16.

A rBELTI GTER 505

»> -

4 1
1 2 3 4 5 67 @0

Figure 9 : Diagramme du géne MSH6
(Atlas of genetics and cytogenetics in oncology and haematology)
4.2 Structure des protéines MLH1, MSH2 et MSH6

4.2.1 Structure de la protéine MLH1

La protéine MLHI1 fait partie du systtme MMR et forme un hétérodimére avec PMS2 connu
sous le nom de MutL, bien qu'il puisse également se lier & PMS1 ou MLH3. Ce complexe
hétérodimere se lie aux hétéroduplexes MutSa (composés de MSH2 et MSH6) ou de MutSb
(composés de MSH2 et MSH), qui reconnaissent les 1ésions d'ADN. L'hétérodimere formé par
MLHI1 est responsable du recrutement des protéines nécessaires a la synthése de 1'excision et

de la réparation. (Warren et al.,2007)

MLH1 protein (756 aa ; B4.6 kDa)

PRIS2MLHS
inberachcn dofriain ey
L% - +

EX interaction domaln LTH motif

H-1er

Figure 10 : Représentation des domaines fonctionnels de la protéine MLH 1

(http://www.umd.be/MLH1/)
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4.2.2Structure de la protéine MSH2

La protéine MSH?2 fait partie du syst¢tme MMR. Elle contient un domaine de liaison a 'ADN
et deux domaines d'interaction, I'un pour MSH6 ou MSH3 pour former les complexes MutS
alpha ou MutS beta respectivement. Alors que le complexe MutS alpha se lie aux erreurs de
base et aux erreurs par insertion-délétion , MutS beta se lie uniquement a des erreurs
d'insertion-deletion, et l'autre pour les homologues MutL. (MLH1 et PMS2), dont
I’association permet le recrutement des protéines nécessaires a 1'excision et a la réparation de

I'"ADN.

MSH2 protein (934 aa ; 104.7 kDa)

MutL homelogs
pemion] |

H-ml _

Figure 11 : Représentation des domaines fonctionnels de la protéine MSH2

(http://www.umd.be/MSH?2/)

4.2.3 Structure de la protéine MSH6
La protéine MSH6 est impliquée dans le processus de réparation par correspondance apres la
réplication de ’ADN. MSH6 peut se lier a MSH2 pour former le complexe MutSa. Ce
complexe fonctionne dans 1’étape dans I’étape de la reconnaissance de la réparation de

décalage de bases, ou des erreurs d’insertions/délétion .

MSHE protein (1360 aa ; 153 kDa)

PCNA binding ATP kinding
matif modif

Pt

Figure 12 : Représentation des domaines fonctionnels de la protéine MSH6

(http://www.umd.be/MSH6/)
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4.3 Role des protéines MMR

Les protéines de réparation (MMR) jouent un rdle crucial dans le maintien de I’intégrité du
génome. C’est un systéme hautement conservé au cours de I’évolution. Impliqué dans la
réparation des mésappariements produit lors de la réplication de I’ADN, la recombinaison, la
réparation des cassures de double brin d’ADN, I’apoptose ainsi que la réparation des

dommages de nature physique ou chimique ( Richman 2015).

Voie de réparation des mésappariements :

Les erreurs au niveau des nucléotides se produisent lorsque I'ADN polymérase insére des
bases qui ne sont pas a leurs places dans ' ADN nouvellement synthétisé.

Le systéme de réparation des mésappariements d'ADN fonctionne comme un «correcteur
d'orthographe» qui identifie et corrige les paires de bases non correspondantes dans 'ADN
(K. So” reide et al., 2006). Les mécanismes de réparation chez les eucaryotes comportent six

¢étapes :

1. Le mésappariement est reconnu par hétéro dimeres de la famille MutSa (MSH2-
MSHS6). 1l reconnait préférentiellement et se lie a des décalages de paires de bases
simples. MutSa libre interagit avec I'ADN sur le site d'un décalage, échange ADP pour
ATP, et forme une pince coulissante autour de I'ADN. Alternativement, la paire
MSH2-MSH3 (appelée MutS B) reconnait préférentiellement des erreurs plus grandes
( Boland et al., 2008).

2. MutSa change de conformation, ce qui permet le recrutement de Mutl (MLHI-
PMS?2) sur le site de réparation. Cet hétérodimere posséde une activité endonucléase,
qui lui permet d’ interagit avec le complexe MutS.

3. MutL a coupe au niveau de I’extrémité 3’ ou 5’ des mésappariements.

4. EXOL1 excise le segment d'ADN mal adapté par son activité exonucléase 3' a 5' et la
protéine de liaison a I’ADN monocaténaire RPA lie 'ADN monocaténaire lorsqu'il est

expos¢ par EXOI.

