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1. INTRODUCTION 

 

1.1 Le cancer : une maladie génétique 

 

Le cancer est une maladie génétique singulière. Il s’agit le plus souvent d’une maladie 

génétique somatique résultant de l’accumulation d’altérations génétiques et/ou épigénétiques 

au cours du temps. Contrairement aux maladies mendéliennes monogéniques, la 

transformation d’une cellule saine en cellule tumorale nécessite l’activation ou l’inactivation 

de nombreux gènes, afin de dépasser les multiples mécanismes de protection cellulaire. Le 

cancer est caractérisé par l’acquisition de plusieurs capacités biologiques : une prolifération 

dérégulée, une résistance à la mort cellulaire, un échappement à la sénescence, une instabilité 

génétique, l’induction d’une inflammation, une reprogrammation du métabolisme énergétique 

cellulaire, un échappement aux cellules immunitaires, une induction de l’angiogenèse, ainsi 

qu’une capacité invasive et métastatique (Hanahan et Weinberg, 2011). Ces capacités sont 

acquises par les cellules tumorales au cours d’une évolution multi-étapes. La contribution à 

l’oncogenèse des différentes variations observées dans les tumeurs n’est pas équivalente. Une 

minorité d’entre elles, qualifiées de mutations pilotes ou driver mutations, joue un rôle 

prépondérant dans la survenue du cancer. A ce jour, environ 140 gènes différents ont été 

décrits comme potentiels sièges de driver mutations. Leur nombre par tumeur est de l’ordre de 

la dizaine, et varie selon le type de cancer (Vogelstein et al., 2013). Ces altérations confèrent 

un avantage sélectif à la cellule dans laquelle elles surviennent. Les altérations génétiques 

contribuent à l’oncogenèse, sans qu’une seule soit cependant suffisante (Vogelstein et 

Kinzler, 2004; Vogelstein et al., 2013). Les autres variations observées sont qualifiées de 

passenger mutations et sont le reflet de l’instabilité génétique de la cellule cancéreuse. Leur 

nombre peut varier d’une dizaine à des milliers, selon le type de tumeur et les gènes altérés. 

Elles ne subissent pas de pression de sélection positive et peuvent survenir aux stades pré- et 

post-néoplasiques (Stratton et al., 2009; Vogelstein et al., 2013).  

Les gènes impliqués dans l’oncogenèse peuvent être classés schématiquement en 3 

catégories : les proto-oncogènes, les gènes suppresseurs de tumeur et les gènes responsables 

de la stabilité du génome.  
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 Les proto-oncogènes participent au développement du cancer lorsqu’une altération du 

gène rend la protéine constitutionnellement active, permet à celle-ci de s’activer dans des 

conditions anormales ou permet l’acquisition d’une nouvelle fonction oncogénique. Ils sont 

alors qualifiés d’oncogènes. Les principaux mécanismes d’activation sont les translocations 

chromosomiques, les amplifications géniques ou les mutations ponctuelles de type gain de 

fonction. L’altération d’un des deux allèles d’un proto-oncogène suffit généralement à 

conférer un avantage sélectif à la cellule.  

 A l’inverse, les gènes suppresseurs de tumeur participent à l’oncogenèse en subissant 

une pression de sélection positive lorsqu’ils perdent leur fonction. Le plus souvent une 

première altération, une insertion ou une délétion de grande ou de petite taille (indels), une 

mutation ponctuelle, ou une modification épigénétique, inactive un allèle, puis un second 

évènement inactive l’autre allèle, ce qui provoque une perte d’hétérozygotie (Loss Of 

Heterozygosity, LOH) (Berger et al., 2011; Knudson, 2002; Vogelstein et Kinzler, 2004). Plus 

rarement, le second évènement peut également être une altération ponctuelle. Une minorité 

des gènes suppresseurs de tumeur, dits haploinsuffisants, ne nécessite pas de second 

évènement pour que leur altération puisse concourir au développement tumoral (Santarosa et 

Ashworth, 2004). Les proto-oncogènes et les gènes suppresseurs de tumeur interviennent dans 

les mêmes processus cellulaires et confèrent tous deux un avantage sélectif à la cellule 

tumorale. 

 Le troisième type de gènes dont l’altération joue un rôle causal dans l’oncogenèse 

intervient de façon très différente puisqu’il s’agit des gènes responsables de la stabilité du 

génome, dits gènes caretakers. Certains de ces gènes participent directement aux processus de 

réparation de l’ADN, et sont indispensables à la correction des dommages de l’ADN, que 

ceux-ci soient endogènes, dus aux erreurs induites par la réplication, ou exogènes, dus aux 

mutagènes environnementaux. D’autres gènes sont indispensables au bon déroulement de la 

recombinaison mitotique ou de la ségrégation chromosomique, et sont nécessaires au maintien 

de l’intégrité du génome (Vogelstein et Kinzler, 2004; Vogelstein et al., 2013). L’inactivation 

de ces caretakers augmente considérablement le taux d’altérations géniques et 

chromosomiques en diminuant leur correction, et multiplie donc le risque de survenue de 

variation délétère activant des proto-oncogènes ou inactivant des gènes suppresseurs de 

tumeurs (Friedberg, 2003; Curtin, 2012).  

 



21 

 

Dans la très grande majorité des cas, le cancer est une maladie génétique purement 

somatique, c’est-à-dire confinée à un organe ou un tissu. Les altérations génétiques post-

zygotiques sont acquises au cours de la vie et restreintes à un ou plusieurs clones cellulaires. 

Une altération somatique touchant un proto-oncogène ou un gène suppresseur de tumeur et 

soumise à une pression de sélection positive cause une expansion clonale initiant le processus 

néoplasique. La survenue d’autres variations est ensuite accélérée par la prolifération du clone 

cellulaire (Maley et al., 2004; Nowell, 2002). Elles peuvent survenir spontanément, ou être 

induites par des facteurs environnementaux comme l’exposition aux UV, à des agents 

chimiques mutagènes ou à des virus, et ont échappé aux systèmes cellulaires de réparation de 

l’ADN. Les cancers, résultant le plus souvent d’altérations somatiques, ont donc une 

présentation épidémiologique sporadique, c'est-à-dire qu’ils surviennent de façon isolée au 

sein d’une famille. L’épidémiologie des cancers sporadiques montre une survenue 

généralement tardive avec une augmentation de leur incidence après 60 ans, reflétant ainsi le 

processus mutationnel cumulatif nécessaire à l’oncogenèse (Wang, 2016).  

 

 

 

 

Figure 1 : Le cancer, un processus génétique cumulatif (Chalela et al., 2017) 
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1.2 Les prédispositions génétiques au cancer 

 

Dans environ 5 % des cancers, d’après les données de l’Institut National du Cancer 

(INCa) publiées en 2017, l’existence d’une altération constitutionnelle d’un gène majeur 

impliqué dans l’oncogenèse entraîne une prédisposition héréditaire au cancer répondant à un 

mode de transmission mendélien. Ces formes mendéliennes de cancer ont trois 

caractéristiques cliniques : précocité, multiplicité des cancers primitifs, et agrégation 

familiale. Elles peuvent également être syndromiques, c’est-à-dire associées à un ensemble 

récurrent de signes cliniques et de symptômes liés ou non au cancer. La majorité des formes 

mendéliennes de cancers résulte de l’altération constitutionnelle hétérozygote d’un gène 

suppresseur de tumeur ou d’un gène intervenant dans la stabilité du génome. Ces cancers 

héréditaires ont le plus souvent une transmission dominante avec pénétrance incomplète 

(c’est-à-dire que le patient peut avoir le génotype à risque sans être atteint de la maladie) qui 

peut être expliqué par la nécessité d’un second événement somatique. C’est le cas par 

exemple du gène RB1, le premier gène suppresseur de tumeur identifié, dont l’altération 

hétérozygote est associée à des formes familiales de rétinoblastome (OMIM # 180200) 

(Knudson, 1971). En revanche, les cancers héréditaires dus à l’activation constitutionnelle 

d’un proto-oncogène ont généralement une pénétrance complète puisqu’un seul événement est 

suffisant. C’est le cas des formes familiales de cancer médullaire de la thyroïde (OMIM # 

155240), associées à des variations hétérozygotes faux sens gain de fonction du proto-

oncogène RET. Ces variations pathogènes sont à l’origine d’une activation constitutive des 

voies MAPK et PI3K responsable d’une croissance incontrôlée et d’une dé-différentiation 

cellulaire (Romei et al., 2016). 
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Figure 2 : Caractéristiques des prédispositions génétiques au cancer 

 

Les premières descriptions de formes héréditaires de cancers sont tout d’abord 

purement phénotypiques et datent des années 1890, avec le dessin de l’arbre généalogique de 

la « famille G » atteinte de cancers colorectaux et gynécologiques sur au moins quatre 

générations par le Docteur Alfred Warthin (Warthin, 1985). Il fallut ensuite attendre une 

soixantaine d’années pour que le Docteur Henry Lynch mette également en évidence une 

agrégation familiale similaire de cancers digestifs. On lui doit par la suite la mise en œuvre 

d’une collaboration internationale destinée à réunir ces familles à risque élevé de cancer, ce 

qui lui permettra ainsi qu’à ses collègues d’identifier le syndrome de Lynch, le syndrome 

sein-ovaire, et d’autres syndromes génétiques de prédisposition au cancer moins fréquents 

(Garber et Offit, 2005; Wang, 2016). L’étude proprement dite des bases moléculaires des 

prédispositions génétiques au cancer s’accélère à la fin du XXe siècle, avec la publication de 

la théorie du two-hit model de Knudson (Knudson, 1971), l’avancée des techniques de 

génétique moléculaire (Watson, 1990), et l’essor des analyses de liaison génétique (Narod et 

Amos, 1990; Easton et al., 1993). Pendant les années 1990, plus d’un nouveau gène de 

prédisposition au cancer est découvert tous les ans, dont 59 grâce à des analyses de liaison 

réalisées dans des familles à haut risque. Le reste d’entre eux a été identifié grâce à différentes 

stratégies ciblant des gènes candidats. Ceux-ci ont généralement été sélectionnés selon leur 

fonction, la voie biologique dans laquelle ils sont impliqués ou leur homologie de structure 
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avec un gène de prédisposition identifié (Sijbers et al., 1996; Meijers-Heijboer et al., 2002; 

Armanios et al., 2005; Seal et al., 2006; Hao et al., 2009).  

Cependant la majorité des gènes candidats évoqués et explorés n’ont pas été associés à 

une augmentation significative du risque de cancer. La stratégie qui consiste à sélectionner 

des gènes candidats par les mutations somatiques détectées dans les tumeurs a également été 

moins performante qu’espérée puisqu’à ce jour elle n’a permis d’identifier qu’une douzaine 

de nouveaux gènes de prédisposition héréditaire au cancer (Malkin et al., 1990; Huff et al., 

1991; Lohmann, 1999; Taylor et al., 2002; Rahman, 2014). C’est le cas par exemple du 

syndrome de Li Fraumeni, associé à des mutations constitutionnelles du gène TP53, et dont 

des mutations somatiques avaient été mises en évidence préalablement dans des cancers du 

spectre dont des sarcomes et des cancers du sein (Malkin et al., 1990). A ce jour d’après les 

données publiées en 2017 par l’INCa, plus de 80 gènes de prédisposition génétique au cancer 

ont été identifiés, mais de nombreuses familles évocatrices de prédisposition héréditaire au 

cancer restent sans altération génétique constitutionnelle identifiée. 

 

L’étude des bases moléculaires des prédispositions génétiques au cancer est 

actuellement l’une des applications médicales les plus importantes de la recherche sur le 

cancer. En effet, l’identification de la mutation causale est indispensable pour permettre un 

suivi médical et une prise en charge thérapeutique et chirurgicale adaptées, ainsi qu’un conseil 

génétique approprié. Les apparentés porteurs de la mutation pourront ainsi bénéficier de 

protocoles codifiés de détection précoce des tumeurs et se voir proposer des actes 

chirurgicaux prophylactiques tels que la mastectomie, l’ovariectomie, la colectomie et la 

gastrectomie (Jatoi et Benson, 2016; Seevaratnam et al., 2012; Shaw et Clarke, 2016). Dans 

certains cas encore limités, une chémoprévention basée sur l’administration préventive de 

médicaments, vitamines ou minéraux peut réduire le risque de survenue d’un cancer donné. 

Des études encourageantes préconisent, par exemple, l’instauration d’un traitement chronique 

par acide acétylsalicylique chez les patients à risque de cancer colorectal (Burn et al., 2013; 

Din et al., 2012). Concernant le conseil génétique, les apparentés non porteurs de la mutation 

pourront être soulagés d’une lourde anxiété amplifiée par le caractère familial et précoce de la 

survenue de cancers héréditaires, ainsi que d’un suivi médical rapproché pesant, couteux et 

injustifié (Rahman, 2014). 
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1.3 Les syndromes de prédisposition au cancer colorectal 

 

 Avec 385 000 nouveaux cas de cancer estimés en France en 2015, dont 5% de formes 

héréditaires, les prédispositions au cancer représentent les maladies génétiques les plus 

fréquentes. Le Cancer ColoRectal (CCR) est l’un des plus communs puisqu’il se place au 2e 

rang des cancers incidents féminins et au 3e rang des cancers incidents masculins. Comme 

pour la plupart des cancers, le risque de survenue du CCR augmente avec l’âge. En France, 

d’après les données publiées par l’INCa, 94% des CCR se manifestent chez des patients de 

plus de 50 ans et la moyenne d’âge au moment du diagnostic est de 70 ans. Le CCR est l’un 

des cancers fréquents comportant une des proportions les plus importantes de formes 

héréditaires identifiées. Environ 5% des CCR sont associés à des variations génétiques 

pathogènes, à forte pénétrance, responsables de syndromes de prédisposition génétique à haut 

risque connus et caractérisés (Jasperson et al., 2010). La majorité des CCR se développe à 

partir de polypes adénomateux préexistants (Stoffel et Boland, 2015). L’identification de ces 

variations est essentielle à la prise en charge des patients et de leur famille car elle permet 

d’assurer chez les porteurs une détection précoce des tumeurs colorectales grâce à la 

chromocoloscopie réalisée le plus souvent tous les 2 ans. Les syndromes responsables de 

CCR sont définis par des critères à la fois cliniques, histologiques et génétiques. Ils ont une 

pénétrance, un spectre tumoral et une étiologie génétique distincts, de ce fait, la prise en 

charge de chaque syndrome doit être adaptée (Jasperson et al., 2010). Les prédispositions 

héréditaires au CCR se classent  en plusieurs catégories. 

  

1.3.1. Les polyposes adénomateuses 

 

Les polyposes adénomateuses sont caractérisées par le développement d’au moins 10 

polypes adénomateux, leur nombre pouvant s’élever à des milliers. Ces polyposes incluent la 

polypose adénomateuse familiale de transmission autosomique dominante par mutation du 

gène APC (Familial Adenomatous Polyposis, FAP1 ; OMIM # 175100), la polypose 

autosomique récessive de forme atténuée par mutation biallélique du gène MUTYH (MUTYH-

associated Familial Adenomatous Polyposis 2, FAP2 ; OMIM # 608456) ou du gène NTHL1 

(NTHL1-associated Familial Adenomatous Polyposis 3, FAP3 ; OMIM # 616415), et les 

polyposes autosomiques dominantes associées aux mutations des polymérases POLE (OMIM 

# 615083) et POLD1 (OMIM # 612591), plus récemment identifiées.  
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Le gène suppresseur de tumeur APC (WNT signaling pathway regulator), impliqué 

dans la FAP1 est responsable de la dégradation de la β-caténine (Yan et al., 2016). Cette 

dernière est un facteur de transcription majeur responsable de la modulation de la prolifération 

cellulaire. La perte de fonction d’APC provoque une accumulation de β-caténine dans le 

noyau, ce qui induit une activation aberrante de la voie Wnt et autorise une prolifération 

épithéliale anarchique (Novellasdemunt et al., 2015; Stoffel et Boland, 2015). La forme 

classique de la FAP1 se caractérise par l’apparition vers 10-12 ans d’une centaine à des 

milliers de polypes dans le côlon et le rectum conduisant généralement à une colectomie 

prophylactique avant 15 ans (Vasen et al., 2008).  

Le gène MUTYH (MutY DNA glycosylase) impliqué dans la FAP2 est un gène majeur 

du système de réparation de l’ADN par excision de base (Base Excision Repair, BER). La 

protéine codée est une glycosylase. Elle intervient dans la réparation des altérations de l’ADN 

dues aux espèces réactives de l’oxygène ou en réaction à la présence anormale de bases 

méthylées, désaminées ou hydroxylées (Sampson et Jones, 2009). Le phénotype de la FAP2 

est caractérisé par une polypose modérée, avec le plus souvent moins de 100 polypes, 

généralement tardive, après 40 ans, et parfois associée à des polypes hyperplasiques (Vogt et 

al., 2009). 

Le gène NTHL1 (Endonuclease III - like 1), récemment décrit comme impliqué dans la 

FAP3, est également un gène majeur du système BER. La protéine codée est une glycosylase 

à activité endonucléase spécialisée dans la réparation des pyrimidines oxydées. Le phénotype 

de la FAP3 semble être très proche de celui de la FAP2. A ce jour 7 familles de patients 

FAP3, porteurs de 1 à plus de 50 adénomes, ont été décrits (Weren et al., 2018). La survenue 

de CCR est tardive avec des cas de 40 à 65 ans. Des méningiomes, des cancers de la vessie et 

des carcinomes basocellulaires ont également été rapportés plusieurs fois associées aux 

altérations bialléliques de NTHL1 (Weren et al., 2018). 

Les variations pathogènes dans les gènes POLE ou POLD1 sont associées à un 

syndrome rare de polypose héréditaire atténuée découvert récemment (Palles et al., 2013). Ce 

syndrome, nommé Polymerase Proofreading-Associated Polyposis (PPAP), a un mode de 

transmission autosomique dominant et une forte pénétrance. Les gènes POLE et POLD1 

codent pour les unités catalytiques des ADN polymérases Polε et Polδ1, responsables de la 

synthèse respectivement du brin sens et du brin anti-sens lors de la réplication de l’ADN. 