5. L'ADN polymérase 6 résynthétise le brin d'ADN.

6. I’ADN ligase I permet la ligature de la coupure a la fin. (William B. Coleman.,Gregory
J. Tsongalis. 2017)

15
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Figure 13. Mécanisme de réparation des mésappariements chez I’homme (Erie et al.,2014)

5. Diagnostic biologique du syndrome de Lynch
5.1 Analyse immunohistochimique sur tissu tumoral

L’immunohistochimie (IHC) est un outil de diagnostic simple et rapide utilisé lorsqu’un
HNPCC est soupgonné, en identifiant spécifiquement le géne MMR inactivé. L’avantage de
son utilisation est sa capacité a diriger ensuite le test génétique ( Lynch et al.,2003).
L'THC est disponible dans la majorité des laboratoires de pathologie anatomique, d’ou des
anticorps des quatre protéines impliquées dans le LS sont commercialement disponibles.
Un résultat anormal est 'absence compléte d’un marquage nucléaire pour une ou plusieurs
des protéines dans la tumeur. Ces protéines sont normalement exprimées dans les tissus non
néoplasiques, les tissus stromal , les lymphocytes et les cryptes non-néoplastiques qui servent

de témoins internes positif ( Bellizzi et al., 2009).
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Cependant , il a été noté¢ qu’il existe une variabilité des résultats de coloration de I’'IHC, dont
elle est partagée sur trois catégories. Premi¢rement, un type démontre une coloration
ininterprétable a cause d’absence de coloration définitive positive dans les cellules normale
sur le méme échantillon.
Deuxiémement, il existe des tumeurs qui présentent une hétérogénéité de coloration, ou une
coloration faible ou bien focale. Toutefois ces tumeurs sont connues pour avoir une
expression protéique intacte.
Troisiémement, un marquage cytoplasmique ou membranaire aberrant, mais la fréquence
exacte de I'hétérogénéité de cette coloration est inconnue (Shia et al.,2004).
5.1.1 Les facteurs influencant I’immunohistochimie
La technique d’IHC peut-étre influencée par divers facteurs biologiques ainsi que techniques.
e Les facteurs biologiques: qui affectent 1’expression des géne MMR. Dans un
contexte héréditaire , le premier facteur est le fait que les différentes mutations
touchant les génes MMR ont des effets différents sur I’expression des protéines (Shia
et al.,2004).
Ces mutations touchent le plus souvent les génes MLHI et MSH2, d’ou il en résulte une
protéine non fonctionnelle des mutations de MSH?2 et par conséquent les CCR développés
chez les individus porteurs de ces mutations présentent une perte d’expression de la protéine
MSH2 par IHC. Cependant , environ la moiti¢ des mutations affectant le géne MLHI sont des
mutations faux-sens , ce qui entraine habituellement des protéines mutantes qui sont
catalytiquement inactives mais antigéniquement intactes. Ceci peut expliquer I’hétérogénéité ,
la faible ou focale coloration observée dans certains cas (Shia et al.,2004).
Toutefois , dans les CCR sporadiques de phénotype MSI résultant de 1’ hyperméthylation de
promoteur du gene MLH ], il en résulte une répression totale du géne entrainant une perte
d’expression protéique par IHC (Shia et al.,2004) .
Enfin, les interactions entre les protéines MMR peuvent également affecter la sensibilité de
I'THC dans la détection de 1’expression des protéines.
e Les facteurs techniques : il est trés important de maitriser le protocole technique de
I’THC afin d’obtenir une coloration réussie.
Un point cl¢ dans le protocole associé a une coloration réussie est une étape de récupération
d'antigéne impliquant un traitement thermique et un tampon d'éthyléne diaminetétraacétate ou
de citrate .Il convient de noter que la récupération d'antigene peut étre techniquement moins
fiable pour les blocs de tissus plus anciens, comme l'ont souligné certains études (Chaves P et

al.,2000). Un clone d'anticorps est un composant important pour la validation de la
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technique. De plus, un échantillonnage adéquat des tissus joue un role crucial dans la qualité
de coloration, ainsi que les variabilités liées aux techniques de fixation.

Des échantillons de tissus discordants, tels que des tissus frais ou congelés pour un test MSI
et les blocs de paraffines de différentes zones tumorales pour I’'IHC, ont conduit a des

résultats discordants dans certains cas.

5.2 Génotypage tumoral et statut MSI
Le test MSI était le premier test utilisé dans le but d'identifier des tumeurs prédictives d'une
mutation des génes MMR (Lynch et al., 2009).
De nombreux microsatellites ont été étudiés dans le but d'identifier les tumeurs MSI. Selon le
type (mono-, di- ou trinucléotide) et le nombre de microsatellites analysés.
Cinq marqueurs microsatellites ont été utilisés comme étant un panel initial , trois répétitions
dinucléotidiques (D2S123, D5S346 et D17S250) et deux répétitions mononucléotidiques
(BAT26 et BAT25). Les tumeurs présentant une instabilité de deux ou plus de ces marqueurs
ont été définies comme étant MSI-H, tandis que celles qui ont une instabilité¢ d’un seul ont été
définies comme des tumeurs MSI-L et qui ne montrent aucune instabilité ont été identifiés
comme des tumeurs microsatellites stables (MSS).
Il existe en fait une preuve de mauvaise classification des tumeurs MSI-H en utilisant un
grand nombre de répétitions dinucléotidiques. Ces répétions sont trés polymorphes, certaines
tumeurs primaires MSI avec déficit de MMR causé par une mutation hMSH6 ne montrent pas
d'altération dans les répétitions de dinucléotides. Donc un panel de cinq répétitions
mononucléotidiques quasi monomorphes (BAT25, BAT26, NR-21, NR-22 et NR-24) a été
utilisé .
Dans la grande majorité des tumeurs, 1'analyse des répétitions mononucléotidiques BAT-25 et
BAT-26 est suffisante pour établir 1’é¢tat MSI-H sans référence a I'ADN germinal, car ces
marqueurs sont quasi-monomorphes dans la plupart des populations caucasiennes. Cependant,
les alleles BAT-25 et BAT-26 de taille alternée ont été identifiés respectivement chez 18,4%
et 12,6% de population Afro-Américains. Ainsi, un petit pourcentage a été identifié chez des
personnes de race blanche. Pour ces raisons, BAT-25 et BAT-26 seules sont insuffisantes
pour le dépistage de MSI-H dans toutes les populations. Si le polymorphisme est suspecté, des
marqueurs supplémentaires sont nécessaires pour classer sans ambiguité les tumeurs comme

MSI-H ( Suraweera et al.,2002).
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La recherche peut étre effectuée a partir de tissu tumoral congelé ou fixé et inclus dans la
paraffine. L'analyse est réalisée a partir de I'ADN extrait du tissu tumoral. Il est possible
d'effectuer 1'analyse en paralléle de 'ADN extrait du tissu sain ou des lymphocytes du sang
périphérique.

L'amplification des marqueurs testés est généralement simultanée. Nous parlons de multiplex
PCR. L'¢tude des produits d'amplification s'effectue par une électrophorese capillaire réalisée
sur un séquenceur qui permet une discrimination des nucléotides . Dans le cas d'une approche
multiplex, chaque marqueur est marqué d'un fluorophore différent, ce qui permet de les
distinguer (Bruno et al., 2011).

De plus, pour définir correctement I'état des microsatellites pour chaque cas, il est nécessaire
d'évaluer la forme de I'électropherogramme de chaque locus (Laura et al.,2017).

Les profils obtenus correspondent, pour chaque marqueur, a plusieurs pics autour d'un pic
principal. Ce dernier se caractérise par la plus forte intensité, qui permet d'évaluer la taille du
marqueur. L'instabilité est définie pour un marqueur donné par la présence de deux pics

principaux ou méme deux groupes de pics bien séparés

ADN

Constitutionnel

ADN
Tumoral

!

~HI1 BATIE AT Sz

Figure 14. Mise en évidence d’une MSI (Bruno et al., 2011)
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5.5 Stratégie de diagnostic du Syndrome de Lynch

Suspicion d un HNPCC, présence de critéres cliniqus da
dépistage
{critéras d" Amsterdam/Bathesda)

Tasta MSI ——+  TastaIHC

|
- . J ]
MNormal MSI-H Extinction
T H1 MSH2/MSHS

Aucun tests supplémentaire Séquengage MSH2 , MSH6
{Sangser ou NGS)

Probabilité de CCE sporadiqua

Figure 15. Algorithme de teste de syndrome de Lynch (Francis et al.,2014)
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6. thérapeutique

6 .1. Chimiothérapie

La perte d’activité des protéines MMR dans les CCR de phénotype MSI rendent les tumeurs
relativement résistantes aux effets des agents chimiothérapeutiques, y compris le cisplatine et
le 5-fluorouracile (5-Fu).

En 2003, Ribic et al ont effectué une étude chez 570 patients atteints de CCR . parmi ces
patients 95 ont montré un profil MSI-H , une localisation tumorale proximale, et un grade
histologique avancé. Ces derniers présentent une meilleur survie sans traitement
chimiothérapique .

Donc les patients atteints de CCR de phénotype MSI-H ont un taux de survie plus élevé et de
meilleur pronostic, s’ils ne recevaient pas de chimiothérapie. Le bénéfice du traitement
différait de maniére significative selon le statu MSI .

La chimiothérapie adjuvante avec 5-FU, améliore la survie globale seulement chez les
Patients atteints de CCR de phénotype MSS (Devaud et al., 2013).

Les CCR avec MSI contiennent beaucoup plus de lymphocytes infiltrant les tumeurs, et il a
¢té proposé que cette réponse immunitaire vigoureuse soit responsable de limiter la

propagation de ces tumeurs (Boland et al., 2013).

6 .2. Chirurgie prophylactique

La survenue d’un cancer colique chez un sujet porteur d’'un LS conduit a poser une indication
chirurgicale. Une Colectomie subtotale doit étre effectuée par opposition a une
hémicolectomie ou a une résection segmentaire car il existe un risque de 45% pour un

deuxiéme ou troisiéme cancer primaire du colon sur dix ans.

En raison de la distribution proximale de CCR, des recommandations aux sujets a risque de
commencer un programme de coloscopie de dépistage a partir de 20 a 25 ans, et de répéter
cette procédure de un a deux ans jusqu'a I'age de 35 ans et chaque année par la suite (Lynch

et al., 1997).
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1. Matériels

1.1 .Patients
Le but du présent travail est d’identifier les patients atteints d’un syndrome de Lynch en
utilisant I’immunohistochimie. Pour cela nous avons effectué¢ une étude rétrospective des
fiches des tumeurs de 2013 au 2016 au niveau du Laboratoire d’Anatomie et Cytologie
Pathologique de professeur TERKLN du Centre Pierre et Marie Curie spécialisé en
cancérologie d’Alger (CPMC).
Il s’agit d’une étude s’étendant du 1 Février au juillet 2017 , et réalisée sur 20 patients agés
moins de 50ans, originaires de diverses wilayas de notre pays. Les patients sont suivis dans
les services de chirurgie générale du CPMC du professeur BENTABAK et celui de son
annexe Claude Débussy du professeur DJENNAOUI d’Alger.