Elles sont également impliquées dans les systèmes de réparation BER et de réparation des 

mésappariements de l’ADN (MisMatch Repair, MMR). Ces deux enzymes ont une activité de 
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correction d’épreuve qui permet de limiter les erreurs de réplication en les corrigeant 

immédiatement. Les variants pathogènes décrits dans le syndrome PPAP affectent les 

domaines de correction sur épreuve (Proofreading) de ces deux protéines, leur faisant ainsi 

très probablement perdre leur capacité de correction immédiate de leurs propres erreurs. 

L’analyse génétique somatique de ces tumeurs révèle un état « ultramuté » avec un taux de 

substitution environ 100 fois supérieur aux cancers non ultramutés. En revanche les 

microsatellites restent stables (Briggs et Tomlinson, 2013).  

 

1.3.2. Les polyposes hamartomateuses 

 

Elles incluent le syndrome de Peutz-Jeghers (Peutz-Jeghers Syndrome ; OMIM # 

175200) dû à des altérations du gène suppresseur de tumeur STK11, la polypose juvénile 

(Juvenile Polyposis Syndrome ; OMIM # 174900), due à des altérations des gènes SMAD4 ou 

BMPR1A, et le syndrome tumoral hamartomateux lié à PTEN (Phosphatase and tensin 

homolog), ou maladie de Cowden (OMIM # 158350). Ces entités sont caractérisées par le 

développement de polypes hamartomateux, qui correspondent à des lésions histologiquement 

identifiables initialement non néoplasiques et à risque de dégénérescence. 

 

1.3.3. Les polyposes festonnées et les polyposes mixtes 

 

La polypose festonnée (Sessile Serrated Polyposis Cancer Syndrome ; OMIM # 

617108), précédemment appelée polypose hyperplasique (Hyperplastic Polyposis), est une 

entité distincte dont les bases génétiques ne sont actuellement pas caractérisées. 

Il existe également des formes héréditaires de polyposes mixtes (Polyposis syndrome, 

hereditary mixed, 1 ; OMIM # 601228) de transmission autosomique dominante, caractérisées 

par le développement de multiples polypes de différentes histologies : polypes festonnés, 

polypes de Peutz-Jeghers, polypes juvéniles et polypes adénomateux, sans manifestation 

extra-colorectales décrites. La polypose mixte héréditaire a été associée à une duplication 

hétérozygote de 40 kb située en amont du gène GREM1 responsable de la surexpression de la 

protéine GREM1. Cette duplication n’a, à ce jour, été identifiée que dans des familles 

d’origine Ashkenaze (Jaeger et al., 2012). Un chevauchement phénotypique a également été 

décrit avec la polypose juvénile, des variations pathogènes du gène BMPR1A ayant été 

identifiées chez des patients atteints de polypose mixte (Cao et al., 2006). 
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1.3.4. Le syndrome de Lynch 

 

Le syndrome de Lynch, également appelé cancer colorectal héréditaire non 

polyposique (Hereditary Non-Polyposis Colorectal Cancer, HNPCC ; OMIM # 120435), 

initialement défini sur des critères cliniques (critères d’Amsterdam ou de Bethesda), 

représente la forme héréditaire de cancer colorectale la plus fréquente. Ce syndrome de 

transmission autosomique dominante est dû à l’altération constitutionnelle d’un des gènes du 

système MMR, que sont MLH1 (MutL homolog 1), MSH2 (MutS homolog 2), MSH6 (MutS 

homolog 6) ou PMS2 (PMS1 homolog 2). Ces gènes ont tous un rôle majeur dans le système 

MMR, responsable de la correction des bases mal appariées et des boucles d’insertion-

délétions formées lors de la réplication de l’ADN. L’altération de ce système provoque une 

accumulation rapide d’altérations non corrigées touchant des séquences répétées dont 

certaines situées dans des gènes clefs de l’oncogenèse (Jasperson et al., 2010), détectable par 

l’analyse de microsatellites. La signature tumorale du syndrome de Lynch est l’instabilité 

microsatellitaire (MSI), ou phénotype RER (Replication ERror), recherchée en routine par les 

laboratoires de génétique somatique des tumeurs. Des marquages Immuno-HistoChimiques 

(IHC) par des anticorps dirigés contre les protéines MLH1, MSH2, MSH6 et PMS2 

permettent de cibler l’altération constitutionnelle grâce à la mise en évidence de l’extinction 

sélective d’une ou 2 de ces protéines dans la tumeur. Il est à noter que le phénotype 

RER/MSI,  retrouvé dans 15% des CCR (Jasperson et al., 2010), n’est pas spécifique du 

syndrome de Lynch puisqu’il peut résulter d’une altération somatique biallélique ou d’une 

altération épigénétique d’un des gènes MMR (Jasperson et al., 2010; Mensenkamp et al., 

2014; Stoffel et Boland, 2015). D’autre part, environ 40 à 50% des patients remplissant les 

critères d’Amsterdam ou de Bethesda pour le syndrome de Lynch n’ont pas de déficience du 

système MMR dans la tumeur, ni de variations pathogènes détectables dans les gènes MMR 

(Stoffel and Boland, 2015). Ils sont alors considérés comme atteints de cancer colorectal 

familial de type X (Shiovitz et al., 2014; Vasen et al., 2015). Pour l’instant, l’étiologie 

génétique de ces CCR familiaux sans instabilité des microsatellites (MSS) n’a pas été 

identifiée, à l’exception de variants pathogènes de POLE ou POLD1 récemment décrits. 
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1.4 L’hérédité manquante du cancer colorectal 

 

 Un nombre conséquent de gènes a donc déjà été impliqué dans les prédispositions 

héréditaires au CCR et sont actuellement inclus dans les panels de routine diagnostique. Parmi 

tous les CCR, les études familiales et les études de jumeaux sont en faveur d’un déterminisme 

génétique dans environ 30% des cas (Grady, 2003; Lichtenstein et al., 2000). Des mutations 

constitutionnelles de gènes connus comme responsables de forme héréditaire de CCR ne sont 

cependant identifiées que dans environ 5% des cas de CCR tout venants (Figure 3). Il resterait 

donc à priori 25% des formes supposées héréditaires de CCR sans étiologie génétique 

identifiée (Jasperson et al., 2010). Or, la caractérisation des variations génétiques à l’origine 

des syndromes de prédisposition héréditaire au cancer est cruciale pour adapter la prise en 

charge, le suivi et le conseil génétique du patient et de sa famille. 

 

 

 

 

Figure 3 : Répartition des formes de CCR 

   

 Une des hypothèses concernant cette hérédité inexpliquée est l’implication 

d’altérations génétiques probablement plus fréquentes et potentiellement responsables d’une 

pénétrance plus faible que celles des syndromes de prédisposition déjà caractérisés. Une autre 

hypothèse est la co-occurrence de ces altérations avec un éventuel effet additif de celles-ci 

(Jasperson et al., 2010). Ces hypothèses ont initialement été formulées pour expliquer 

l’héritabilité « manquante » des maladies complexes. Dans ce contexte, les études classiques 

par gènes candidats et les études de liaison intra-familiales se heurtent au problème des 

phénocopies (phénotype non héréditaire simulant un phénotype semblable à celui dû à une 

mutation génétique), très prégnantes dans le cas du CCR, et de la pénétrance incomplète. Pour 
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contourner ces difficultés, des études statistiques d’association cas-témoins ont été 

développées. Elles reposent sur la récurrence de variants en comparant la fréquence de 

variants détectés dans une population de patients avec la fréquence de ces mêmes variants 

dans une population de témoins. Grâce à l’évolution des techniques d’analyse du génome 

entier, cette hypothèse d’une implication de variants fréquents a tout d’abord été évaluée par 

des GWAS (Genome Wide Association Study) qui reposent sur l’étude simultanée de 

centaines de milliers de variations nucléotidiques polymorphiques (SNP), de fréquence 

allélique dans la population générale (Minor Allele Frequency, MAF) supérieure à 5%, chez 

des milliers d’individus. Plus de 31 SNP de faible pénétrance ont été statistiquement associés 

à une augmentation modérée du risque de CCR chez les patients par rapport aux témoins, 

correspondant à environ 5-10% des CCR sans étiologie génétique (COGENT Study et al., 

2008; Houlston et al., 2010; Dunlop et al., 2012, 2013; Peters et al., 2013; Baert-Desurmont 

et al., 2016). Cependant le risque de cancer associé à ces SNPs est dans la majorité faible, 

avec un Odds Ratio (OR) de l’ordre de 1,2-1,8. A titre de comparaison dans les études portant 

sur le cancer du sein, l’association de l’altération d’un gène à la survenue de cancer avec un 

un OR > 5 est considéré comme prédisposant à un haut risque (comme TP53 : OR = 8,17 

IC95% 3,74–18,26 p-value 2,23%), un OR compris entre 2 et 5 à un risque modéré (comme 

ATM : OR = 3,28 IC95% 2,06–5,21 p-value = 3,64%) et un OR < 2 sans intérêt clinique 

(Slavin et al., 2017). Or, plus le risque est faible, plus la puissance statistique donc la taille 

des échantillons de cas et de témoins doit être importante pour pouvoir montrer une 

association significative entre ce variant et la pathologie d’intérêt. D’autre part, pour des 

raisons technologiques, ces études de GWAS étaient limitées aux variant fréquents de MAF > 

5%.  

 

1.5 Le séquençage de nouvelle génération 

 

 Le bond technologique colossal qui s’est opéré ces dernières années avec le 

développement du séquençage de nouvelle génération (NGS ; Next-Generation Sequencing), 

aussi appelé séquençage de deuxième génération, séquençage haut débit ou séquençage 

massif en parallèle, a permis de faire évoluer conjointement le débit des analyses de génétique 

et les possibilités de stratégies d’analyse. Avant le développement de cette technique de 

biologie moléculaire, l’analyse des gènes de prédisposition au cancer, ou de toute autre 

maladie génétique reposait essentiellement sur le séquençage Sanger, dit de première 
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génération. Développée en 1975 et 1977, cette technique repose sur l’amplification d’une 

séquence d’intérêt par des amorces spécifiques suivie d’une étape de génération de fragments 

de taille différentes se terminant par une base marquée par un fluorochrome caractéristique de 

la base (Sanger et Coulson, 1975; Sanger et al., 1977). Les fragments sont ensuite séparés par 

électrophorèse capillaire et la séquence peut être déterminée par lecture de la fluorescence en 

fonction de la taille du fragment. Cette technique efficace est encore actuellement très 

largement utilisée par les laboratoires de génétique moléculaire, mais elle nécessite la 

synthèse d’amorces spécifiques de chaque exon pour chaque gène à séquencer.  

  

 Le premier séquençage complet du génome humain aura nécessité 10 ans de 1993 à 

2003 (Lander et al., 2001; Venter et al., 2001). Aujourd’hui, de multiples techniques de NGS 

ont été développées par différentes industries pour rendre ce séquençage possible en quelques 

jours à peine. La plateforme de génomique du CHU de Rouen et le Centre National de 

Recherche en Génomique Humaine à Evry (CNRGH), où nous avons réalisé les analyses de 

cette étude, utilisent la technologie Illumina® avec capture. Cette technique repose sur une 

première étape de fragmentation de l’ADN. Une étape de PCR permet ensuite d’amplifier les 

fragments d’ADN et d’ajouter les séquences nécessaires à l’hybridation des amorces de 

séquençage universelles (Rd1 et Rd2 SP ; Figure 5). Ensuite vient l’étape de capture (Figure 

4), caractérisée par l’hybridation des fragments de séquence d’intérêt sur des sondes d’ARN 

biotinylées spécifiques de ces régions cibles. Les locus d’ADN d’intérêt hybridés aux sondes 

biotinylées sont ensuite capturés par interaction entre la biotine et des billes magnétiques 

recouvertes de streptavidine.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 : Next Generation Sequencing avec étape de capture (Bamshad et al., 2011) 
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L’ADN enrichi en séquence cibles est ensuite élué et amplifié afin d’ajouter des index 

spécifiques de chaque patients (Index ; Figure 5), permettant le séquençage en parallèle de 

plusieurs individus, ainsi que les séquences d’attachement à la flow-cell (P5 et P7 ; Figure 5), 

permettant leur fixation au support solide du séquençage. Les index seront séquencés et 

permettront de ré-attribuer chaque fragment d’ADN à son propriétaire. L’ADN obtenu à l’issu 

de l’ensemble de ces étapes, alors appelé librairie (Figure 5), est prêt à être séquencé. 

 

 

Figure 5 : Librairie (Illumina®) 

 

Les librairies des différents patients sont ensuite mélangées de façon équimolaire. Lors 

du séquençage, les séquences d’ADN s’hybrident sur les amorces fixées à la flow-cell grâce 

aux séquences d’attachement. Le brin complémentaire du brin hybridé est ensuite synthétisé à 

partir de la séquence d’attachement. Le fragment d’intérêt est donc à présent fixé à la flow-

cell. Il va ensuite former un pont avec l’amorce adjacente attachée à la flow-cell qui sera lui-

même amplifié, et ainsi de suite jusqu’à ce qu’un cluster se forme (Figure 6).  
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Figure 6 : Formation du cluster (Illumina®) 
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Ensuite, une succession de cycles de lavage et d’incorporation de nucléotides marqués 

de façon réversible permet le séquençage des molécules fixées à partir des amorces de 

séquençage. A chaque cycle, un seul nucléotide marqué est incorporé et une image de la 

fluorescence est prise. Le signal de fluorescence est identique pour un même fragment donc 

un même cluster et sera donc visible à la prise d’image par le séquenceur. Puis le 

fluorochrome du nucléotide marqué est clivé et un second est incorporé, jusqu’au séquençage 

de l’ensemble du fragment. Ces réactions ont lieu en parallèle pour des milliers de copies du 

même fragment, pour des milliers de fragments différents, et ce pour plusieurs patients. 

 

En utilisant les sondes de capture de son choix, cette technologie permet de séquencer 

l’ensemble des exons de plusieurs gènes, pour plusieurs patients, en une seule analyse. On 

nomme panel de gènes les différents gènes que l’on souhaite ainsi séquencer en parallèle. 

Cette technologie permet même le séquençage de l’exome entier, ce qui correspond à 

l’analyse de l’ensemble des exons donc des séquences codantes des 23 000 gènes humains 

connus (Whole Exome Sequencing : WES), correspondant à 1,2 % du génome (3 milliards de 

base ou 3Gb). Malgré son coût qui s’est néanmoins considérablement réduit au cours des 2 

dernières années, cette approche WES permet soit l’étude de l’ensemble des données de 

l’exome, complexe à analyser étant donné le nombre de variations, soit l’application de panels 

in silico. Cette dernière approche consiste à séquencer tout l’exome mais à ne sélectionner 

pour interprétation que les données de séquençage de gènes d’intérêt. L’avantage de cette 

méthode est de réduire le temps et les difficultés d’interprétation, tout en assurant la 

possibilité de revenir aux données initiales à distance, pour analyser d’autres gènes suite à 

l’évolution des connaissances par exemple. 

 

Ces dernières années, l’avènement de cette technologie a permis de mettre en évidence 

l’étendue insoupçonnée de la variabilité du génome humain composé de 3Gb. En 2017, cette 

variabilité n’est bien caractérisée que pour l’exome, qui ne représente que 34 millions de base 

(34 Mb), soit 1,2% du génome. L’analyse massive de 60 706 exomes d’individus témoins 

indemnes de maladies mendéliennes lors de l’étude ExAC (Exome Aggregation Consortium) 

a identifié 7 404 909 variants différents. Parmi ces nombreux variants, 99% sont rares, c’est-

à-dire avec une MAF inférieure à 1%, 72% étaient absents des études antérieures plus réduites 

(1000 Genomes et Exome Sequencing Project), et 54% étaient des singletons, soit des 

variations n’ayant été retrouvées qu’une seule fois dans cette large étude (Lek et al., 2016). 

Chaque exome contient environ 23000 variations génétiques, dont 1600 variations rares avec 
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une MAF < 1% ou privées, c’est-à-dire non présentes dans les bases de données de 

populations. Parmi ces variations rares, environ 100-300 variations sont prédites délétères, de 

par leur nature ou suite à l’application d’algorithmes de prédiction de pathogénicité, basés sur 

la nature de la variation, la conservation de la base ou de l’acide aminé concernés au cours de 

l’évolution et sur l’écart physicochimique entre l’acide aminé initial et substitué. En moyenne 

60 variants par exome sont responsables de la troncature de la protéine codée. La découverte 

de la grande variabilité de l’exome humain a provoqué un changement profond de paradigme 

dans l’exercice de la génétique moléculaire humaine. En effet, l’ère du NGS nous apprend 

que nous sommes tous porteurs d’un grand nombre de variations dont certaines sont rares, 

certaines ont un effet délétère sur la protéine, certaines sont neutres, voire même certaines 

sont protectrices. La difficulté aujourd’hui n’est plus d’identifier des variations mais de les 

interpréter correctement et, le cas échéant, de démontrer leur éventuelle causalité dans une 

pathologie à l’aide d’un faisceau d’arguments, ainsi que d’estimer le risque associé de 

développer une maladie (Kassahn et al., 2014; Richards et al., 2015). 

 

1.6 L’étude des variants rares 

 

Conceptuellement, la théorie de l’évolution voudrait que les variants pathogènes soient 

soumis à une pression de sélection négative et soient donc probablement rares (Lee et al., 

2014). Une des hypothèses de l’hérédité manquante est donc l’implication de variants rares 

conférant un risque intermédiaire dans les pathologies complexes (Manolio et al., 2009) ; 

Figure 7). Des publications récentes soutiennent cette théorie, avec l’implication de variants 

rares de pénétrance modérée identifiés dans les gènes RPS20 et FAN1 dans des formes 

familiales de CCR (Nieminen et al., 2014; Seguí et al., 2015). Cependant l’inférence est 

compliquée par le fait que de tels variants sont présents chez très peu de sujets dans un 

échantillon de population. Pour atteindre une puissance statistique suffisante et mettre en 

évidence un éventuel effet significatif, il faut de fait des tailles d’échantillons de populations 

encore plus grandes que pour les GWAS. De plus, la pénétrance modérée de ces variants rend 

leur mode de transmission compliqué à caractériser. La présence ou l’absence de phénotype 

peut être lié à des interactions avec d’autres facteurs génétiques ou environnementaux (de la 

Chapelle, 2004). 
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Figure 7 : Répartition des variants génétiques en fonction de leur fréquence et de leur effet  

(Manolio et al., 2009) 

 

 Il existe différentes stratégies que l’on peut combiner pour augmenter la puissance 

statistique des études d’association des variants rares sans avoir à constituer une cohorte 

monumentale. Une des approches possibles consiste à sélectionner rigoureusement les 

patients sur des critères d’inclusion stricts et drastiques afin d’obtenir une population 

homogène. Ensuite, la restriction d’inclusion aux patients avec un phénotype extrême permet 

d’augmenter considérablement la probabilité d’un déterminisme génétique important. En 

effet, il est légitime de penser que ces phénotypes extrêmes sous-tendent la présence de 

variants rares avec effet fort. De plus, l’hétérogénéité génétique serait moins importante dans 

une population présentant le même phénotype extrême (Barnett et al., 2013; Lee et al., 2014). 