Le recrutement des patients et leurs parents de premier degré atteints de LS a été déterminé a
partir de I’étude rétrospective de leurs dossiers médicaux ainsi qu’un interrogatoire précis qui
a permis d’évaluer I’informativité¢ des familles. La sélection des familles s’est articulé autour
de trois critéres principaux :

- L’age du diagnostic doit étre inférieure a 50 ans.

- Présence d’une histoire familiale ou personnelle de CCR.

- Localisation de la tumeur.

1.2 .Matériel biologique
Le matériel biologique utilisé pour réaliser I’'THC sont les blocs de paraffine qui contiennent
des échantillons tumoraux fixés au formol. Les échantillons proviennent de patients opérés

d’un cancer du colon ou des biopsies.

2.M¢éthodes

2.1 . Etude épidémiologique

Apres collecte des données médicales des patients sur Excel : Code, sexe, age, stade TNM,
localisation tumorale), nous avons tracé des courbes et des histogrammes en fonction des

différents parametres.
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2.2. Pédigrées

En plus de ’age, I’anamnese familiale est un procédé trés important qui permet d’établir un
pédigrée complet et informatif sur le patient et ses antécédents familiaux (au-moins trois
générations). Elle permet de dénombrer les parents affectés, de déterminer leur degré de
parenté¢ (entre eux et par rapport au as index),l’dge auquel ils ont été diagnostiqués et
I’éventuelle présence de cancers associés. Ceci permet de suivre le parcours de la
transmission de la maladie et d’évaluer le concept de prédisposition héréditaire au LS dans
chacune des familles étudiées. A 1’issue du questionnaire familial, un arbre généalogique est

tracé pour chaque famille.

2.3.Immunohistochimie
L’THC consiste a mettre en évidence divers antigénes (Ag) cellulaires, ou extracellulaires,
grace a des anticorps (Ac) spécifiques. Ces Ag peuvent étre membranaires, cytoplasmiques

ou nucléaires, ou des protéines de la matrice extracellulaire.

Dans notre travail, les protéines recherchées sont les protéines de réparation des

mésappariements de d’ADN (MLH1,MSH2,MSH6).

L’IHC était réalisé sur des sections de tissus fixés au formol et inclus dans la paraffine. Ces
sections ont subi :
e Un processus de déparaffinage dans 1’étuve a une température de 40°c.
e Réhydratation :
-Trois bains de xyléne (5 minutes pour chacun) .
-Trois bains d’alcool d’ordre décroissant (5 minutes pour chaque bain) .
-Un lavage avec de I’eau distillée.
e Un prétraitement :
-Démasquage des sites antigéniques par une solution TRS (dilution de 2%) pH= 9 pendant
40 minutes dans un bain marie a une température de 96°c.
- Refroidissement sur palliasse pendant 20 minutes.
-Ringage avec de I’eau distillée et délimitation du tissu a I’aide d’un marqueur hydrophobe.
- Blocage de l'activité du peroxyde endogene a été effectué par incubation avec 3% de H202
pendant Sminutes. Ensuite un ringage avec de 1’eau distillée et avec 2% de PBS est réalisé.
- Un panel de quatre(04) anticorps monoclonaux primaires contre les protéines MMR a été

utilisé ( Tableau V).
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L’incubation des anticorps primaires est faite a 1’abri de la lumiére pendant 30 minutes. Deux
ringages au PBS pendant Sminutes ont été fait apres.
e Révélation :
-Apres 1’ajout de I’anticorps secondaire son incubation est faite a ’abri de la lumiére pendant
30 minutes. Deux ringages au PBS pendant Sminutes ont été faites apres.
-L’ajout de chromogene DAB, une goutte de 1ml sur chaque lame pendant 5 minutes .
-Ringage avec de I’eau distillée.
e Contre-coloration :
- Les lames sont immergées 2 minutes dans I’hématoxyline de Mayer,
- Elles sont rincées a 1’eau courante jusqu’a ce que I’eau devienne clair
-Test post contre-coloration :
-Mettre les lames dans de I’eau ammoniaquée pendant 30 secondes.
-Ringage avec de I’eau distillée.
e Montage :
Une goutte du milieu de montage (Faramount) est déposée puis recouverte par la lamelle.
e Observation : Elle est réalisée a I’aide d’un microscope photonique aux grossissements

Gr10x et Gr20x et des photos sont prises a 1’aide d’un appareil photo.
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1. Résultats

1.1 Etude épidémiologique

A partir de 1’étude rétrospective des fiches de tumeurs qui s’est effectuée entre 2013 et 2016

nous avons identifié¢ 858 cas de CCR qui se sont traités et suivit au niveau du CPMC d’alger.
1.1.1 Répartition des patients atteints d’un CCR en fonction de 1’age

Le CCR survient de fagon importante chez des sujets agés plus de 50ans avec n=611 (72%)

, et une moindre incidence chez les sujets moins de 50ans avec n= 247 (28%).

M <50ans

L4>50ans

Figure 16. Répartition du CCR chez la population algérienne en fonction de I’age
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1.1. 2 Répartition des patients atteints d’'un CCR en fonction du sexe

Notre étude a révélé une prédominance masculine de survenue de CCR avec n=456 cas

(53%). Pour la catégorie féminine, nous avons noté 402 cas de CCR (47%).

Figure 17. Répartition du CCR chez la population algérienne en fonction du sexe
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1.1.3 Répartition des patients atteints d’'un CCR en fonction de la localisation de la tumeur

Nous avons noté que parmi les 858 patients atteints d’un CCR les tumeurs se localisent
principalement au niveau du rectum ( haut , moyen et bas rectum) avec n= 359, suivit par le
colon gauche qui inclut le sigmoide et la charniere recto sigmoidienne n= 242 cas. Pour le

colon droit y compris le colon transverse 187 cas ont été identifié.
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Figure 18. Répartition du CCR chez la population algérienne en fonction de la

localisation tumorale

1.2 Patients

Il s’agit de 20 patients atteints d’un cancer du colon ou du rectum que nous avons sélectionné
a partir de I’étude rétrospective des fiches de tumeurs. Cas patients sont caractérisés par des

critéres cliniques et anatomopathologiques que I’on a regroupé dans le tableau suivant :
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Tableau III . caractéristiques cliniques des patients

Code Sexe Age Localisation | Histologie Stade TNM
01| 7174/12 H 46 Colon droit AMD PT3N2bM1b
colloide
02 | 1749/14 F 50 Colon Carcinome P TAN1Mx
gauche bifocle
03 | 2948/14 H 40 Colon droit AMD P T3NOMx
04 | 3963/14 H 44 Colon droit AMD P T3N1bMx
05 | 4355/14 F 48 Colon droit ABD P T3NOMx
06 | 5154/14 F 37 Colon droit AMD P T3NOMx
07 | 6485/14 H 25 Rectum- ABD P T3N3MO
sigmoide
08 | 816/15 H 28 Colon droit ABD P T3NOMx
09 | 2795/15 H 40 Colon droit ABD P T2NOMx
10 | 249/16 H 31 Rectum- ABD P T3NOMx
sigmoide mucineux
11| 621/16 F 36 Colon droit AMD P T3NOMx
12 | 3934/16 F 50 Colon ABD PT3NIMx
gauche
13 | 5727/16 F 22 Sigmoide Carcinome P T3NI1cMx
glandulaire
14 | 4952/16 H 47 Colon droit ADK P T3N2aMx
colloide
muqueux
15| 2010/13 F 58 Rectum AMD P T3NOMx
16 | 5108/15 F Colon droit ABD a AMD | P T3ANOMx
17 | 6375/15 F 56 Rectum ABD PT3NOMx
mucineux
18 | 1160/16 H 46 Colon droit p T3NOMx
19 | 3420/14 H 30 Colon droit ABD P T3N1bMx
médullaire
20 |4465/14 F 40 Endométre ABD P T3NOMx
( |
L 28 )




Chapitre I1I : Résultats et Discussion

1.3 pédigrées
Apres avoir consulter les dossiers médicaux des patients , une anamnese familiale nous a

permit d’établir des pédigrées complets et informatifs sur les patients et leur antécédents

familiaux.
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Figure 19. Pedigree représentatif de la famille du patient 7174/12
La généalogie représentée s’établie sur trois générations, son analyse révele la présence de
plusieurs cas de cancer chez cette famille.
Le cas index (III-17) a développé un cancer du colon a 1’age de 44ans et décédé a 1’age de
47ans a cause de ce cancer. Il présente ainsi trois fréres atteints d’un cancer du colon dont un
(III-11) était diagnostiqué a I’age de 59ans et décédé a 60ans, et un (I1I-16) a ’age de 43ans
et décédé a 47ans , et le dernier (I1I-13) récemment diagnostiqué agé de S6ans.
La mere (II-7) également atteinte d’un cancer du colon a I’age de 59ans et décédée a 60ans,
ainsi son frére (II-10) qui représente I’oncle maternel du cas index a développé un cancer de
I’estomac a 48ans, puis un cancer de I’intestin & 64ans.
Le pere (I1-6) décédé d’une tumeur cérébrale 70ans. Un autre cas du cancer du colon est
marqué chez un cousin (III-2) du cas index a I’age de 25ans.
Nous suggérons que le locus pathogene serait transmis du c6té maternel vu la présence de

plusieurs cas de cancer.
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Figure 20. Pedigree représentatif de la famille du patient 2795/15

Cette généalogie s’établie sur trois générations , son analyse révéele la présence d’un cas
index(II1-6) qui a développé un cancer du colon a I’age de 40 ans. Nous observons plusieurs
membres de la famille qui sont atteints d’un cancer colique avec un intervalle d’age

variable :
-La mére du cas index (II-6) a I’age de 67 ans.
-Deux freres dont un (III-1) est décédé a 40ans et I’autre (I1I-7) agé de 37ans.