D’après l’expérience du laboratoire de Génétique Moléculaire du CHU de Rouen basée sur 

l’analyse de 1644 cas index, la restriction de l’analyse des gènes MLH1, MSH2, MSH6, 

PMS2, APC, MUTYH, STK11, SMAD4, BMPR1A et PTEN aux patients évocateurs de formes 

héréditaires de CCR (tumeurs avec une déficience du système MMR avant 65 ans, agrégation 

familiale de CCR dont un cas avant 51 ans, CCR précoce avant 41 ans, polypose 

adénomateuse (plus de 10 adénomes), au moins un polype avancé (≥ 10mm, tubulovilleux, en 

dysplasie de haut grade), entre 2 et 10 adénomes avant 61 ans, polypose hamartomateuse 

documentée histologiquement, ou polypose festonnée avec plus de 5 lésions) permet d’obtenir 
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un taux de détection de variations causales d’environ 20%, bien supérieur aux 5% observés 

chez les patients atteints de CCR tout venants (Baert-Desurmont et al., 2018). 

La constitution de l’échantillon de témoins revêt également une grande importance. 

Pour une étude pertinente, les populations de patients et de témoins doivent être appariées en 

fonction de leur origine ethnique. En effet l’étude de variants rares nécessite de filtrer 

l’ensemble des variants par fréquence dans l’échantillon total. Or les fréquences alléliques 

varient significativement selon l’origine ethnique des individus et l’absence d’appariement 

ethnique induit également un biais de stratification de population. Ce biais, dû à des structures 

de population différente, empêche de détecter une éventuelle différence de fréquence 

observée entre les patients et les témoins pour la pathologie étudiée (Barnett et al., 2013; Lee 

et al., 2014). Afin de ne pas biaiser la filtration de variants rares et l’interprétation d’une 

différence cas/témoins de fréquence observée, il est donc important de sélectionner 

rigoureusement une population témoins ethniquement appariée avec les patients.  

Enfin, la mise en évidence de la récurrence d’une variation est problématique dans les 

études de variants rares. Des méthodes statistiques ont donc été développées afin de les 

agréger par gène, par voie biologique et/ou par réseaux de gènes. Ces tests sont appelés tests 

de charge, Burden tests, et permettent de cumuler les MAF des variants chez les cas d’une 

part et les témoins d’autre part. Ils ne prennent pas en compte la coexistence de variants 

délétères et protecteurs et sont appropriés lorsque les variants agrégés sont supposés tous 

avoir le même effet sur la protéine (Lee et al., 2014). Ils sont puissants lorsqu’une proportion 

importante des variants est causale et que les effets vont dans la même direction. Il existe 

également d’autres tests comme le SKAT test, qui prend en compte la variance des OR. Ces 

tests sont moins performants lorsque la plupart des variants sont causaux et ont le même effet, 

mais plus puissants en cas de faible fraction de variants causaux, ou de présence de variants à 

la fois délétères et protecteurs (Wu et al., 2011). Ces méthodes statistiques ont par exemple 

permis à notre l’Unité Inserm 1245 de la Faculté de Rouen de mettre en évidence l’association 

de variants rares du gène SORL1 (Sortilin Related Receptor 1) avec des formes précoces 

familiales de la maladie d’Alzheimer, considérées comme un phénotype extrême (Nicolas et 

al., 2016). 
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1.7 Les voies de la réparation de l’ADN 

 

 Les bases moléculaires connues dans les formes les plus fréquentes de prédisposition 

héréditaire au cancer colorectal impliquent l’altération de gènes des systèmes de réparation 

MMR et BER (Vogelstein et Kinzler, 2004). Malgré l’absence de consensus sur le sujet, de 

récentes publications ont suggéré l’implication dans le CCR de mutations hétérozygotes du 

gène FAN1 (FANCD2 and FANCI associated nuclease 1), intervenant dans la réparation des 

liaisons inter-brins (Inter-strandCrossLink ; ICL), et du gène BLM (Bloom syndrome RecQ 

like helicase) (Seguí et al., 2015; de Voer et al., 2015). Ces deux gènes sont connus pour être 

impliqués dans les maladies génétiques récessives que sont la néphropathie interstitielle 

caryomégalique (MIM # 614817) et le syndrome de Bloom (MIM # 210900). La voie de la 

recombinaison homologue (Homologous Recombination ; HR) et la voie ICL, à laquelle 

appartiennent FAN1 ainsi que de nombreux gènes responsables de FA, ont également été 

impliquées dans le CCR (Esteban-Jurado et al., 2016; AlDubayan et al., 2018).  

 

 Chacun de ces systèmes de réparation de l’ADN est spécialisé dans la correction d’un 

ou plusieurs types de lésions particulières, mais il existe un chevauchement complexe des 

différents systèmes.  

 

1.7.1. Le système MMR 

 

 Le système de réparation des mésappariements de l’ADN permet la correction des 

erreurs d’appariements monobases ainsi que des boucles d’insertions-délétions.  

L’hétérodimère hMutS, α constitué des protéines MSH2 et MSH6, ou β composé de MSH2 et 

MSH3, détecte ces anomalies. Le complexe hMutS subit ensuite un changement 

conformationnel et le complexe hMutL est recruté. L’hétérodimère hMutL principal est 

hMutLα, composé des protéines MLH1 et PMS2. Le complexe hMutS-hMutL est capable de 

recruter une machinerie d’excision du mésappariement. Une étape de synthèse, reposant sur 

l’activité de polymérases comme Polε et Polδ1, puis de ligation permettent finalement de 

restaurer l’ADN (Figure 8 ; Peltomäki, 2016).  
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Figure 8 : Le système MMR (Peltomäki, 2016) 

 

 L’absence d’une des protéines clés de ce système, que sont MLH1, MSH2, MSH6 et 

PMS2, provoque une accumulation rapide d’altérations non corrigées touchant des séquences 

répétées du génome. L’inactivation mono allélique de l’un des gènes codants pour ces 

protéines est responsable du syndrome de Lynch, de transmission autosomique dominante 

(Jasperson et al., 2010). L’abolition de la fonction de correction des erreurs de réplications de 

Polε et de Polδ1 est également responsable de prédisposition au CCR (syndrome PPAP). 

 

1.7.2. Le système BER 

 

 Le système de réparation par excision de base est responsable de la réparation des 

bases de l’ADN altérées par oxydation, alkylation ou désamination, susceptibles de provoquer 

des mutations. La reconnaissance des lésions est réalisée par les DNA glycosylases, qui vont 

également retirer la base anormale en coupant la liaison N-glycosidique entre celle-ci et le 

désoxyribose, créant un site abasique. Ces glycosylases sont soit monofonctionnelles, comme 

MUTYH, c’est-à-dire seulement capables d’exciser la base endommagée, auquel cas une 

endonucléase est nécessaire pour couper la liaison phosphodiester adjacente, soit 

bifonctionnelles, c’est-à-dire capables en plus d’une activité endonucléase, comme NTHL1. 

La polymérase Polβ vient ensuite incorporer la base manquante (short-patch BER pathway), 

ou les polymérases Polε/Polδ remplacent la base manquante et une série de nucléotides 
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adjacents (long-patch BER pathway). Pour finir, une ligase remet en place la liaison 

phosphodiester (Figure 9 ; Weren et al., 2018).  

 

 

 

Figure 9 : Le système BER  (Weren et al., 2018) 

 

 Chacune des DNA glycosylases a une préférence pour un type de bases anormales 

spécifique. L’absence totale d’une de ces protéines, comme MUTYH ou NTHL1, peut être 

responsable de l’accumulation d’un type particulier de dommage non réparé (Svilar et al., 

2011). L’inactivation biallélique des gènes codants pour ces deux protéines sont responsables 

de formes familiales autosomiques récessives de polyposes (Weren et al., 2018). 
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1.7.3. Le système HR 

 

 Le système de réparation par recombinaison homologue est l’un des systèmes 

permettant de réparer les cassures doubles brins de l’ADN. Après la reconnaissance de 

l’altération et la stabilisation des extrémités par le complexe MRN composé entre autre de 

MRE11, RAD50 et Nsb1, une endonucléase initie une résection 5’-3’ à partir du point de 

cassure de chaque brin. La réparation de la cassure par le système de jonction des extrémités 

non-homologues (Non Homologous End-Joining ; NHEJ) ou par la HR est déterminée en 

fonction de l’étendue de cette résection. En cas de résection importante, la HR est favorisée. 

La protéine RPA recouvre l’ADN simple brin 3’ formé pour le protéger. Des cofacteurs tels 

que BRCA2 et PALB2 permettent le recrutement de RAD51 qui se lie à l’ADN. Le complexe 

formé recherche ensuite une région homologue dans le noyau, dont la séquence va pouvoir 

être utilisée comme modèle (Moynahan et Jasin, 2010). A nouveau à l’aide des cofacteurs 

BRCA2 et PALB2, une activité recombinase induit l’invasion de l’ADN simple brin dans la 

région homologue et un appariement de l’ADN simple brin avec son brin complémentaire 

dans la région homologue (formation d’une D-loop). L’ADN manquant est ensuite synthétisé 

en utilisant ce dernier comme matrice (Figure 10 ; Peterson et Côté, 2004). Pour terminer, soit 

le brin néo-synthétisé s’hybride avec l’autre extrémité de la cassure qu’il utilise ensuite 

comme matrice pour reformer un chromosome complet, soit la seconde extrémité d’ADN 

pénètre dans la D-loop formant une double jonction de Holliday qui peut donner lieu ou non à 

un crossing over (Moynahan et Jasin, 2010). 
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Figure 10 : Le système HR (Peterson et Côté, 2004) 

 

 Les protéines BRCA1, RAD51, mais aussi BRCA2 et PALB2 interviennent entre 

autre dans cette voie de réparation. L’altération d’un allèle du gène codant pour l’une de ces 

protéines est responsable du syndrome héréditaire de prédisposition au cancer du sein et de 

l’ovaire (Familial susceptibility to breast-ovarian cancer 1 : BRCA1, OMIM # 604370 ; 2 : 

BRCA2, OMIM # 612555 ; et Susceptibility to breast cancer : PALB2, OMIM # 114480), de 

transmission autosomique dominante. L’inactivation tumorale du deuxième allèle conduit à la 

tumorigénèse. Comme nous allons le voir, ces protéines sont également impliquées dans la 

voie ICL et leur altération biallélique constitutionnelle est responsable de FA (Fanconi 

anemia, complementation group D1, BRCA2 : OMIM # 605724, et Fanconi anemia, 

complementation group N, PALB2 : OMIM # 610832, Fanconi anemia, complementation 

group S, BRCA1 : OMIM # 617883). 
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1.7.4. Le système de réparation des ICLs 

  

 Le système de réparation des liaisons inter-brins est responsable du clivage des ponts 

covalents se formant entre les deux brins de l’ADN double-brin, empêchant leur séparation. 

Ces liaisons covalentes anormales très fortement cytotoxiques sont causées par des agents 

alkylants bifonctionnels. Ces derniers, dotés de deux groupements alkyls, sont capables de 

réagir avec deux nucléotides et ainsi de former des ponts intra ou inter-caténaires. La 

détection des dommages est prise en charge par ATM, ATR et CHK1, qui phosphorylent 

différentes protéines dont FANCE, FANCM et FANCG pour faciliter la formation du 

complexe FA-core. Ce complexe permet la monoubiquitylation de l’hétérodimère FANCD2-

FANCI par FANCL et UBE2T. C’est une étape clé qui permet le recrutement d’effecteurs 

nécessaire à la réparation des dommages ICLs (Figure 11 ; Nalepa et Clapp, 2018). 

 

 

 

 

Figure 11 : Résumé de la réparation des ICLs (Nalepa et Clapp, 2018) 

 

 En effet, la réparation de ces dommages est particulièrement complexe car elle 

intéresse les deux brins de l’ADN. En plus de la voie ICL proprement dite, elle fait donc 

intervenir d’autres systèmes de réparation comme le système de réparation de l'ADN par 

excision de nucléotide (Nucleotide Excision Repair : NER), et la HR  (Hashimoto et al., 2016) 

(Figure 12). 
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Figure 12 : Le système ICL (Esteban-Jurado et al., 2016) 

 

 L’inactivation biallélique d’un nombre important des gènes impliqués dans la voie de 

réparation ICL provoque une hypersensibilité aux agents pontants inter-brins, responsable de 

l’Anémie de Fanconi (FA). Cette hypersensibilité est détectable par la mise en évidence de 

cassures chromosomiques multiples lors de l’exposition des lymphocytes de patients atteints à 

ces agents pontants. Le phénotype de la FA associe pancytopénie progressive, aplasie 

médullaire, malformations congénitales (petite taille, lésions cutanées, anomalies 
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urogénitales, anomalies des pouces, du cœur et du rein, dysmorphie…) et prédisposition aux 

hémopathies et aux tumeurs solides. A ce jour, 22 sous-types génétiques de FA ont été 

identifiés donc 21 décrits ci-après (Tableau 1). Le 22e gène de FA rapporté est le gène 

RFWD3 ou FANCW, récemment impliqué dans la HR (Knies et al., 2017). La FA est de 

transmission autosomique récessive, sauf pour les gènes FANCB, de transmission liée à l’X, 

et RAD51, dont les mutations rapportées sont hétérozygotes avec un effet dominant négatif 

(Nalepa et Clapp, 2018). 

 

Tableau 1 : Gènes responsables de FA  (Nalepa et Clapp, 2018) 
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1.8 Stratégie de l’étude 

 

 Même si les différents systèmes de réparation de l’ADN semblent majoritairement 

intervenir pour corriger des types distincts de lésions, de plus en plus de publications 

suggèrent leur chevauchement biologique et leur interdépendance (Haynes et al., 2015; 

Hashimoto et al., 2016; Shafirovich et Geacintov, 2017). L’altération de gènes codant pour 

des protéines impliquées dans différentes voies de la réparation pourrait donc avoir un impact 

cumulatif sur l’une ou plusieurs de ces voies. Nous avons souhaité évaluer l’implication des 

variants rares localisés dans les gènes de la réparation de l’ADN dans les CCR du sujet jeune, 

et nous avons donc choisi la stratégie suivante : 

 

1. Nous avons constitué, grâce au recrutement national du laboratoire de génétique 

moléculaire du CHU de Rouen, un premier échantillon de population constitué de 84 

patients avec un phénotype extrême caractérisé par la survenue d’un cancer colorectal 

jusqu’à l’âge 31 ans, et exempts de variation pathogène dans les gènes impliqués dans la 

prédisposition héréditaire au CCR. Nous avons comparé cet échantillon à un groupe 

témoin composé de 567 individus provenant de la population française appariés à nos 

patients et issus de la cohorte du French Exome Project (FREX). 

 

2. Comme première étape de ce projet, nous avons choisi de restreindre notre étude à un 

panel de gènes impliqués dans le cancer séquencés par NGS après capture. Des études 

pangénomiques récentes ont en effet montré que le nombre de gènes contribuant au cancer 

est plus limité qu’attendu, et qu’ils sont impliqués dans des voies biologiques communes 

(Vogelstein et al., 2013; Lawrence et al., 2014). Près de la moitié des gènes de 

prédisposition au cancer décrits sont également affectés par des mutations somatiques 

dans la tumeur, ce qui confirme le chevauchement, au moins partiel, des voies biologiques 

impliquées dans les cancers héréditaires et sporadiques (Rahman, 2014). Nous avons 

déterminé, après revue bibliographique et analyse des bases de données, un panel extensif 

de 201 gènes du cancer. Les analyses NGS par panel de gènes permettent de plus 

d’obtenir une profondeur de séquençage plus importante que le WES, ce qui permet de 

détecter d’éventuelles variations en mosaïque (Hes et al., 2008; Ruark et al., 2013; 

Friedman et al., 2015).  
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3. La qualité de toute analyse statistique est directement dépendante de la qualité des 

données exploitées. Nous avons donc appliqué de nombreux contrôles qualité pour éviter 

au maximum l’introduction de biais dans notre analyse. Pour renforcer notre puissance 

statistique après avoir agrégé les variants par gène, nous avons choisi de cumuler les 

variants des voies biologiques responsables de la réparation de l’ADN. Nous avons testé 

l’association entre la présence d’au moins un variant touchant au moins un gène impliqué 

dans la réparation de l’ADN et le développement de tumeurs précoces du côlon ou du 

rectum, en comparant la proportion de patients porteurs d’au moins un variant dans un 

gène de la réparation de l’ADN par rapport à la proportion observée chez les témoins. 

 

4. Nous avons ensuite constitué un second échantillon de 93 patients, à nouveau avec un 

phénotype extrême caractérisé par la survenue d’un cancer colorectal jusqu’à l’âge 32 ans. 

Parmi ces patients 53 avaient déjà été inclus dans l’échantillon de patients analysés par le 

panel de 201 gènes, et 40 ont été nouvellement inclus. La même population de témoins a 

été utilisée. 

 

5. A la lumière des résultats de la première étape du projet et afin de gagner en puissance 

statistique et d’élargir notre vision, nous avons choisi de séquencer l’exome de ces 

patients en nous focalisant sur 296 gènes impliqués dans les systèmes cellulaires de 

réparation de l’ADN (dont 54 communs avec le panel de 201 gènes) par l’application d’un 

panel in silico. L’objectif était de bénéficier des progrès technologiques récents de cette 

technique, de sa baisse de cout, et de la possibilité de ré-exploiter ultérieurement les 

données acquises pour s’adapter à l’évolution potentielle des connaissances. 

 

6. A nouveau après l’application de nombreux contrôles qualité, nous avons réalisé une 

étude statistique pour évaluer l’association des variants rares dans les gènes de réparation 

de l’ADN à la survenue de CCR précoce. Nous avons réalisé un test de comparaison de la 

proportion de simples porteurs, un Burden test SeqMeta, un SKAT test, un test 

d’enrichissement, et un test de comparaison de la proportion de doubles porteurs. Etant 

donné les variants délétères détectés dans la population de patients, nous avons choisi 

d’appliquer ces tests d’association en agrégeant les variants rares de l’ensemble des gènes 

de la réparation de l’ADN d’une part et seulement ceux de la voie ICL d’autre part.  
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Phénotype extrême : CCR précoce ≤ 32 ans 

Sans mutation dans les gènes de prédisposition au CCR connus 

Etude d’association cas-témoins 

variants rares par Burden tests 

Recherche de variants rares délétères 

Gènes de prédisposition au cancer connus 

Gènes de prédisposition 

au CCR connus 

Gènes non  

impliqués dans le CCR 

IMPLICATION DES VARIANTS RARES DANS LE CCR ? 

Sélection rigoureuse des patients 

Probabilité importante d’un déterminisme génétique fort  

Rattrapage  

diagnostique 
Extension  

phénotypique 

? 

Gènes  

candidats ? 

Voies de la  

réparation de l’ADN 

Agrégation des 

variants par gène 

Agrégation des variants 

par voie biologique 

Gènes de prédisposition au CCR connus :  

 

 MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, APC, MUTYH, STK11, SMAD4, BMPR1A, PTEN 

NTHL1*, POLE*, POLD1* 

 

* Gènes récemment impliqués dans le CCR n’ayant pas été analysés chez tous les 

patients lors de l’inclusion dans l’étude 

Figure 13 : Stratégie de l’étude 
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2. MATERIEL ET METHODES  

 

2.1 Sélection des patients 

 

 Les critères d’inclusion des patients sont le diagnostic d’un cancer colorectal jusqu’à 

l’âge précoce de 31 ans. Un seuil initial de 31 ans a été fixé afin de concentrer l’étude sur les 

formes très précoces de CCR, pouvant être considérées comme phénotype extrême, évocateur 

d’un déterminisme génétique fort (Barnett et al., 2013). Ces patients remplissent donc tous les 

critères de Bethesda révisés puisque le diagnostic de CCR est posé avant 50 ans. Les critères 

d’exclusion sont (i) un syndrome de Lynch, défini par la présence d’une mutation délétère 

d’un gène MMR (MLH1, MSH2, MSH6, ou PSM2), en cas d’analyses non réalisées les 

patients avec une tumeur de phénotype MSI ont été exclus,  (ii) une polypose adénomateuse, 

définie par un nombre d’adénomes histologiquement confirmés supérieur à 10, ou (iii) une 

polypose harmatomateuse, définie par la présence d’un hamartome prouvé histologiquement. 

L’inclusion des patients a été multicentrique, grâce au recrutement national du Centre 

Normand de Médecine Génomique et de Médecine Personnalisée, partenaire de différents 

Centres Français de lutte contre le cancer et Centres Hospitaliers Universitaires. Cette 

inclusion s’est faite de manière majoritairement rétrospective. Ce projet a été soumis au 

Comité de Protection des Personnes Nord-Ouest I, qui a donné son accord en Octobre 2015. 

Tous les patients inclus ont consenti de manière libre et éclairée à l’utilisation de leurs 

prélèvements dans le cadre de la recherche. 

 

• Sélection des patients analysés par le panel de 201 gènes 

 

 Pour l’étude par séquençage haut débit d’un panel de 201 gènes, 84 cas index ont été 

inclus, dont 63% de femmes et 37% d’hommes. La moyenne d’âge au diagnostic de CCR de 

cette population de patients est de 27 ± 2,4 ans, avec un âge minimal de 14 ans et un âge 

maximal de 31 ans.  
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• Sélection des patients analysés par WES 

 

 Pour l’étude par NGS de l’exome entier, 93 cas index ont été inclus au total, dont 62% 

de femmes et 38% d’hommes. Parmi ceux-ci, 53 patients appartiennent également au 1er 

échantillon analysé par le panel 201 gènes, et 40 patients sont nouvellement inclus. Une 

exception concernant l’âge d’inclusion a été réalisée pour 3 patients analysés par exome. En 

effet l’un avait un CCR métastatique à 32 ans, suggérant l’apparition de la tumeur primitive 

avant 31 ans, et les deux autres n’avaient pas eu de chromocoloscopie les années précédentes, 

rendant probable une tumorigenèse initiée plus précocement. La moyenne d’âge au diagnostic 

de CCR de cette population de patients est de 27 ± 3,8 ans, avec un âge minimal de 14 ans et 

un âge maximal de 32 ans.  

 

2.2 Sélection des témoins 

 

 Un total de 567 individus témoins issus de la population française a été inclus dans 

l’étude. Ces individus témoins ont été recrutés dans 6 villes françaises différentes dans le 

cadre du French Exome Project (FREX ; E Génin, JF Deleuze, R Redon, L Letenneur, D 

Campion, JC Lambert, France Génomique), auquel notre unité participe, et sont tous 

d’ascendance française. Leur moyenne d’âge est de 66,6 ±18,3 ans, avec un âge minimal de 

19 ans et un âge maximal de 103 ans.  

 

2.3 Séquençage 

 

2.3.1 Sélection des gènes analysés 

 

• Sélection des gènes du panel de 201 gènes 

 

En 2015, nous avons recensé les gènes impliqués dans la transformation maligne, que 

leurs altérations rapportées soient constitutionnelles ou somatiques. Trois sources ont été 

utilisées à cet effet :  

- Les articles publiés, avec une attention particulière portée sur les preuves génétiques et 

fonctionnelles permettant de conclure au caractère causal de l’altération du gène décrite dans 

le cancer. 
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- Les bases de données des tumeurs telles que la base de données COSMIC (Catalogue of 

Somatic Mutations in Cancer, http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic), la base de données Broad 

Institute (http://www.tumorportal.org) et la base de données TCGA (The Cancer Genome 

Atlas, https://tcga-data.nci.nih.gov/tcga). 

- Les différents panels de gènes du cancer développés par des équipes universitaires ou des 

sociétés commerciales pour détecter les mutations somatiques et/ou constitutionnelles. 

  

 Nous avons ainsi sélectionné 201 gènes de cancer (Tableau 2 et 3), en incluant la 

plupart des gènes déjà impliqués dans une prédisposition héréditaire au cancer. Il est à noter 

que ce panel étendu de gènes du cancer est destiné à être utilisé par plusieurs équipes de 

recherche au sein de notre unité Inserm, afin d’explorer la prédisposition au cancer de patients 

avec un phénotype extrême. Outre notre échantillon de patients avec cancer colorectal 

précoce, une cohorte de patients avec cancer du sein ou de l’ovaire précoce et une cohorte de 

patients avec cancers pédiatriques ou tumeurs primitives multiples, ont été également 

constituées afin d’explorer leur étiologie génétique non élucidée. La constitution de ce panel 

étendu pourra ainsi permettre l’identification de nouveaux gènes candidats mais aussi évaluer 

l’extension du spectre tumoral de syndromes de prédisposition au cancer déjà connus. 
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Tableau 2: Liste des 201 gènes du panel 

 

Tableau 3 : Liste des 54 gènes impliqués dans la réparation de l’ADN parmi les 201 gènes du 

panel 

MMR NER ICL HR HS Autres 

MLH1 DDB1 ATR MRE11A ATM ATRX 

MSH2 DDB2 BARD1 RAD21 BLM CDKN1A 

MSH6 ERCC1 BRCA1 RAD50 RECQL4 CDKN2A 

PMS2 ERCC2 BRCA2 RAD51 WRN CHEK2 

 ERCC3 FANCA RAD51B  MDM2 

 ERCC4 FANCB RAD51C  MDM4 

 ERCC5 FANCC RAD51D  MGMT 

 XPA FANCD2 SLX4  MUTYH 

 XPC FANCE XRCC2  POLE 

  FANCF XRCC3  POLH 

  FANCG   TERT 

  FANCI   TP53 

  FANCL    

  FANCM    

  PALB2    

AIP BLM CTNNB1 FANCB GNA11 KMT2B NBN POLH RUNX1 STAG2 

AKT1 BMPR1A CYLD FANCC GNAQ KMT2C NF1 POT1 SBDS STK11 

AKT2 BRAF DDB1 FANCD2 GNAS KRAS NF2 PPM1D SDHA SUFU 

AKT3 BRCA1 DDB2 FANCE H3F3A MALT1 NKX2-1 PRKAR1A SDHAF2 TCF7L2 

ALK BRCA2 DICER1 FANCF HNF1A MAP3K1 NRAS PTCH1 SDHB TERT 

AMER1 BRIP1 DNMT3A FANCG HOXB13 MAX NSD1 PTEN SDHC TGFBR2 

APC BUB1B EGFR FANCI HRAS MDM2 NTRK1 PTPN11 SDHD TMEM127 

ARAF CARD11 EGLN1 FANCL IDH1 MDM4 PALB2 PTPRD SH2D1A TNFAIP3 

ARID1A CASP8 EPCAM FANCM IDH2 MEN1 PAX7 RAD21 SLX4 TP53 

ARID5B CCND1 EPHB2 FAS IGF2 MET PDGFB RAD50 SMAD3 TP63 

ATM CDH1 ERBB2 FAT1 IKZF1 MGMT PDGFRA RAD51 SMAD4 TRIM33 

ATR CDK4 ERCC1 FBXW7 INHA MITF PDGFRB RAD51B SMARCA4 TSC1 

ATRX CDKN1A ERCC2 FGFR1 INHBA MLH1 PHOX2B RAD51C SMARCB1 TSC2 

AURKA CDKN1B ERCC3 FGFR2 INSR MPL PIK3CA RAD51D SMARCE1 VHL 

AXIN2 CDKN2A ERCC4 FGFR3 IRF4 MRE11A PIK3CD RAF1 SMC1A WRN 

BAP1 CDKN2B ERCC5 FGFR4 IRS1 MSH2 PIK3R1 RB1 SMO WT1 

BARD1 CDKN2C EXT1 FH JAK1 MSH6 PIK3R2 RECQL4 SOS1 XPA 

BCL2 CHEK2 EXT2 FHIT JAK2 MUTYH PML RET SPEN XPC 

BCL2L11 CREBBP FAM157A FLCN JAK3 MYC PMS2 RINT1 SPOP XRCC2 

BCL9 CTNNA1 FANCA GATA2 KIT MYCN POLE RNASEL SPRED1 XRCC3 

BIRC5          
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• Sélection des gènes des panels in silico appliqués aux données de WES 

 

Panel in silico diagnostique : 

 

 Un panel in silico de 14 gènes responsables de syndromes de prédisposition 

héréditaire au CCR a été appliqué aux données de WES. Les gènes de ce panel diagnostique 

sont ceux actuellement analysés au laboratoire de Génétique Moléculaire du CHU de Rouen 

en cas de suspicion de forme héréditaire de CCR. Ces gènes sont : APC, BMPR1A, MLH1, 

MSH2, MSH3, MSH6, MUTYH, NTHL1, PMS2, PTEN, POLD1, POLE, SMAD4 et STK11. 

 

Panel in silico de 296 gènes impliqués dans la réparation de l’ADN : 

 

A la lumière des résultats préliminaires du séquençage par panel de gènes, nous avons 

voulu élargir notre analyse en nous focalisant sur 296 gènes (Tableau 4) impliqués dans les 

systèmes cellulaires de réparation de l’ADN. Ces gènes ont été sélectionnés et classés selon la 

voie de réparation de l’ADN dans laquelle ils sont majoritairement impliqués. Deux sources 

principales ont été utilisées :  

- Une revue extensive de la bibliographie 

- Le panel de gènes de la réparation utilisé et détaillé par le consortium international ExAC 

(Das et Ghosh, 2017). 
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Tableau 4 : Liste des 296 gènes impliqués dans la réparation de l’ADN 

BER MMR NER HR NHEJ ICL Pol O DDDR DPCR 

APEX1 MLH1 ASF1A BARD1 ABL1  BRCA2  MAD2L2 ATR ALKBH1  TDP1 

APEX2 MLH3 ATXN3 BCCIP ATRX  BRIP1 PAPD7 ATRIP ALKBH2 TDP2 

ERCC6L MSH2 CCNH  BRCA1  DCLRE1C  CENPS PCNA CDKN2A ALKBH3 

 HMGB1  MSH3 CDK7  CHD4 DNTT FAAP100 POLA1 CETN3  MGMT  

 HMGB2  MSH4 CDKN1A  DMC1  KAT5 FAAP20 POLA2 CHD1L 

  LIG3 MSH5 CEBPG EME1  LIG4  FAAP24 POLB CHEK1  

  MBD4 MSH6 CETN2  EME2 NHEJ1 FAN1 POLD1 CHEK2  

  MPG PMS1 CRY1  ESCO2 PRKDC  FANCA POLD2 CIB1 

  MUTYH PMS2 DDB1  FIGNL1 PTTG1  FANCB  POLD3 CLK2 

  NEIL1 RPA1  DDB2  GEN1 RBM14 FANCC  POLD4 CRY2  

  NEIL2 RPA4  ERCC1  MATR3 SFPQ FANCD2  POLE CSNK1E  

  NEIL3 

 

ERCC2  MRE11  XRCC4  FANCE  POLE2 DCLRE1A  

  NTHL1 

 

ERCC3  MUS81  XRCC5  FANCF  POLE3 DCLRE1B  

  OGG1 

 

ERCC4  NBN  XRCC6 FANCG  POLE4 EMSY 

  PARP1 

 

ERCC5  NSMCE1 

 

FANCI POLG HELQ 

  PARP2 

 

ERCC6  NSMCE2 

 

FANCL  POLG2 HUS1  

  PARP3 

 

ERCC8 RAD21  

 

FANCM  POLH  MDC1 

  PARP4 

 

GADD45A RAD50  

 

PALB2 POLI  MDM4 

  PNKP 

 

GADD45B RAD51  

 

SLX4 POLK N4BP2  

  SMUG1 

 

GADD45G  RAD51AP1  

 

UBE2T POLL  NABP2 

  SUMO1  

 

GTF2H1  RAD51B  

 

USP1 POLM  NIPBL 

  TDG 

 

GTF2H2  RAD51C  

 

WDR48 POLN  PER1 

  UNG 

 

GTF2H3  RAD51D  

  

POLQ  PRPF19 

  XRCC1 

 

GTF2H4  RAD52  

  

REV1  RAD1  

  

  

GTF2H5  RAD54B  

  

REV3L  RAD17  

  

  

HTATIP2 RAD54L  

  

RFC1  RAD54L2 

  

  

LIG1  RBBP4  

  

RFC2  RAD9A  

  

  

MMS19  RBBP8  

  

RFC3  RDM1 

  

  

MNAT1  RMI1 

  

RFC4  RECQL 

  

  

RAD23A  RMI2 

  

RFC5  RECQL5 

  

  

RAD23B  RUVBL2  

  

TEP1  RIF1  

  

  

RPA2  SEM1  

  

TERF1  SMARCA1 

  

  

RPA3  SLX1A 

  

TERF2  SMARCAD1 

  

  

UVSSA SLX1B 

  

TERT  SMARCAL1 

  

  

XAB2  SMC1A  

  

TINF2  TOPBP1  

  

  

XPA  SMC1B 

  

TOP1  TP53  

  

  

XPC SMC3 

  

TOP2A  TP53BP1  

  

   

SMC5 

  

TOP2B  TP53I3  

  

   

SMC6 

  

TOP3A  

   

   

SYCP3 

  

TOP3B  

   

   

WDR33  

         WRNIP1        

   XRCC2       

   XRCC3       
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SSBR DSBR MNP Edit CP CS Ub HS 

APTX APLF DUT ENDOV CLSPN CHAF1A CUL4A ATM 

 
ATP23 NUDT1 EXO1 CSNK1D CHAF1B CUL4B BLM 

 
MTOR NUDT3 FEN1 MAD1L1 H2AFX HLTF MPLKIP 

  
RRM1 SPO11 MAD2L1 HDAC8 MDM2 RECQL4 

  
RRM2 TREX1 RAD9B MBD1 RAD18 WRN 

  
RRM2B TREX2 RUVBL1 MBD2 RBX1 

 

     
MBD3 RNF168 

 

     
MBD5 RNF4 

 

     
MBD6 RNF8 

 

     
SETMAR SHPRH 

 

     
SSRP1 SPRTN 

 

     
SUPT16H UBA1 

 

      
UBE2A 

 

      
UBE2B 

 

      
UBE2D2 

 

      
UBE2D3 

 

      
UBE2I 

 

      
UBE2L3 

 

      
UBE2N 

 

      
UBE2V1 

 

      
UBE2V2 

 
 

Voies de réparation de l’ADN : 

BER : Base Excision Repair 

MMR : MisMatch excision repair 

NER : Nucleotide Excision Repair 

HR : Homologous Recombination 

NHEJ : Non-Homologous End-Joining 

ICL : Interstand crosslink 

DDDR : Direct DNA damage reversal 

DPCR : DNA-protein crosslink repair 

SSBR : Single Strand Break Repair 

DSBR : Double Strand Break Repair 

MNP : Modulation of Nucleotide Pools 

Pol : Polymerases, telomerases, topoisomerases, accessory proteins 

Edit : Editing and processing nucleases 

CP : DNA damage Checkpoint 

CS : Chromatine Structure 
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Ub : Ubiquitination (abnormal or short-lived proteins degradation) 

HS : Hyper-sensitivity to DNA damaging agents implicated genes 

O : Others > Suspected DNA repair function  (structure homology…) 

 

2.3.2 Capture, séquençage et analyses bio-informatiques    

 

• Capture, séquençage et analyses bio-informatiques de l’ADN des patients par le panel 

de 201 gènes 

 

Nous avons mis au point fin 2015 un design à façon incluant tous les exons des 201 

gènes sélectionnés, ainsi que les 25 paires de bases introniques flanquantes des exons. Nous 

avons choisi un chevauchement des sondes de 5x et un enrichissement spécifique des régions 

riches en GC. La taille de la région génomique capturée totale est d’environ 1 Mb.  