- Un oncle maternel (II-8) décédé a 1’age de 45ans, ainsi que ses deux fils sont atteints (I1I-

10) a I’age de 36ans et (I1I-11) a I’age de 26 ans.

- Un autre oncle maternel (II-12) décédé al’age de 45ans, ses deux fils également

diagnostiqués (I1I-17) a I’age de 35ans et (I1I-19) a I’age de 31ans.
- La grand-mére maternel (I-3) décédée également d’un cancer colique a I’age de 55ans.

Nous notons la présence d’un angiome chez une sceur (II1-2) et un frére (I1I-4) du cas index.
Le locus pathogéne serait transmis du coté maternel car aucune histoire familiale du cancer

n’est connu du coté paternel .
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Figure 21. Pedigree représentatif de la famille du patient 4465/14

La généalogie représentée s’établie sur trois générations, son analyse révele la présence de
plusieurs cas de cancer chez la famille.

Le cas index (III-19) est une femme agée de 43ans qui a développé un cancer de I’endomeétre
a4lans , ainsi de sa grand-mére paternel dont I’age du diagnostic est inconnu .

Des cas de cancer colique sont marqués chez les membres de la famille. Le pere (I11-8) décédé
a I’age de 46ans, son frere (1I-7) diagnostiqué a <50ans, sa sceur (II-5) également atteinte a
un age <50ans.

Deux cousins du cas index sont atteints d’un cancer colique (I1I-6) a 45ans, (III-11) a 40ans.
Un cas est également signalé qui représente la grand-mére maternel du cas index (I- 4) a
60ans.

Nous suggérons que le locus pathogene serait transmit du coté paternel car une forte histoire

familiale de cancer est présente .
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e Pedigree 4
I 0 A0
1 2 3 4
11 ‘i(,_o —0O O
1 ) 3 ] 5 § 7 8
85dx 90dd 75dd 90y +50dd
”Igém/l DMLMMMMM
A 436 g 9 10 1 12 B W o5’ p BB W0 g
34dx 35dx 60dd
v Tj 40dx
26dx

Figure 22. Pedigree représentatif de la famille du patient 4355/14

La généalogie représentée s’établie sur quatre générations , son analyse révele la présence
d’un cas index (I1I-17) qui a développé un cancer de I’endometre a I’age de 35 ans puis un

cancer du colon a I’age de 40 ans.

Un oncle paternel (II-3) est décédé d’un cancer dont le site est inconnu. Un cancer de

I’endométre est diagnostiqué chez une cousine du cas index (I1I-4) a I’age de 34ans.
Une autre cousine également (IV-1) a développé une tumeur cérébrale a 26ans .

Nous suggérons que le locus pathogeéne serait transmis du coté paternel car aucune histoire

familiale du cancer n’est connu du coté maternel .
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Figure 23 . Pedigree représentatif de la famille du patient 621/16

La généalogie représentée s’établie sur trois générations , son analyse révele la présence
d’un cas index (I1I-4) qui a développé un cancer colique a 17ans.
Son pére également (I1-3) diagnostiqué a I’age de 35ans et décédé a 49ans a cause d’un

cancer du colon.
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1.3 Immunohistochimie

Apres la sélection de 20 patients en se basant sur les critéres cliniques , nous avons effectué
une IHC sur des tissus fixés au formol et inclus dans la paraffine pour les trois protéines
incriminés dans le LS : MLH1 , MSH2 et MSHS6.

Ces protéines sont normalement exprimées dans les tissus non néoplasiques, les tissus stromal
, les lymphocytes et les cryptes non-néoplastiques qui servent de témoins internes positifs.

La coloration des protéines MLH1, MSH2 et MSH6 était notée comme positive, quand les
noyaux de cellules tumorales présentaient un marquage positif.

Négatif quand aucune coloration des noyaux de cellules tumorales n'était observé alors que le

témoins interne était positif .

Sur les 20 échantillons tumoraux testés, le profil immunohistochimique a révélé que 18 cas
présentent une extinction d’au moins une protéine du systtme MMR.(Tableau IV )
Parmi les 18 cas :

- 7 ont montré une extinction de MLHI seul.

- 6 cas ont montré une extinction simultanée de MSH2 et MSH6.

2 cas ont montré une perte d’expression de la protéine MSH?2 seule.
- 2 cas ont montré une perte d’expression simultanée des protéines MLHI et
MSH2
- Un seul cas a montré une extinction simultanée des trois marqueurs MLHI,
MSH2 et MSH6.
Notamment aucun cas n’a montré la perte de MSH6 seul et 2 cas ont montré une expression

normale des trois protéines testées.
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Tableau IV. Profil immunohistochimique des protéines MMR