 Pour la plupart des patients, l’ADN a été extrait au laboratoire à partir d’un 

prélèvement périphérique de sang total sur EDTA. Le kit utilisé pour l’extraction est le kit 

QuickGene DNA whole blood kit L sur un appareil semi-automatique QuickGene-610L 

(Autogen Inc.). 

La concentration en ADN double brin des échantillons avant et après préparation des 

librairies est évaluée par fluorimétrie en utilisant les kits Quant-it
TM

 dsDNA Assay Kit, Broad 

Range et Quanti-it
TM 

dsDNA Assay Kit, High Sensitivity (Invitrogen) et l’automate Twinkle LB 

970 (Berthold Technologies). Les étapes de préparation des librairies, de capture et de 

normalisation sont réalisées manuellement ou à l’aide d’une plateforme robotique dotée d’un 

robot Sciclone
® G3 NGS Workstation (PerkinElmer Inc.) optimisée par l’utilisation du kit 

SureSelect
QXT (Agilent Technologies). La première étape est appelée « tagmentation » et 

correspond à la fragmentation enzymatique aléatoire de 50 ng d’ADN par échantillon 

combinée à l’ajout de séquences permettant l’hybridation des amorces des PCR 

d’enrichissement. Par la suite, une première PCR, d’une durée de 8 cycles, permet d’enrichir 

la préparation en matériel et d’ajouter les séquences nécessaires à l’hybridation des amorces 

de séquençage. Après purification par billes magnétiques grâce au kit Agencourt AMPure XP 

(Beckman Coulter Life Sciences), la taille et la concentration des fragments obtenus sont 

contrôlées par migration sur piste D1000 ScreenTape (Agilent Technologies) sur un appareil 

TapeStation 2200 (Agilent Technologies). La quantité d’ADN de chaque échantillon peut 

ainsi être normalisée avant l’étape de capture. Après capture à l’aide de Dynabeads
®
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MyOne™ Streptavidin T1 (Invitrogen) et lavages successifs, une seconde PCR 

d’enrichissement est réalisée. Cette PCR de 14 cycles permet l’ajout d’index spécifiques de 

chaque patient. Après une seconde étape de purification par billes magnétiques, chaque 

librairie est à nouveau contrôlée par migration sur la Tape station et quantifiée par 

fluorimétrie, afin de réaliser un mélange équimolaire de l’ensemble des échantillons. Ce 

mélange équimolaire est finalement séquencé par synthèse en «paired-end» 2 x 150 pb sur un 

séquenceur Illumina NextSeq500. L’analyse primaire des données, comprenant l’évaluation de 

la qualité des données, l’analyse des images et l’appel des bases (base calling), est réalisée en 

temps réel pendant le séquençage par l’outil RTA 2.0 (Real Time Analysis, Illumina). Les 

données issues du séquenceur sont ensuite prises en charge par le pipeline bio-informatique de 

la plateforme génomique de Rouen. Les outils BWA v0.7.6a (Burrows-Wheeler Alignment 

tool), PICARD v1.108 et GATK v3.4 (Genome Analysis ToolKit, Broad Institute) sont utilisés 

pour l’analyse secondaire afin de réaliser le démultiplexage, l’alignement et l’appel de variant 

(variant calling) (Van der Auwera et al., 2013). Le génome de référence utilisé est celui 

d’Homo Sapiens version GRCh37. Nous avons choisi de retirer les duplicats de PCR afin de 

limiter l’enrichissement de nos résultats en artefacts. Cette méthode nous permet de conserver 

une profondeur de 500X, suffisante pour la détection d’éventuelles mosaïques. 

 

• Capture, séquençage et analyses bio-informatiques de l’ADN des patients et des 

témoins par WES 

 

Le séquençage des WES est effectué au Centre National de Recherche en Génomique 

Humaine (CNRGH) à Evry, dirigé par Monsieur Jean-François Deleuze, avec lequel notre 

laboratoire collabore étroitement depuis plusieurs années. Le séquençage des WES des 

patients et des témoins du projet FREX a été réalisé par ce centre, ce qui nous permet lors de 

l’étude statistique de comparer des données analysées dans des conditions proches et donc de 

réduire les éventuels biais techniques. Pour chaque individu sélectionné, 4 à 8 µg d’ADN sont 

envoyés par notre centre, accompagné du code anonyme de l’échantillon, du genre du patient, 

de la méthode d’extraction, ainsi que de la concentration et du volume de la prise d’essai 

correspondants. Après réception, le CNG s’assure de la bonne qualité des échantillons reçus : 

la concentration est vérifiée, l’intégrité de l’ADN est évaluée par migration sur un appareil 

TapeStation 4200 (Agilent Technologies), une PCR est réalisée afin de détecter la présence 

d’éventuels inhibiteurs, et un génotypage permet de vérifier la concordance avec le genre 

renseigné. La capture des exomes est effectuée sur la plateforme robotique du CNRGH à 
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l’aide de kits Agilent SureSelect Human All Exon V5+UTR (Agilent technologies) pour les 

témoins, et de kits Agilent SureSelect Human All Exon V6 (Agilent technologies) pour les 

patients, séquencés plus tardivement. Le séquençage a été réalisé par synthèse en «paired-

end», en 75 ou 100 pb sur un séquenceur Illumina HiSeq2000 ou 2500 pour les témoins, et en 

2 x 150 pb sur un séquenceur Illumina HiSeq4000 pour les patients. Les données brutes, après 

alignement sur le génome d’Homo Sapiens version GRCh37, démultiplexage et variant 

calling par BWA 0.7.5a, Picard 1.101 (Broad Institute) et GATK 3.3-0 (Broad Institute), sont 

transmises sous forme de FASTQ et de BAM à l’équipe bio-informatique de la plateforme 

génomique de Rouen pour être analysées. 

 

Enfin l’analyse tertiaire, correspondant à l’annotation des variants, est effectuée pour 

l’ensemble des patients et les témoins par snpEff v4.2 (Cingolani et al., 2012). Ce pipeline est 

complété par le logiciel de détection des remaniements génomiques CANOES (Backenroth et 

al., 2014). Par ailleurs, un variant calling alternatif est réalisé par le logiciel VarScan v2.3.9 

(Washington University), dont les résultats sont annotés par Alamut® Batch : v1.5.2 

Standalone (Interactive BioSoftware) afin d’optimiser la détection des mosaïques (Koboldt et 

al., 2009). 

 

2.3.3 Filtration et interprétation des variants détectés 

 

 Afin de détecter des variants délétères rares voire privés susceptibles d’être à l’origine 

d’une prédisposition héréditaire au CCR à forte pénétrance donc à haut risque, nous avons 

réalisé une filtration bio-informatique séquentielle :  

 (i) Tout d’abord, seuls les variants avec une qualité suffisante sont conservés. Les 

seuils appliqués sont adaptés à la méthode de séquençage. Les variants détectés par le panel 

de 201 gènes conservés sont ceux avec un Genotype Score > 80 et une profondeur > 20. Les 

variants détectés par WES puis panel in silico de 296 gènes conservés sont ceux avec un 

Genotype Score > 20 et une profondeur > 10. Ces derniers scores sont plus permissifs car la 

profondeur de séquençage obtenue par cette technique est plus faible. (ii) Une filtration sur la 

MAF est ensuite réalisée afin de ne conserver que les variants rares, donc avec une MAF < 

1% dans les bases de données de population ExAC (NFE : Non Finish European, à 

l’exclusion de la cohorte TCGA qui regroupe des patients atteints de cancers ; Lek et al., 

2016), ESP6500 (EA : European American ; Exome Variant Server, NHLBI GO Exome 

Sequencing Project, Seattle, WA) et 1000Genome (EUR : Europeans ; Auton et al., 2015). 
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(iii) Un autre filtre sélectionne les variants supposés strictement délétères, ce qui inclut tous 

les variants disruptifs impliquant une perte de fonction (Loss Of Function ; LOF) ainsi que les 

variants faux sens exoniques prédits délétères par les 3 logiciels de prédiction de 

pathogénicité que sont SIFT, Polyphen-2 HVAR et MutationTaster (versions utilisées par 

dbNSFP v3.3 ; Adzhubei et al., 2010; Liu et al., 2011, 2016; Schwarz et al., 2014; Sim et al., 

2012). Les variants LOF conservés sont ceux qui provoquent un changement de cadre de 

lecture, la perte ou le gain d’un codon stop, et les variants introniques touchant les sites 

consensus d’épissage en -1, -2 ou +1, +2. Les variants affectant les derniers 5% de la protéine 

ont été exclu de la catégorie LOF, car la protéine est alors moins sensible à la troncature 

(MacArthur et al., 2012). Le nettoyage des artefacts a été effectué manuellement par la lecture 

directe des fichiers BAM (Binary Alignment Map) de l’ensemble des variants identifiés par le 

panel de 201 gènes, et comparé au nettoyage automatique du VQSR, détaillé dans la partie 

statistique. Les variants identifiés par exome avec un mauvais score de VQSR ont été 

d’emblée éliminés, et les BAM des variants d’intérêt identifiés chez les patients ont été lus 

dans un second temps. 

 

L’interprétation biologique et la classification de chaque variant sont finalement 

réalisées à l’aide du logiciel Alamut® Visual (Interactive Biosoftware), de l’interface web 

wIntervar (Wang Genomic Lab), et d’une revue de la bibliographie (Li & Wang, 2017). La 

classification en 5 classes issue des recommandations internationales de l’American College 

of Medical Genetics and Genomics (ACMG) et de l’Association for Molecular Pathology 

(AMP) est appliquée (Amendola et al., 2016; Richards et al., 2015). Cette classification est 

basée sur 28 critères incluant notamment la nature de la variation, la présence et la fréquence 

de la variation dans les bases de données de population (ExAC, ESP6500 et 1000Genomes) et 

de patients (InSIGHT : International Society for Gastrointestinal Hereditary Tumours 

Database, ClinVar, UMD : Universal Mutation Database), les résultats des algorithmes de 

prédiction de pathogénicité permettant de prédire in silico l’effet de la variation sur la 

protéine, les données fonctionnelles, et les données de ségrégation. Pour nous aider dans cette 

classification et dans l’interprétation, nous avons également appliqué des algorithmes de 

prédiction de l’impact de la variation sur l’épissage: SpliceSiteFinder-like, MaxEntScan, 

NNSPLICE 0.9, GeneSplicer et Human Splicing Finder 2.4.1 (Reese et al. 1997; Zhang 1998; 

Pertea et al. 2001; Yeo et Burge 2004; Desmet et al. 2009). Nous avons par ailleurs 

systématiquement consulté, pour chaque variant détecté, la valeur de la pLi (probability of 

Loss of function intolerance) fournie par la base de données ExAC du gène portant la 



61 

 

variation, ainsi que l’expression de celui-ci dans les tissus digestifs, grâce à la base de 

données GTEx (Lonsdale et al., 2013). La nomenclature des variants utilisée dans cette thèse 

est la nomenclature  HGVS, recommandée et internationale. Les NM utilisés pour décrire ces 

variants correspondent à ceux de l’isoforme principale de la protéine codée par le gène, 

d’après la base de données APPRIS 2018_02.v27, construite par le GENCODE consortium, 

appartenant au ENCODE project (Rodriguez et al., 2018). 

 

2.3.4 Confirmation des variants d’intérêt 

 

• Séquençage Sanger 

 

 Certains variants d’intérêt ont été vérifiés par séquençage Sanger. La vérification n’a 

pas été systématique puisque, d’après une étude de 2016, la confirmation par Sanger de 

variants dotés de bons score de qualité en NGS est plus à risque d’invalider un vrai positif du 

NGS plutôt que de mettre en évidence un faux positif (Beck et al., 2016). Des amorces de 

PCR ont été choisies pour chaque variant à partir du logiciel primer3 

(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). Une étape d’amplification de l’ADN par PCR est réalisée 

et purifiée, suivie d’une réaction de séquençage, également purifiée. Les fragments sont 

finalement migrés sur un séquenceur capillaire ABI3500 (Applied Biosystems), et les 

séquences sont analysées à l’aide du logiciel SeqA6 (Applied Biosystems).  

 

• PCR digitale 

 

 Les CNV d’intérêt ont été vérifiés par une technique de PCR digitale en émulsion 

(Digital Droplet PCR, ddPCR) développée par le service de génétique et l’unité Inserm 

U1245 du CHU de Rouen. Cette technologie repose sur la quantification relative, dans la 

même réaction, d’un amplicon associé à une sonde d’hydrolyse émettant une fluorescence 

FAM localisé au locus du CNV d’intérêt, par rapport à un amplicon de référence, situé au 

locus du gène de ménage HMBS, associé à une sonde d’hydrolyse émettant une fluorescence 

VIC. Un protocole standard a été utilisé sur la plateforme ddPCR QX200 (Bio-Rad, Hercules, 

CA, USA). Ce protocole est composé d’une première étape de fragmentation de 40 ng d’ADN 

génomique par la chaleur à 98°C pendant 10 minutes. L’ADN fragmenté est mélangé au 

supermix ddPCR (BioRad) dédié, aux amorces de l’amplicon cible et de l’amplicon de 

référence, ainsi qu’aux sondes d’hydrolyse marquées FAM pour la séquence d’intérêt et VIC 
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pour la séquence référence. L’échantillon est ensuite divisé en 15 000 à 20 000 gouttelettes de 

5 nL, qui servent chacune de puit réactionnel, par un système de générateur de gouttelettes 

QD200R. L’amplification par PCR est réalisée sur un thermocycleur BioRad S1000 : une 

étape initiale de dénaturation dure 95 min à 95°C, puis 40 cycles d'une étape de dénaturation à 

94°C pendant 30 secondes, puis d’extension à 56°C pendant 1 minute sont réalisés, et enfin 

une dénaturation a lieu à 98°C pendant 10 minutes. La lecture et la quantification des 

gouttelettes ont été effectuées par le lecteur QX200. Le nombre de copies de la séquence 

d’intérêt est calculé par le rapport de la concentration de la cible marquée par FAM sur celle 

de la référence VIC. L'analyse des données a été réalisée à l'aide du module 2D du logiciel 

QuantaSoft (Bio-Rad). 

 

2.4 Analyses statistiques  

 

2.4.1 Contrôles qualité des individus 

 

Ces contrôles s’effectuent en deux étapes. Tout d’abord, une première étape purement 

technique permet de s’assurer que des erreurs dans le processus de séquençage (artefact, perte 

d’un allèle, contamination) ne viendront pas fausser les résultats de certains de nos patients ou 

témoins. Différents critères de qualité sont systématiquement examinés pour chaque individu : 

• Le ratio hétérozygotes/homozygotes : le ratio entre le nombre d’allèles alternatifs 

portés à l’état hétérozygote et homozygote parmi les variants connus et répertoriés 

dans dbSNP147 est calculé pour chaque individu. Si ce ratio observé s’écarte du ratio 

moyen de plus de 6 déviations standards, le ratio est considéré comme aberrant et 

l’individu est exclu de l’étude.  

• Le ratio transition/transversion : un processus identique au ratio 

hétérozygotes/homozygotes est appliqué. 

• Le nombre de singletons (variants mis en évidence une seule fois parmi l’ensemble 

des patients et témoins) 

• La Missingness : Le taux de valeurs manquantes sur la zone de capture est déterminé 

pour chaque patient et témoin. S’il est supérieur à 15%, la capture est considérée 

comme de mauvaise qualité et l’individu est exclu de l’étude. 

 Une seconde étape méthodologique vient exclure les individus qui, en dépit d’une 

bonne qualité de séquençage, ne répondent pas aux critères d’éligibilité pour une analyse 
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d’association. En effet, pour mener à bien une analyse statistique d’association non biaisée il 

est nécessaire de s’assurer que les individus inclus dans l’étude (i) constituent un échantillon 

homogène permettant une estimation robuste des fréquences alléliques et (ii) sont 

indépendants les uns des autres. 

 

A l’intersection entre les deux étapes du contrôle des individus, le nombre de 

singletons (variants mis en évidence une seule fois dans l’étude parmi l’ensemble des patients 

et témoins) est calculé pour chaque individu à la recherche d’un éventuel excès du nombre de 

singletons portés. En effet, un excès en singletons peut être le reflet de la survenue de 

nombreux artefacts de séquençage. En réalité, l’effet des artefacts de séquençage sur ce 

paramètre est minime à côté des effets de structure de population observés. Le nombre de 

singletons par individu met principalement en évidence les individus dont le fond génétique 

diffère fortement de la majorité de l’échantillon. Les singletons observés correspondent de fait 

à des allèles spécifiques d’autres populations, potentiellement fréquents voire fixés dans ces 

populations, mais absents de la population dont est issue la majorité de l’échantillon. 

 

 L’homogénéité génétique de la population est vérifiée par ailleurs à l’aide d’une 

analyse de stratification de population réalisée par Analyse en Composante Principale (ACP). 

Réalisée en parallèle d’une part sur un jeu de variants fréquents (MAF >5%) et un jeu de 

variants de faible fréquence (MAF<5%), cette analyse permet de résumer sur deux axes 

principaux l’ensemble de l’information génétique portée par les individus et de visualiser la 

distance génétique moyenne entre individus. Les individus isolés de la majorité de 

l’échantillon sur ces axes, dits outliers, sont exclus de l’analyse. Les analyses parallèles en 

variants rares et fréquents, jointes au dénombrement des singletons, permettent de conforter la 

décision d’exclusion. 

 

 La distance génétique entre les individus est également déterminée par le calcul de 

l’Identity By State (logiciel Plink). A l’opposé de l’analyse en composantes principales, qui 

met efficacement en évidence les individus divergeant de la majorité de l’échantillon, cette 

analyse permet une estimation du degré d’apparentement entre individus afin d’exclure 

d’éventuels doublons ou apparentés au premier ou au deuxième degré. 

  



64 

 

2.4.2 Contrôles qualité des variants 

 

  Après avoir exclu les individus à risque de biaiser l’étude statistique, seuls sont 

conservés les variants de MAF < 1% sur l’ensemble de l’échantillon. Six paramètres de 

qualité sont ensuite évalués pour caractériser la qualité de chaque variant et décider de sa 

conservation ou non dans l’étude statistique. Encore une fois, une première partie de ces 

critères a pour objectif de déceler les variants de mauvaise qualité intrinsèque. La seconde 

partie vient vérifier des critères d’éligibilité pour l’analyse statistique. 

 

Les trois critères de qualité intrinsèque suivant sont appliqués : 

 

• Variant Quality Score Log-Odds (VQSLOD) : le VQSLOD est un score de 

probabilité de qualité attribué à un variant à l’échelle d’un individu et calibré par un 

algorithme d’apprentissage automatique, le VQSR (Variant Quality Score 

Recalibration), résumant l’information de qualité apportée par l’ensemble des 

individus sur ce variant. Ce dernier s’entraîne à distinguer les vrais variants et les faux 

positifs à partir de variables reflétant la qualité des étapes d’alignement ou de 

détection des variants sur des bases de données de variants connus (HapMap et 1000G 

par exemple) puis applique le modèle estimé à nos données pour fournir pour chaque 

variant un score lié à la probabilité que le variant soit vrai plutôt que faux. 

Conformément aux recommandations de bonnes pratiques de GATK, les variables 

utilisées pour calculer le VQSLOD des SNVs et des indels sont : 

o QualByDepth : qualité du variant calling pondéré par la profondeur de lecture 

à cette position 

o StrandOddsRatio & FisherStrand : biais de strand estimé par un OR et un test 

de Fisher, comparant la proportion d’allèle alternatif portés dans chaque sens 

de lecture. 

o MappingQualityRankSumTest : comparaison de la qualité d’alignement des 

reads de l’allèle de référence par rapport à ceux de l’allèle alternatif 

o ReadPosRankSum : recherche d’un biais de position des allèles de références et 

alternatifs sur leurs reads respectifs dans l’objectif de détecter des allèles 

alternatifs issus d’erreurs de séquençage spécifiques des fins de reads. 

o Inbreeding coeff : évaluation de la déviation du modèle de Hardy-Weinberg 

permettant de mettre en évidence un excès d’hétérozygotie ou d’homozygotie 
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Conformément aux recommandations de GATK, seuls les SNPs jusqu’à un 

seuil de VQSLOD correspondant à une sensibilité de 99,5 % et les INDELs jusqu’à un 

seuil de sensibilité de 99 % sont conservés. 

 

• Genotype Quality fournis par HaplotypeCaller : ce score est appliqué à l’échelle du 

génotype, individu par individu, et non à l’échelle globale du variant. Les génotypes 

de qualité inférieure à 20 sont considérés comme trop incertains et donc manquants. 

• Balance allélique : exclusion des variants avec une balance allélique moyenne 

inférieure à 90% pour les variants portés à l’état homozygote, et en moyenne 

supérieure à 75% ou inférieure à 25% pour les variants portés à l’état hétérozygote. 

 

Pour ne pas biaiser les analyses d’association, les variants doivent par ailleurs vérifier les 

critères suivants : 

� Missingness : exclusion des variants dont le génotype est manquant pour plus de 5% 

des individus de l’échantillon. 

� Missingness différentielle : exclusion des variants dont la valeur p (p-value) obtenue 

avec le test de Fisher, comparant le nombre de génotypes manquants entre les patients 

et les témoins, est inférieure à 10-7. 

� Test d’équilibre de Hardy-Weinberg chez les témoins : exclusion des variants en 

déséquilibre dont la p-value au test de χ2 réalisé entre effectifs observés et théoriques 

est inférieure à 10-7. 

 

2.4.3 Tests d’association 

 

 Nous avons effectué une étude d’association cas-témoins sur une population rendue 

homogène après l’application de la stratification de population. Afin d’augmenter la puissance 

statistique de l’étude, nous avons choisi d’agréger les variants à l’échelle du gène et à 

l’échelle de listes de gènes. En effet, à l’image des tests classiques d’association entre un 

variant génétique et une maladie, la puissance des tests d’association du type Burden test, 

dépend à la fois de l’Odds Ratio (OR) moyen attendu et de la fréquence allélique cumulée des 

variants agrégés dans ce Burden test. En agrégeant les variants à l’échelle d’un gène ou d’une 

liste de gènes, on augmente la fréquence allélique cumulée des variants. Si par ailleurs 

l’ensemble des variants agrégés partagent le même OR et qu’aucun effet dilution ne joue, la 

puissance s’en trouve mécaniquement augmentée.  
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Différents tests statistiques ont été effectués, répondant à des questions différentes : 

 

• Collapsing test : comparaison de la proportion de patients porteurs d’au moins un 

variant dans les gènes considérés, par rapport à la proportion de témoins porteurs. 

• Burden test de type seqMeta : comparaison du nombre total de variants portés par les 

patients au nombre total de variants portés par les témoins dans les gènes considérés 

 

Pour ces deux tests, il est important que l’effet des variants agrégés soit homogène, sinon 

l’odds ratio calculé est une moyenne des odds ratio de chacun des variants agrégés. 

L’inclusion de variants neutres, protecteurs ou de faible risque viendrait diluer l’effet de 

variants à haut risque. 

 

• SKAT test : test analysant la variance des OR de l’ensemble des variants agrégés. Ce 

test présente l’avantage de permettre la détection de gènes ou listes de gènes avec 

présence simultanée de variants protecteurs et à risque, mais n’est pas très sensible aux 

variants très rares (Wu et al., 2011).  

• Test d'enrichissement : comparaison du nombre de variants détectés dans les voies 

de réparation de l'ADN par rapport au reste de l'exome, chez les patients et les 

témoins. Contrairement aux trois tests précédents, qui s’intéressent à l’association 

intrinsèque entre les variants d’un gène ou d’une liste de gènes et une maladie, ce test 

cherche à démontrer la spécificité d’un signal d’association à un gène ou liste de gène, 

en concurrence avec le reste de l’exome.  

• Collapsing test des co-occurrences : comparaison de la proportion de patients 

porteurs de doubles occurrences dans les voies de réparation de l'ADN, par rapport à 

la proportion de témoins porteurs. 

 

A l’exclusion du Burden test et du SKAT test pour lesquels la librairie seqMeta du logiciel 

R a été utilisée, nous avons utilisé un test exact de Fisher pour calculer un OR, un intervalle 

de confiance (IC95%) et une p-value. 

 

Le seuil de significativité des tests statistiques approprié aux données d’un panel de gènes 

est le même que pour un exome, puisque l’on considère qu’il est possible de tester tous les 

gènes ou toutes les combinaisons de gènes jusqu’à atteindre une valeur significative. Il est 
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nécessaire d’appliquer la correction de Bonferroni au seuil de p-value communément admis 

de p = 0,5. Cette correction dépend du nombre de tests réalisés donc des environs 20 000 

gènes du génome humain. Le seuil de significativité qui doit être retenu est donc de 

p = 0,05 / 20 000 = 2,5.10-6  (Lee et al., 2014; Wang et al., 2015).   
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3. RESULTATS  

 

 

 

  

Figure 14 : Résultats de l’étude 
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3.1 Résultats de l’analyse du panel de 201 gènes impliqués dans 

l’oncogenèse 

 

Le premier échantillon de 83 patients présentant un CCR précoce a été analysé par un 

panel de 201 gènes sélectionnés pour leur implication connue dans l’oncogenèse. La 

couverture moyenne de séquençage obtenue sur ce panel est de 47,14% à la profondeur de 

500X, et de 99,98% à la profondeur de 100X. Le on-target moyen, c’est-à-dire la proportion 

de séquences localisées dans la cible donc les gènes du panel 201, est de 69,70%. 

 

3.1.1 Panel 201 gènes : détection de variants potentiellement délétères 

 

Dans un premier temps, nous avons recherché les variations potentiellement 

pathogènes (classe 4) ou pathogènes (classe 5) présentes parmi ces 201 gènes. L’objectif était 

de détecter des altérations qui auraient été méconnues par les analyses moléculaires réalisées 

au préalable au titre du diagnostic chez ces patients mais également d’identifier des altérations 

non connues à ce jour comme responsables de formes héréditaires de CCR. 

 

Chez ces 83 patients, nous avons détecté un total de 172 variations rares LOF ou faux 

sens prédits délétères selon les 3 algorithmes de prédiction de pathogénicité utilisés. Après 

lecture des données qualités et des fichiers BAM, 58/172 variants (dont 16 différents) se sont 

révélés être des artefacts. Les 114 autres variants hétérozygotes identifiés ont été détectés 

chez 66 patients et 48 de ces variants sont situés dans les 54 gènes impliqués dans la 

réparation de l’ADN inclus dans le panel de 201 gènes. Selon les recommandations de 

l’ACMG, parmi les 114 variations retenues pour analyse, 4 variations détectées chez trois 

patients différents ont été classées en probablement pathogènes (classe 4) ou pathogènes 

(classe 5), alors que 94 variations sont considérées de signification indéterminée (VSI : classe 

3), et 16 variants sont bénins ou probablement bénins (respectivement classe 1 ou 2). 

  

 - Le premier variant identifié, de classe 4, est situé sur le gène POLE (NM_006231) : 

c.857C>T, p.(Pro286Leu). Cette variation faux sens située dans l’exon 9, situé dans le 

domaine exonucléasique de la protéine, est prédite délétère par les 3 algorithmes utilisés et est 

absente des bases de données de population et de patients. Le patient DOCC1117 présentant 

ce variant, est atteint d’un adénocarcinome du cæcum et du côlon droit diagnostiqué à 28 ans. 
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Il s’agit d’un des rares patients inclus avec une histoire familiale de cancer du côlon puisque 

sa mère avait 9 adénomes coliques tubuleux et a développé un cancer du rectum à 48 ans. Son 

grand-père maternel a développé un cancer du côlon à 58 ans et deux des frères de celui-ci ont 

eu respectivement un cancer du côlon à 60 ans et une colectomie sans plus de précision 

(Figure 15). L’analyse de la ségrégation familiale est en cours. 

 

 

Figure 15 : Arbre généalogique du patient DOCC1117 

 

 - Le deuxième variant, de classe 5, est la variation c.7928-2A>G, p. ?, située dans le 

gène ATM (NM_000051.3). C’est une substitution située sur le site accepteur d'épissage de 

l'intron 53. Les algorithmes utilisés prédisent un saut de l'exon 54, qui n’est pas en phase, ce 

qui serait alors responsable de l’apparition d’un codon stop prématuré. Cette variation est 

absente des bases de données de population et est rapportée probablement pathogène dans la 

base de données de patients ClinVar. La patiente DOCC1070 porteuse a eu un 

adénocarcinome du cæcum et colon droit diagnostiqué à 26 ans. 

 

 - Le troisième variant, de classe 4, est une délétion hétérozygote de 5 nucléotides dans 

l’exon 18 situé dans le domaine OB1 (IPR015187) du gène BRCA2 (NM_000059) : 

c.8218_8222del, p.(Leu2740Glnfs*22). Ce domaine est l’un des 5 domaines de la protéine 

BRCA2 capable de lier l’ADN simple brin in vitro. Cette délétion, absente des bases de 

données de population et de patients, entraine un décalage du cadre de lecture avec prédiction 

de l’utilisation d’un codon stop prématuré 22 acides aminés plus loin. Elle est donc prédite 

responsable d’une perte de fonction de la protéine. Le variant c.8218_8223delinsC, 

p.(Leu2740Glufs*22) est prédit être responsable du même impact sur la protéine codée que ce 
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variant et il est rapporté pathogène (classe 5) dans la base de donnée BRCA Share (autrefois 

dite UMD-BRCA2 pour Universal Mutation Database BRCA2). La patiente DOCC1104, 

porteuse de la variation, a développé un adénocarcinome du côlon gauche et sigmoïde à 24 

ans, sans adénomes associés.  

 

 - Le dernier variant de classe 4 détecté, c.2590C>T, p.(Gln864*) (Tableau 5), est une 

variation non-sens hétérozygote responsable de l’apparition d’un codon stop prématuré dans 

l’exon 11 de BRCA2, ce qui aboutit très probablement à une perte de fonction de la protéine. 

Ce variant est également situé dans le domaine OB1 et absent des bases de données de 

population et de patients. La patiente DOCC1544 porteuse de ce variant a présenté un 

adénocarcinome du côlon gauche et sigmoïde à 26 ans. D’origine asiatique, elle a été 

ultérieurement écartée de l’étude statistique par l’analyse de stratification de population. De 

façon remarquable, cette patiente est également porteuse de 5 variants rares de classe 3 

(Tableau 3), dont deux affectent d’autres gènes impliqués dans la réparation de l’ADN : 

FANCL (Fanconi anemia complementation group L ; OMIM # 614083) du système ICL et 

MLH1 du système MMR. Le variant FANCL est une duplication frameshift de 4 pb dans le 

dernier exon de la protéine, à l’origine de l’ajout de 3 acides aminés terminaux par rapport à 

la séquence sauvage. Le variant faux sens MLH1 est prédit délétère par les 3 algorithmes de 

prédiction utilisés et classé VSI par le groupe expert international InSIGHT (International 

Society for Gastrointestinal Hereditary Tumours Database). A noter que cette patiente est 

également porteuse d’un variant situé sur un site consensus d’épissage dans l’intron 10 de 

MUTYH, rare chez les caucasiens mais de MAF supérieure à 1% dans la population asiatique 

(ExAC EAS : population d’Asie de l’Est). Ce variant fréquent affecte le site consensus 

accepteur d’épissage de l’intron 10 du gène MUTYH et est prédit responsable d’une altération 

de l’épissage.  

Tableau 5 : Détection simultanée chez la patiente DOCC1544 d’un variant probablement 

pathogène et de 5 VSI 

ID Gène Ref. Seq. ADN Protéine 
ExAC  

(EAS non 

TCGA) 

ESP6500  
(siv2; 

ALL) 

1000G  
(2014, 

ALL) 

DOCC1544 BRCA2 NM_000059 c.2590C>T p.(Gln864*) . . . 

DOCC1544 FANCL NM_018062 c.1096_1099dup p.(Thr367Asnfs*13) 0.01% 0.25% . 

DOCC1544 MLH1 NM_000249 c.649C>T p.(Arg217Cys) 0.38% . 0.0599% 

DOCC1544 SDHA NM_004168 c.991G>A p.(Ala331Thr) 0.18% . 0.0798% 

DOCC1544 TSC2 NM_000548 c.3803G>A p.(Arg1268His) 0.18% . 0.0599% 

DOCC1544 MUTYH NM_012222.2 c.925-2A>G p.? 1,45% . 0.300% 
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En marge de ces variants de classe 4 et 5, parmi les 95 VSI détectés chez les 83  

patients, trois autres variations ont retenu notre attention :  

 

  - Le premier VSI d’intérêt est une variation indel en phase localisée dans l’exon 33 de 

FANCD2  (Fanconi anemia complementation group D2 ; OMIM # 227646 ; NM_033084) : 

c.3260indelGTAA, p.? (Tableau 6). Elle est absente des bases de données de population et de 

patients et est prédite responsable de la création d’un site donneur d’épissage fort par les 

différents algorithmes de prédiction d’épissage utilisés. La patiente présentant cette variation 

a eu un cancer de la jonction rectosigmoïdienne à 24 ans sans adénome associé. Cette patiente 

est également porteuse d’un variant faux sens MSH2 de classe 3 prédit délétère par les 3 

algorithmes, situé dans l’exon 5, inclus dans le domaine de connexion (IPR007860) et classée 

VSI par le groupe expert international InSIGHT (International Society for Gastrointestinal 

Hereditary Tumours Database). 

 

Tableau 6 : Détection simultanée chez la patiente DOCC2319 de 2 VSI 

ID Gène Ref. Seq. ADN Protéine 
ExAC  

(NFE non 

TCGA) 

ESP6500  
(siv2; EA) 

1000G  
(2014, EUR) 

DOCC2319 FANCD2 NM_033084 c.3260indelGTAA p.? . . . 

DOCC2319 MSH2 NM_000251 c.815C>T p.(Ala272Val) 0.04% 0.06% . 

 

 

- Le deuxième VSI d’intérêt, identifié chez la patiente DOCC2391, est un variant qui 

touche le site consensus accepteur d’épissage de l’intron 5 du gène MUTYH (c.454-1G>A, 

p.?). Il est prédit altérer l’épissage en provoquant un possible saut de l’exon 5, altérant le 

domaine DNA glycosylase (IPR011257) de MUTYH. Cette patiente, atteinte d’un 

adénocarcinome du côlon gauche et sigmoïde diagnostiqué à 30 ans, porte également le 3e 

VSI d’intérêt, qui correspond à une variation non-sens dans le dernier exon du gène XRCC2 

(X-ray repair cross complementing group 2), ainsi qu’un variant faux sens du gène IRS1 

prédit délétère par les 3 algorithmes (Tableau 7). Il a été impliqué dans la FA mais est classé 

VSI dans la base de données ClinVar. 
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Tableau 7 : Détection simultanée chez la patiente DOCC239 de 3 VSI 

ID Gène Ref. Seq. ADN Protéine 
ExAC  

(NFE non 
TCGA) 

ESP6500  
(siv2; EA) 

1000G  
(2014, EUR) 

DOCC2391 MUTYH NM_012222 c.454-1G>A p.? . . . 

DOCC2391 XRCC2 NM_005431 c.643C>T p.(Arg215*) 0,007% 0.01% . 

DOCC2391 IRS1 NM_005544 c.1117C>T p.(Arg373Cys) 0.04% 0.02% 0.1% 

 

 

3.1.2 Panel 201 gènes : analyse statistique par étude d’association cas-témoins 

 

 En vue de l’étude statistique, les individus outliers ou identifiés comme à risque de 

biaiser l’étude d’association par les contrôles qualité ont été exclus. Les contrôles de qualité 

appliqués ont permis d’identifier 7 patients trop éloignés génétiquement du reste de la 

population. La consultation de leurs dossiers et de la MAF ExAC de leurs variants a permis de 

confirmer leur divergence génétique (deux patients d’origine asiatique et cinq patients 

d’origine africaine). Pour permettre une adéquation entre population de patients et de témoins, 

ces patients ont été exclus. Par ailleurs, le calcul de l’Identity By State a permis d’identifier un 

patient en doublon, qui avait été inclus dans l’étude sous deux dénominations différentes, 

ainsi que 15 témoins FREX avec une contamination inter-échantillons, présentant et 

partageant donc plus de variants. Ces 16 individus ont donc été également exclus de l’étude. 