Expression des protéines MMR
Code MLH1 | MSH2 MSH6 ATCDS familiaux/ personnelles
01| 7174/12 - + + +
02 | 1749/14 - + + +
03 | 2948/14 + - - +
04 | 3963/14 + - - T
05 | 4355/14 - + + +
06 | 5154/14 + - - +
07 | 6485/14 + - - /
08 | 816/14 + + + /
09 | 2795/15 - + + +
10 | 249/16 - - +
11| 621/16 + - - +
12 | 3934/16 - + + +
13 | 5727/16 + - + /
14 | 4952/16 - + + +
151 2010/13 - - + +
16 | 5108/15 - + + +
17 | 6375/15 + - + +
18 | 1160/16 + + + /
19 | 3420/14 - - - T
20 | 4465/14 + - - I
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Pour interpréter I'évaluation de la coloration des protéines MLHI1, MSH2 et MSH6, nous
avons défini deux types de coloration: aberrante indicative d’ une absence de marquage
nucléaire dans la tumeur (A, C et E) par rapport au témoin interne positif ( fléches) ; normale

indicative d’ un marquage positif (B, D et F).
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Figure 19. Coloration immunohistochimique des protéines MLH1, MSH2 et MSH6
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2. Discussion
Le cancer colorectal est un probléme majeur de santé publique en raison de sa fréquence et de
lier

sa gravité. En Algérie , il estle type de cancer le plus diagnostiqué chez les hommes et le

2me chez les femmes.( Registre des tumeurs d’Alger ,2013)

Le syndrome de Lynch est la frome la plus fréquente des cancers colorectaux héréditaires. A
notre connaissance , il existe un manque de données et tres peu d’études ont été réalisées
concernant la prévalence de LS chez la population algérienne. Effectivement , c’est ce que
nous avons constaté a travers notre travail au niveau du CPMC, et a cause de manque d'un
systéme de santé moderne et adapté , nous avons trouvé des difficultés a réaliser I’étude
actuelle, ou les patients atteints d’un LS ne sont pas diagnostiqués et suivis.

Cependant ,I' identification de ces patients est trés importante, car ceci a une influence
potentielle sur les décisions de traitement et de dépistage, la prévention du cancer pour les

patients et leurs familles. Ainsi, la surveillance de ces patients permet d'économiser un cotit

financier considérable pour le systeme de santé.

Notre étude qui porte sur une série de 20 patients atteints d’un CCR a montré que 1’age
moyen du diagnostic est de 40ans ( 22 -58ans), ou 18 sur 20 cas de LS identifiés étaient
diagnostiqués avec un cancer colorectal a un age inférieur a 50 ans. Ceci concorde avec une
¢tude similaire (Overbeek et al., 2008 ) qui utilisait des tumeurs provenant des patients
diagnostiqués a un age < 50 ans.

Par contre , dans une étude récente (O'Kane et al.,2017) et a partir de données de trois

centres médicaux académiques d’Irland 1’age médiane de diagnostic était 70ans .

Les tumeurs de phénotype MSI et qui présentent par IHC une extinction des protéines MMR ,
ont une morphologie assez caractéristique, sont situés dans le colon droit, sont peu
différenciées, d'histologie mucineuse ou médullaire et présentent un infiltrat typiquement
lymphocytaire (Tougeron et al.,2013). Ainsi , ils sont associ¢es a des tumeurs primaires de
taille large (tumeurs T3), mais avec un pronostic plus favorable (moins d'atteinte

ganglionnaire et diminution de la présence de métastases) ( Soreide et al.,2006).

Effectivement , la majorité¢ de nos cas sélectionnés qui présentent par IHC une extinction des
prot¢ines MMR , les tumeurs sont localisées au niveau du colon proximal, avec une

histologie mucineuse, un stade T3 et une faible atteinte ganglionnaire et de métastases .
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Les tests moléculaires utilisant I'immunohistochimie (IHC) pour les protéines MMR sont un
outil de dépistage recommandé¢ pour identifier les patients atteints d’un LS.

C’est un test de routine largement utilisée dans les laboratoires de pathologie générale, car elle
ne nécessite pas de laboratoire de biologie moléculaire et de personnels spécialisés. Ainsi, elle
peut diriger 1'analyse mutationnelle par la suite vers un géne spécifique , ce qui permet
d'économiser 1'analyse inutile d'autres genes.

L’application de ’'THC sur les différents échantillons tumorales a révélé que la majorité des
cas, environs 90% ont montré une perte d’expression d’une ou plus des protéines MMR. Ce
qui est observé dans diverses études visant a identifier les patients LS , notamment une étude

rétrospective effectué¢e en Australie (Brennan et al.,2017).

Environ 90% des cancers survenant dans le cadre d’un syndrome de Lynch sont dus a une
mutation de MLH1 ou MSH2. Seuls 10% sont associés a une mutation de MSH6 ou PMS2.
Ce qui se traduit par une perte d’expression des produits de ces geénes par IHC (Arnold et

al.,2005).

Le profil immunohistichimique de notre analyse est marqué par une extinction de MLH1 seul,
suivit d’une extinction de MSH2 seul . Ainsi , une perte d’expression simultanée de
I’hétérodimere MSH2/MSH6.

Malgré les différents facteurs qui influencent la technique de I’IHC , et le protocole de
réalisation qui differe a travers les laboratoires d’anatomopathologie , nous avons pu obtenir
des résultats similaires a certains études effectuées en Irland (O'Kane et al.,2017), et en

Arabie Saoudite (Siraj et al.,2015).