A l’issue des contrôles qualité à l’échelle individuelle, l’analyse statistique a donc porté sur 76 

patients et 552 témoins. Des contrôles de la qualité des variants ont ensuite été réalisés afin 

d'éliminer le plus d'artefacts possibles avant les tests d'association. Nous avons pu comparer 

les contrôles automatiques réalisés (détaillés dans le matériel et méthode), avec notre 

nettoyage manuel des artefacts par lecture de BAM, portants sur les variants LOF et les faux 

sens prédits délétères par les trois algorithmes utilisés. Les 16 artefacts détectés manuellement 

ont bien été identifiés et éliminés de l’étude. Un 17e variant, manuellement classé artefact, 

posa question, mais le séquençage Sanger de confirmation réalisé était bien en faveur de sa 

présence. Cette comparaison nous a permis de valider cette méthode automatisée de nettoyage 

des résultats, qui pourra ainsi être utilisée à plus grande échelle lors de l’analyse d’exomes. 

 

Chez les 76 patients inclus dans l’étude statistique, 1 345 variants ont été identifiés 

avant filtration. Afin de limiter la dilution d'un éventuel effet d'association par des variants 

neutres, nous avons choisi de nous concentrer sur les variants rares LOF ou faux sens prédits 

délétères par les 3 algorithmes (3/3). Un test de Collapsing permettant l’utilisation du test 
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exact de Fisher a ensuite été utilisé. Ce test repose sur l'agrégation de ces variants à l’échelle 

du gène et la comparaison de la proportion de patients porteurs d'au moins un variant à celle 

des témoins.  

 

Après avoir agrégé les variants détectés par gène, le signal d’association avec l’OR le 

plus élevé et la p-value la plus basse concernant les variants rares LOF (Type de variant : 

LOF) a été détecté sur le gène SBDS (ribosome maturation factor, tableau 8). Celui concernant 

les variants rares LOF plus les variants faux sens prédits délétères par les 3 algorithmes (Type 

de variant : LOF + 3/3) a été détecté sur le gène WT1 (Wilms Tumor 1, tableau 8). Cependant, 

les p-values obtenues sont respectivement de 0,026 et 0,040. Celles-ci sont donc supérieures 

au seuil fixé de 2,5.10-6, et les intervalles de confiance des OR comprennent la valeur 1. Par 

conséquent aucune des associations mises en évidence après avoir agrégé les variants par gène 

n’est plus que nominalement significative. 

 

Tableau 8 : Signaux d’association les plus importants détectés par le Burden test à l’échelle 

du gène 

Type de 
variant 

Gène 
n cas 

porteurs 
n cas 

totaux 
n témoins 
porteurs 

n témoins 
totaux 

OR 
Intervalle de 

confiance 
p 

value 

LOF SBDS 3 76 3 552 7,477 0,983 - 56,884 0,026 

LOF + 3/3 WT1 2 76 1 552 14,769 0,760 - 874,540 0,040 

 

 

Le variant LOF SBDS détecté chez les 3 patients (DOCC1317, DOCC1412 et 

28611.001) est identique à celui détecté chez les 3 témoins. Il s’agit d’une transition 

nucléotidique située sur un site consensus donneur d’épissage en position +2 dans l’intron 3 

du gène SBDS (NM_016038) : c.258+2T>C, p.?.  Les algorithmes de prédiction d’épissage 

appliqués prédisent une abolition du site donneur d’épissage original. Ce variant répertorié 

dans la base dbSNP  (rs113993993) est présent dans les bases de données de population 

ExAC (Non Finish European non TCGA), ESP6500 (European American) et 1000G 

(Europeans) avec une fréquence allélique respective de 0,40%, 0,37 et 0,20%, en cohérence 

avec la MAF observée chez les témoins dans notre échantillon (0,27%). 

 

Les deux variants WT1, prédits délétères par les 3 logiciels de prédiction de 

pathogénicité, sont des transitions faux sens dans les exons 6 et 7, inclus dans le domaine N-
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terminal (IPR000976) de WT1 (Tableau 9). L’une a été détectée à la fois chez un patient et un 

témoin.  

 

Tableau 9 : Variants faux sens du gène WT1 prédits délétères par les 3 algorithmes 

ID Gène Ref. Seq. ADN Protéine 
ExAC  

(NFE non TCGA) 
ESP6500  
(siv2; EA) 

1000G  
(EUR) 

DOCC1083 

B00GQCK 
WT1 NM_024426 c.1048T>C p.(Cys350Arg) 0.06% 0.08% . 

DOCC1645 WT1 NM_024426 c.1126C>T p.(Pro376Ser) . . . 

  

Afin de gagner en puissance statistique, nous avons ensuite effectué un test de charge 

avec agrégation des variants à l’échelle d’une liste de gènes en analysant les résultats de notre 

panel de 201 gènes selon deux classes : les gènes impliqués dans la réparation de l’ADN et les 

autres gènes. Les tests d’association ont été réalisés en agrégeant respectivement les variants 

issus de ces deux catégories et en comparant la proportion de patients porteurs (cas) d'au 

moins un variant rare dans les gènes de la réparation de l'ADN, par rapport à la proportion de 

témoins. 

 

Le signal d’association avec l’OR le plus élevé et la p-value la plus basse concerne les 

variants LOF détectés dans les gènes impliqués dans la réparation de l’ADN (Tableau 10). 

Cependant, l’association n’est pas statistiquement significative : la p-value atteint 21% et 

l’intervalle de confiance de l’OR comprend la valeur 1. L’OR observé après avoir additionné 

les variants LOF et faux sens prédits délétères par les 3 algorithmes, est encore plus faible.  

 

Tableau 10 : Burden test à l’échelle des gènes de la réparation de l’ADN du panel 201 gènes 

Type de 
variant 

Voie biologique 
n cas 

porteurs 
n cas 

totaux 
n témoins 
porteurs 

n témoins 
totaux 

OR 
Intervalle de 

confiance 
p value 

LOF DNA repair 5 76 20 552 1,870 0,530 - 5,350 0,211 

LOF + 3/3 DNA repair 33 76 217 552 1,180 0,710 - 1,980 0,533 

LOF Autres 5 76 29 552 1,270 0,370 - 3,470 0,590 

LOF + 3/3 Autres 49 76 308 552 1,440 0,885 - 2,470 0,175 
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3.2 Résultats de l’analyse de WES 

 

Le second échantillon constitué de 93 patients présentant un CCR précoce a été 

analysé par WES. Parmi ceux-ci, 53 patients appartiennent également au 1er échantillon 

analysé par le panel 201 gènes. La profondeur moyenne de séquençage sur le WES chez les 

patients analysés est de 168X, et 99,8% des bases sont couvertes avec une profondeur de plus 

de 30X. Le on-target moyen est de 74,1%. Chez ces 93 patients, nous avons détecté à 

l’échelle de l’exome entier un total de 42 758 variations LOF, dont 10 982 artefacts, et 36 171 

faux sens prédits délétères selon les 3 algorithmes de prédiction de pathogénicité utilisés, dont 

9 604 artefacts. Les artefacts ont été classés grâce à l’algorithme du VQSR validé par les 

analyses sur le panel de 201 gènes. Après filtration des variants rares par la fréquence 

allélique (MAF ExAC NFE < 1%), nous avons détecté 1637 LOF, dont 216 artefacts, et 

10 315 faux sens rares prédits délétères selon les 3 algorithmes de prédiction de pathogénicité 

utilisés, dont 148 artefacts. 

 

3.2.1 Analyse de WES par panel in silico de 14 gènes de rang diagnostique responsables 

de prédisposition héréditaire au CCR 

 

Dans un premier temps, nous avons souhaité vérifier qu’aucune variation 

probablement pathogène (classe 4) ou pathogène (classe 5) située dans un gène connu de 

prédisposition au CCR, susceptible d’expliquer la survenue de cancer colorectal précoce chez 

ces patients, n’avait été omise en amont de l’inclusion dans cette étude. L’utilisation du WES 

permet l’analyse simultanée du nombre de gènes souhaité. Un panel in silico de 14 gènes 

responsables de syndromes de prédisposition héréditaire au CCR connus et bien caractérisés a 

donc été appliqué aux données de WES. Les gènes de ce panel diagnostique sont : APC, 

BMPR1A, MLH1, MSH2, MSH3, MSH6, MUTYH, NTHL1, PMS2, PTEN, POLD1, POLE, 

SMAD4 et STK11. Pour ces 93 patients, au total 2 111 variations ont été identifiées, dont 10 

artefacts mis en évidence par l'algorithme VQSR, préalablement testé sur le panel de 201 

gènes. Après filtration sélectionnant les variants de fréquence allélique inférieure à 5%, nous 

avons obtenus 138 variants dont 6 variants pathogènes (classe 5), 80 VSI (classe 3), 47 

variants probablement bénins (classe 2) ou bénins (classe 1), et 5 artefacts. Il n’a pas été mis 

en évidence de variation de classes 4 ou 5 dans les gènes responsables de prédisposition au 

CCR de transmission autosomique dominante.  
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 Six variations hétérozygotes de classe 5 ont en revanche été identifiées dans les gènes 

MUTYH et NTHL1, impliqués dans le système de réparation de l’ADN par excision de base 

(BER : Base Excision Repair). Ces deux gènes sont responsables de prédisposition au CCR de 

transmission autosomique récessive. Ces variations hétérozygotes, identifiées chez des 

patients différents, ne peuvent donc pas expliquer à elles-seules la survenue de CCR précoce. 

Un second évènement non détecté, de type mosaïcisme ou variant de structure, a été 

activement recherché, par lecture des BAM et variant calling alternatif par l’outil VarScan, 

sans succès. De façon intéressante, les trois variants pathogènes détectés dans le gène NTHL1 

(NM_002528.5) sont identiques chez trois patients sans polypose connue. Ca variant n’a en 

revanche pas été détecté dans l’échantillon de population de témoins analysé. Le variant 

identifié est le non-sens c.268C>T, p.(Gln290*), situé à proximité du domaine DNA 

glycosylase (IPR011257) de la protéine. Représenté à 0,25% dans la cohorte ExAC NFE non 

TGCA, il est rapporté pathogène dans la base de donnée de patients ClinVar. Les patients 

porteurs sont le patient 17-01760 et la patiente 33578.001, qui ont déclaré un adénocarcinome 

d’emblée métastatique respectivement à 18 et 22 ans, et le patient DOCC1590, atteint 

d’adénocarcinome du rectum à 28 ans. Il faut cependant noter qu’un variant NTHL1 différent 

mais également rapporté pathogène, le c.709+1G>A, p. ? a été identifié chez un des témoins. 

Ce variant, de MAF ExAC NFE non TGCA 0,0019%, est prédit pour abolir le site donneur 

d'épissage de l'intron 4, aboutissant probablement à un saut de l'exon 4. 

 

Malgré l’absence d’autres altérations de rang diagnostique, un variant d'intérêt a été 

identifié dans le gène POLE (NM_006231). Il s’agit du variant faux sens c.902A>G, 

p.(Asp301Gly) porté par le patient 32666.001. Celui-ci a déclaré un adénocarcinome du 

rectum à 23 ans et n’a pas d’antécédents familiaux connus. Ce variant est situé dans le 

domaine critique exonucléasique de la protéine et prédit pathogène par les 3 algorithmes de 

prédictions de pathogénicité utilisés. Il est absent des bases de données de population et n’a 

jamais été rapporté en pathologie. En l’absence de données fonctionnelles ou somatiques en 

faveur ou défaveur de son implication, celui-ci est à ce jour classé VSI. En attendant les 

résultats de l'investigation diagnostique en cours, le patient porteur a été exclu de l'analyse 

statistique ultérieure.  
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3.2.2 Analyse de WES par panel in silico de 296 gènes impliqués dans la réparation de 

l’ADN 

 

 Afin d’explorer la piste de l’oligogénisme suggérée par la cooccurrence de variants 

dans des gènes impliqués dans les voies de la réparation de l'ADN observée lors de l’analyse 

du panel de 201 gènes, nous avons sélectionné 296 gènes d'intérêts appartenant à ces voies 

biologiques. L'objectif est ainsi d'évaluer de façon plus exhaustive que précédemment 

l'implication des voies de réparation de l'ADN dans la survenue de CCR précoce. 

  

3.1.2.1 WES : Détection de variants potentiellement délétères 

 

 Nous avons, d’une part, recherché les variations potentiellement pathogènes (classe 4) 

ou pathogènes (classe 5) présentes parmi ces 296 gènes afin de détecter des altérations non 

connues à ce jour comme responsables de formes héréditaires de CCR. Après filtration des 

variants rares présents dans ces 296 gènes par la fréquence allélique (MAF ExAC NFE non 

TGCA < 1%), nous avons détecté 61 variations LOF, dont 34 artefacts (17 différents), et 205 

faux sens rares prédits délétères selon les trois algorithmes de prédiction de pathogénicité 

utilisés, dont 11 artefacts (5 différents). 

 

 Selon les recommandations de l’ACMG, parmi les 221 variations retenues pour 

interprétation, 5 variations détectées chez 5 patients différents ont été classées en classe 4 et 

classe 5. Le variant ATM de classe 5 et les deux variants BRCA2 de classe 4, préalablement 

détectés par le panel 201 gènes, ont à nouveau été mis en évidence.  

 - Le quatrième variant, de classe 5 (Tableau 11), a été identifié dans l’exon 13 du gène 

FANCA (Fanconi anemia, complementation group A ; OMIM # 227650 ; NM_000135.2). La 

variation tronquante c.1115_1118del, p.(Val372Alafs*42), est responsable d’un décalage du 

cadre de lecture et de l’apparition d’un codon stop prématuré. Elle est présente à 0,0092% 

dans la cohorte ExAC NFE non TGCA, et est rapportée pathogène dans la FA, de 

transmission récessive, dans la base de données ClinVar. De plus le patient 33764.001, qui 

porte cette variation, est le père d’un enfant qui est atteint d’Anémie de Fanconi. Le patient 

33764.001 a développé un adénocarcinome du colon à 27 ans. 

 - Le cinquième variant de classe 5 (Tableau 11) a été identifié dans l’intron 28 du gène 

FANCD2 (NM_033084.3). La variation d’épissage c.2715+1G>A, p. ?, est prédite abolir le 
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site donneur, résultant probablement en un saut de l’exon 28 qui n’est pas en phase et 

aboutirait donc à un décalage du cadre de lecture. Bien que présente à 0,03% dans la cohorte 

ExAC NFE non TGCA, elle a déjà été décrite dans la FA. Le patient 29469.001 a développé 

un adénocarcinome du colon détecté à 32 ans. Son oncle a fait un cancer cutané sans précision 

et sa tante un cancer de l’utérus. 

 Les variations pathogènes mises en évidence par le panel 201 gènes et le panel in 

silico des 296 gènes de la réparation, ainsi que la bibliographie nous ont incités à nous 

intéresser particulièrement aux gènes de la voie ICL (22 gènes/296). Les gènes de la 

réparation de l’ADN impliqués en pathologie le sont généralement par un mécanisme de perte 

de fonction. Nous avons donc décidé de nous intéresser plus étroitement aux variations LOF 

détectés dans les gènes de cette voie. Sept variants LOF ont été identifiés chez 7 patients 

différents (Tableau 11). 

 

Tableau 11 : Variations LOF de la voie ICL 

ID Gène Ref. Seq. ADN Protéine 
ExAC  

(NFE non 
TCGA) 

ESP6500  
(siv2; 
EA) 

Classe 

DOCC1104 BRCA2 NM_000059.3 c.8218_8222del p.Leu2740fs absent absent 4 

DOCC1544 BRCA2 NM_000059.3 c.2590C>T p.Gln864* absent absent 4 

33764-001 FANCA NM_000135.2 c.1115_1118del p.Val372fs 0,0092% absent 5 

29469-001 FANCD2 NM_033084.3 c.2715+1G>A p. ? 0,03% 0,023% 5 

DOCC1713 FAAP20 NM_001282671.1 c.94C>T p.Arg32* absent absent 3 

32047-001 FAN1 NM_014967.4 c.1121dup p.Tyr374fs 0,0037% absent 3 

6832-003 FANCI NM_001113378.1 c.2457-2A>G p. ? absent absent 3 

 

 

 Grâce à l’algorithme CANOES, nous avons également recherché la présence de 

variations de nombre de copie (CNV) situées dans ces 296 gènes. Nous avons détecté 14 

remaniements de type délétion ou duplication, dont 8 remaniements récurrents, situés dans 

des régions répétées et associés à de faibles scores de qualité, qui sont probablement des 

polymorphismes ou des artefacts. Sur les 6 restants, nous avons identifié deux remaniements 

d’intérêt ayant de bons scores de qualité (Tableau 12). Ils sont tous deux situés dans des gènes 

impliqués dans la voie ICL et ne sont pas polymorphiques. Leur existence a été confirmée par 

PCR digitale. Le patient 25166.001 porte une délétion partielle de 2,86 kb du gène UBE2T 

(Ubiquitin-conjugating enzyme E2T), qui s’étend de l’exon 2, correspondant au premier exon 
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codant du gène, à l’exon 6. Ce patient a déclaré un adénocarcinome du colon à 21 ans. Son 

père était porteur de 2 polypes et a fait un cancer de la prostate à 53 ans. Le second patient, 

DOCC1643, porte une duplication de 226,67 kb, incluant entièrement les gènes FAN1 et 

HERC2P10, et partiellement les gènes MTMR10 et LOC100288637. Ce patient a déclaré un 

adénocarcinome du colon transverse à 24 ans et porte un adénome colique tubuleux inférieur 

à 10mm. 

Tableau 12 : CNV d’intérêt 

ID Gène Remaniement Taille (kb) Coordonnées 

25166.001 UBE2T Délétion 2,86 Chr1 : 202302171-202305031 

DOCC1643 
HERC2P10, FAN1, 

MTMR10, LOC100288637 
Duplication 226,67 Chr15 : 31042462-31269133 

 

         

 Par ailleurs, aucun variant supplémentaire n'a été identifié parmi les 40 nouveaux 

patients analysés par WES dans le gène SBDS, sélectionné comme gène candidat après l’étude 

statistique sur le panel de 201 gènes. En revanche, le variant faux sens WT1 c.1048T>C, 

p.(Cys350Arg) identifié chez un patient et un témoin par le panel 201 gènes a également été 

mis en évidence chez un des 40 nouveaux patients analysés. Le patient porteur 2827.001 a été 

atteint d’un adénocarcinome du colon à 26 ans et son frère d’un cancer de l’estomac à un âge 

non spécifié. 