I1 est intéressant de noter que 1 cas a démontré une perte d'expression pour MLH1, MSH2 et
MSH6. Un méme résultat est signalé dans une étude chez la population d’Arabie Saoudite

(Siraj et al.,2015).
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Chapitre I1I : Résultats et Discussion

Bien que les antécédents familiaux soient au cceur des critéres d'Amsterdam II et de Bethesda,
le manque de données et des dossiers médicaux des patients au niveau des services
d’anatomopathologie et de chirurgie générale, ne nous ont pas permis d’interviewer tous les
20 patients. C’est I’un des soucis rencontré par plusieurs équipes de recherche au cours du
diagnostic des familles LS (Siraj et al.,2015).

Toutefois , nous avons pu accueillir des informations sur 1’histoire familiale concernant 16
patients , et a travers une anamnése nous avons ¢établit des arbres généalogiques sur ces
patients et leur antécédents familiaux.

Les tumeurs provenant de ces patients testées par IHC , ont présenté effectivement une
extinction d’une ou plus des protéines MMR. Ceci concorde avec plusieurs études ,
notamment celle de Brennan et al. qui portait sur une série individus atteints d’un CCR , qui
présentent une histoire familiale et/ou personnelle du cancer, ont montré une perte

d’expression pour une ou plus des protéines MMR (Brennan et al.,2017).

Le diagnostic des patients atteints d’un LS en utilisant I’'IHC n’est pas suffisant , et doit étre
complété et confirmé par une analyse moléculaire et des tests génétique. Ceci n’est pas
appliqué au niveau des centres médicaux en Algérie en raison de manque de registres du

cancer colorectal familial , et les colts des tests génétiques.
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Conclusion

Le contexte moléculaire, clinique , pathologique et génétique de LS est bien connu. En
raison de ce fait, les tests génétiques prédictifs sont possibles et la chirurgie prophylactique est
une option recommandée au moment du cancer du célon. Pour identifier les patients atteints
de LS, la connaissance d'une histoire familiale détaillée et la corrélation avec les critéres

Amsterdam I et II ainsi qu'avec les lignes directrices de Bethesda sont essentielles.

Donc des consultations d'oncogénétique doivent se faire automatiquement dans les services
d’oncologie dans le but d’effectuer des tests génétiques pour le diagnostic. Ces tests

génétiques devraient étre remboursés par la sécurité sociale.

L'étude actuelle vise a mettre en évidence l'incidence de LS chez les patients atteints de CRC
en Algérie.
L’identification des patients atteints d’'un HNPCC est trés importante , car cela facilite la

surveillance et la prise en charge de ces patients et leur familles.

A travers ce travail nous insistons sur I’importance d’établir un programme national pour

dépister tous les patients atteints de CRC pour LS en Algérie .
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Annexes

Annexe A
Classification pTNM des carcinomes colorectaux (AJCC, 7 éme édition 2009)
1. Extension de la tumeur

TIS = Carcinome in situ. Tumeur intra-épithéliale ou envahissant la lamina propria sans

extension a la sous-muqueuse.

T1 = Tumeur infiltrant la sous-muqueuse sans la dépasser.
T2 = Tumeur infiltrant la musculeuse sans la dépasser.
T3 = Tumeur envahissant toute la paroi sans la dépasser.

T4 = Tumeur dépassant la séreuse.

2. Envahissement ganglionnaire (N)
NO = Absence de métastase ganglionnaire régionale.

N1 = M¢étastase dans un a trois ganglions régionaux.

- N1a =1 ganglion envabhi.

- N1b = 2 ou 3 ganglions envahis.

- Nlc¢ = présence d’emboles tumoraux dans la sous-séreuse sans métastase ganglionnaire.
N2 = Métastase dans 4 ganglions régionaux ou plus.

- N2a =4 a 6 ganglions envahis.

- N2b = 7 ganglions envahis ou plus.

Nx = Statut ganglionnaire inconnu.
3. Métastases (M)

MO0 = Absence de métastase.
M1 = Présence de métastases a distance.
- M1a = limité a un site ou organe.
- M1b = touchant plusieurs organes ou le péritoine.

Mx = Statut métastatique inconnu.
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Annexe B

Tableau III . Réactifs utilisés en IHC

Réactif Référence
Anti — MLH-1(M1) Mouse Monoclonal Primary Antibody 5ml (z1.4yg/ml) 700-4535
(VENTANA )

Anti — MSH-6 (44) Mouse Monoclonal Primary Antibody 5ml (-0.101yg/ml)
(VENTANA) 790-4455
MSH2 (G219-1129) Mouse Monoclonal Antibody 2.84 yg/ml (CELL MARQUE) | 760-4265
TRS a pH=9 (Solution Target Retrieval high pH 50x) k8000
DAKO Real™ Antibody Diluent S 2022
Solution PBS Wash buffer (20x) K 8000
DAKO REAL™ Peroxidase-Blocking solution S 2023
Dako REAT ™ HRP anti RABBIT/MOUSE (ENV) K 5007
DAKO DAB+CHROMONGENE (substrat chromogeéne contenant le 3,3’- K 8000
dibenzidine) (DM8&27)

DAKO SUBSTRATE BUFFER (SM803) K 8000
Eau distillée (Distillateur) ELGA
Eau oxygénée (DAKO Real ™) S2023
Eau ammoniaquée (Flux BOIX) R36/37/38
DAKO Faramount aqueous mounting medium ready to use S 3025
Hématoxyline de Mayer’s DAKO S3309
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