 

3.1.2.2 WES : Analyse statistique par étude d’association cas-témoins 

 

D’autre part, afin d'objectiver une potentielle association entre l’occurrence de variants 

rares dans les gènes de la réparation de l'ADN et la survenue d'un CCR précoce, des tests 

d'associations cas-témoins ont été réalisés. 

 

Une étude de stratification de population, nécessaire à toute étude génétique statistique 

robuste, a préalablement été réalisée sur les données WES. Les contrôles de qualité des 

individus ont permis d’identifier 14 patients outliers, c'est-à-dire génétiquement éloignés du 

reste de la population. Pour permettre une adéquation entre population de patients et de 

témoins et ainsi limiter les biais, ces patients ont été exclus de l'étude. Le patient 32666.001, 

porteur d’un variant potentiellement de rang diagnostique, a également été exclu de l’étude 

statistique. Le calcul de l’Identity By State n'a pas identifié d'individus apparentés dans 
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l'échantillon de patients. Les 15 témoins FREX inter-contaminés préalablement identifiés ont 

été éliminés de l'étude. A l’issue des contrôles qualité à l’échelle individuelle, l’analyse 

statistique a donc porté sur 78/93 patients et 552/567 témoins. Des contrôles qualité des 

variants ont ensuite été réalisés afin d'éliminer le plus d'artefacts possibles avant les tests 

d'association.  

 

Chez les 78 patients et les 552 témoins inclus dans l’étude statistique, 4 999 variants 

rares (de MAF inférieure à 1%) différents ont été identifiés et 3 316 variants ont été conservés 

après étude des contrôles qualités de ces variants. Plusieurs tests statistiques ont été réalisés. 

Ils reposent tous sur l'agrégation des variants rares par voie biologique. Afin de limiter la 

dilution d'un éventuel effet d'association par des variants neutres, nous avons choisi de nous 

concentrer sur les variants rares LOF et sur les variants rares faux sens prédits délétères par 

les 3 algorithmes utilisés (3/3). Les tests ont également été réalisés sur les variants synonymes 

(SYN), supposés neutres, afin de valider l'absence d'un éventuel biais technique ou 

d’échantillonnage entre les cas et les témoins. Ces tests ont été effectués d'une part en 

agrégeant les variants situés dans des gènes sélectionnés pour leur implication dans l'ensemble 

des voies de réparation de l’ADN (DNA repair) et d'autre part en agrégeant ceux des gènes de 

la voie ICL uniquement. Afin d’évaluer le potentiel impact de la rareté du variant, nous avons 

choisi d’analyser en premier lieu tous les variants rares, soit de MAF inférieure ou égale à 

1%, puis de restreindre l’analyse aux variants les plus rares, avec un seuil fixé à une MAF 

inférieure ou égale à 1/1000, autrement dit aux singletons observés une seule fois sur 

l’ensemble de notre échantillon. 
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Le premier test réalisé est la comparaison de la proportion de patients porteurs (cas) 

d'au moins un variant rare dans les gènes de la réparation de l'ADN ou dans la voie ICL, par 

rapport à la proportion de témoins (Tableau 13). Il s'agit du même test que celui réalisé sur les 

données obtenues par le panel 201 gènes. Il n’y a pas de résultats significatifs à l’échelle de 

l’exome. Concernant les variants ≤ 1% des gènes de la réparation de l’ADN, les synonymes 

sont ceux avec l’OR et la p-value les plus significatifs. Les variants LOF et LOF + 3/3 ont un 

effet du même ordre de grandeur, relativement faible (OR inférieur à 2). Lorsque l’on se 

concentre sur les variants de MAF ≤ 1‰, leur OR augmente un peu et la p-value diminue, 

surtout pour les variants LOF +3/3. Pour les variants synonymes, l’OR et la p-value 

diminuent. Concernant les variants situés dans les gènes impliqués dans l’ICL, les variants 

LOF sont ceux avec l’OR et la p-value les plus significatifs. Ces 6 variants LOF 

correspondent aux 7 variants détaillés dans le sous chapitre précédent, avec exclusion du 

variant BRCA2 porté par la patiente outlier DOCC1544. La délétion partielle du gène UBE2T 

ne fait pas non plus partie de ces LOF, puisque le patient porteur 25166.001 est également un 

outlier. La restriction des variants rares ICL analysés à ceux de MAF ≤ 1‰ s’accompagne 

également d’une hausse de l’OR et d’une réduction de la p-value, sauf pour les synonymes. 

Globalement l’effet le plus important est celui des LOF de MAF ≤ 1‰, pour lesquels l’OR est 

de 3,7 et la p-value de 1,6%, et l’effet des variants situés dans les gènes impliqués dans l’ICL 

est plus important que celui des variants impliqués dans l’ensemble des voies de réparation de 

l’ADN. 

 

Tableau 13 : Comparaison des proportions de porteurs 

Type de 
variant 

MAF 
Voie 

biologique 
n cas 

porteurs 
n cas 

totaux 
n témoins 
porteurs 

n témoins 
totaux 

OR Intervalle de confiance p value 

LOF ≤ 1% DNA repair 16 78 88 552 1,360 0,699 – 2,522 0,328 

LOF + 3/3 ≤ 1% DNA repair 70 78 468 552 1,569 0,719 – 3,917 0,305 

SYN ≤ 1% DNA repair 76 78 509 552 3,206 0,806 – 27,873 0,103 

LOF ≤ 1‰ DNA repair 10 78 50 552 1,475 0,637 – 3,122 0,302 

LOF + 3/3 ≤ 1‰ DNA repair 53 78 307 552 1,690 0,999 – 2,926 0,050 

SYN ≤ 1‰ DNA repair 58 78 334 552 1,891 1,084 – 3,417 0,018 

LOF ≤ 1% ICL 6 78 15 552 2,976 0,916 – 8,443 0,035 

LOF + 3/3 ≤ 1% ICL 20 78 117 552 1,282 0,701 – 2,266 0,38 

SYN ≤ 1% ICL 26 78 127 552 1,672 0,961 – 2,855 0,05 

LOF ≤ 1‰ ICL 6 78 12 552 3,738 1,116 – 11,167 0,016 

LOF + 3/3 ≤ 1‰ ICL 11 78 48 552 1,722 0,768 – 3,573 0,143 

SYN ≤ 1‰ ICL 11 78 57 552 1,424 0,641 – 2,921 0,329 

 

 



83 

 

Le deuxième test réalisé est la comparaison de la charge en variants rares par Burden 

test de type seqMeta entre les patients porteurs (cas) et les témoins porteurs (Tableau 14). 

Contrairement au précédent, ce test prend en compte le nombre de variants portés par chaque 

individu. Construit sur une régression logistique, ce test présente l’avantage de permettre un 

ajustement sur les axes d'ACP pour prendre en compte la stratification de population. Mais 

contrairement au test de Fisher précédent, il repose sur une approximation Gaussienne. Les 

résultats sont proches de ceux de la comparaison des proportions de porteurs, et ne sont pas 

significatifs à l’échelle de l’exome. Cependant, on peut noter que l’ajustement sur les axes 

d’ACP permet de réduire l’effet apparent des variants synonymes, qui se dissout alors dans la 

structure de population, alors que l’effet des variant LOF se trouve lui exacerbé par cet 

ajustement. Au total, l’effet le plus important est à nouveau celui des LOF de MAF ≤ 1‰, 

pour lesquels l’OR est de 5,88 (avec un IC95% de 1,474-23,455) et une p-value de 1,2%. Les 

OR et les p-values des variants situés dans les gènes impliqués dans l’ICL sont à nouveau plus 

importants que ceux des variants impliqués dans l’ensemble des voies de réparation de 

l’ADN. 

 

 

 

Tableau 14 : Burden test seqMeta comparant les charges en variants 

Type de 
variant 

MAF 
Voie 

biologique 
n allèles 

cas 
n allèles 
tot cas 

n allèles  
témoins 

n allèles tot  
témoins 

OR 
Intervalle de 

confiance 
p value 

LOF ≤ 1% DNA repair 19 2 x 78 96 2 x 552 1,412 0,813 – 2,453 0,221 

LOF + 3/3 ≤ 1% DNA repair 162 156 1027 1104 1,112 0,934 – 1,323 0,234 

SYN ≤ 1% DNA repair 268 156 1564 1104 1,176 1,034 – 1,337 0,014 

LOF ≤ 1‰ DNA repair 12 156 52 1104 1,681 0,807 – 3,501 0,165 

LOF + 3/3 ≤ 1‰ DNA repair 85 156 464 1104 1,270 0,997 – 1,618 0,053 

SYN ≤ 1‰ DNA repair 91 156 512 1104 1,256 0,979 – 1,610 0,073 

LOF ≤ 1% ICL 6 156 15 1104 4,200 1,142 – 15,444 0,030 

LOF + 3/3 ≤ 1% ICL 23 156 139 1104 1,119 0,718 – 1,744 0,620 

SYN ≤ 1% ICL 31 156 156 1104 1,342 0,902 – 1,998 0,147 

LOF ≤ 1‰ ICL 6 156 12 1104 5,88 1,474 – 23,455 0,012 

LOF + 3/3 ≤ 1‰ ICL 11 156 50 1104 1,554 0,728 – 3,314 0,254 

SYN ≤ 1‰ ICL 13 156 61 1104 1,518 0,780 – 2,955 0,219 
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Le troisième test réalisé est un SKAT test analysant la variance des OR de chacun des 

variants agrégés. Contrairement au test précédent, ce test prend donc en compte la 

cooccurrence éventuelle de variants délétères et protecteurs dans les mêmes gènes ou les 

mêmes voies étudiées, qui auraient alors un effet de sens opposés sur l’OR (Tableau 15). Ce 

test est également ajusté selon l'axe d'ACP pour prendre en compte la stratification de 

population. Les résultats ne sont pas significatifs à l’échelle de l’exome, mais les p-values 

obtenues sont globalement plus significatives que celles des autres tests. Concernant les 

variants ≤ 1% des gènes de la réparation de l’ADN, l’effet le plus important est celui des 

LOF, ce qui n’est plus le cas lors de la restriction des variants rares analysés à ceux de MAF ≤ 

1‰. Concernant les variants situés dans les gènes impliqués dans l’ICL, les variants LOF sont 

de nouveau ceux avec la p-value la plus significative, et leur effet est renforcé lors de la 

restriction de l’analyse aux variants de MAF ≤ 1‰. Les p-values associées aux variants situés 

dans les gènes impliqués dans l’ICL sont à nouveau plus significatives que celles associées 

aux variants impliqués dans l’ensemble des voies de réparation de l’ADN. 

 

 

 

Tableau 15 : SKAT test 

Type de variant MAF Voie biologique p value 

LOF ≤ 1% DNA repair 0,021 

LOF + 3/3 ≤ 1% DNA repair 0,245 

SYN ≤ 1% DNA repair 0,181 

LOF ≤ 1‰ DNA repair 0,025 

LOF + 3/3 ≤ 1‰ DNA repair 0,020 

SYN ≤ 1‰ DNA repair 0,024 

LOF ≤ 1% ICL 0,005 

LOF + 3/3 ≤ 1% ICL 0,156 

SYN ≤ 1% ICL 0,082 

LOF ≤ 1‰ ICL 0,002 

LOF + 3/3 ≤ 1‰ ICL 0,056 

SYN ≤ 1‰ ICL 0,056 
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Le quatrième test réalisé est un test de Fisher d'enrichissement en variants dans les 

voies de réparation de l'ADN (IN) par rapport au reste de l'exome (OUT ; Tableau 16). Il 

permet de comparer la proportion de variants dans ces voies à la proportion de variants totaux 

dans l'exome, chez les cas et les témoins. Les résultats ne sont pas significatifs à l’échelle de 

l’exome. Concernant les variants ≤ 1% des gènes de la réparation de l’ADN, l’OR le plus 

important est celui des variants LOF, cependant avec un OR pourtant très faible, les 

synonymes sont ceux avec la p-value la plus significative, résultat du grand nombre de 

variants synonymes observés. Lorsque l’on se concentre sur les variants de MAF ≤ 1‰, l’OR 

et la p-value des variants LOF et LOF +3/3 s’améliorent. C’est l’inverse pour les variants 

synonymes. Concernant les variants situés dans les gènes impliqués dans l’ICL, les variants 

LOF sont de nouveau ceux avec l’OR et la p-value les plus significatifs. La restriction des 

variants rares ICL analysés à ceux de MAF ≤ 1‰ s’accompagne d’une hausse globale de 

l’OR et d’une réduction de la p-value, sauf pour les synonymes, ce qui suggère à nouveau un 

problème de stratification de population au niveau des variants synonymes. Au total, l’effet le 

plus important est à nouveau celui des LOF de MAF ≤ 1‰, pour lesquels l’OR est de 2,88 

(avec un IC95% de 0,882 – 8,332) et une p-value de 4%. Les OR et les p-values des variants 

situés dans les gènes impliqués dans l’ICL sont à nouveau plus importants que ceux des 

variants impliqués dans l’ensemble des voies de réparation de l’ADN. 

 

 

Tableau 16 : Test d'enrichissement des voies de la réparation de l'ADN 

Type de 
variant 

MAF 
Voie 

biologique 
n allèles cas 

IN 
n allèles cas 

OUT 
n allèles    

témoins - IN 
n allèles 

témoins - OUT 
OR 

Intervalle de 
confiance 

p 
value 

LOF ≤ 1% DNA repair 19 988 96 6003 1,202 0,691 – 1,992 0,499 

LOF + 3/3 ≤ 1% DNA repair 162 7827 1027 51716 1,042 0,876 – 1,233 0,634 

SYN ≤ 1% DNA repair 268 14750 1564 96885 1,126 0,983 – 1,283 0,076 

LOF ≤ 1‰ DNA repair 12 501 52 2880 1,326 0,640 – 2,540 0,375 

LOF + 3/3 ≤ 1‰ DNA repair 85 3776 464 23310 1,131 0,884 – 1,432 0,291 

SYN ≤ 1‰ DNA repair 91 5633 512 32980 1,041 0,822 – 1,305 0,727 

LOF ≤ 1% ICL 6 1001 15 6084 2,431 0,771 – 6,649 0,106 

LOF + 3/3 ≤ 1% ICL 23 7963 139 52600 1,093 0,670 – 1,709 0,643 

SYN ≤ 1% ICL 31 14987 156 98277 1,303 0,856 – 1,926 0,194 

LOF ≤ 1‰ ICL 6 507 12 2920 2,88 0,882 – 8,332 0,040 

LOF + 3/3 ≤ 1‰ ICL 11 3850 50 23724 1,356 0,636 – 2,641 0,354 

SYN ≤ 1‰ ICL 13 5711 61 33425 1,247 0,628 – 2,297 0,508 
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Le dernier test réalisé est la comparaison de la proportion de patients (cas) porteurs 

d’une double occurrence dans les gènes de la réparation de l'ADN, c’est-à-dire d’au moins 

deux variants rares, par rapport à la proportion de témoins porteurs d’une double occurrence 

(Tableau 17). Etant donné le peu de doubles occurrences dans la voie de l’ICL, les résultats ne 

sont pas présentés. Il n’y a pas de résultats significatifs à l’échelle de l’exome. Concernant les 

variants des gènes de la réparation de l’ADN, l’OR le plus important est celui des variants 

LOF, et la p-value la plus significative est celle des synonymes. En réduisant les variants 

analysés à ceux de MAF ≤ 1‰, l’OR augmente, sauf pour les synonymes, et la p-value 

s’améliore pour tous. Concernant les variants de la voie ICL, bien que l’OR soit beaucoup 

plus important que pour les autres tests, le petit nombre de cooccurrences rend les résultats 

des variants LOF peu stables, ce qui est illustré par un intervalle de confiance de l’OR très 

étendu. Etant donné le peu de doubles occurrences de MAF inférieure à 1/1000 dans la voie 

de l’ICL, les résultats ne sont pas présentés. 

 

 

 

 

Tableau 17 : Comparaison des proportions de porteurs de doubles occurrences dans les voies 

de la réparation de l’ADN 

Type de 
variant 

MAF 
Voie 

biologique 
n cas  

double porteurs 
n cas 

totaux 
n témoins 

double porteurs 
n témoins 

totaux 
OR 

Intervalle de 
confiance 

p 
value 

LOF ≤ 1% DNA repair 3 78 8 552 2,714 0,454 – 11,623 0,145 

LOF + 3/3 ≤ 1% DNA repair 49 78 299 552 1,429 0,856 – 2,421 0,181 

SYN ≤ 1% DNA repair 66 78 418 552 1,761 0,909 – 3,693 0,087 

LOF ≤ 1‰ DNA repair 2 78 2 552 7,196 0,514 – 100,641 0,077 

LOF + 3/3 ≤ 1‰ DNA repair 23 78 113 552 1,623 0,911 – 2,821 0,078 

SYN ≤ 1‰ DNA repair 26 78 131 552 1,606 0,923 – 2,739 0,070 

LOF ≤ 1% ICL 0 78 0 552 / / / 

LOF + 3/3 ≤ 1% ICL 3 78 20 552 1,064 0,197 – 3,716 1 

SYN ≤ 1% ICL 5 78 23 552 1,574 0,453 – 4,412 0,375 
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4. DISCUSSION 

  

 L’objectif de ce travail était de caractériser les bases génétiques de la prédisposition au 

cancer colorectal en étudiant par NGS un échantillonnage de patients avec un phénotype 

extrême caractérisé par la survenue précoce de CCR, inférieure ou égale à 32 ans, sans 

mutation détectable avec les techniques usuelles utilisées en routine diagnostique. Une 

première phase a consisté par l’analyse d’un panel restreint de 201 gènes impliqués dans le 

cancer chez 83 patients. Puis ce travail a été étendu par l’application d’un panel in silico de 

296 gènes impliqués dans la réparation de l’ADN aux données d’exome de 93 patients. Nos 

résultats, certes préliminaires compte-tenu de la taille de l’échantillon analysé, illustrent 

néanmoins le sauvetage de diagnostic moléculaire, posent la question du déterminisme 

oligogénique du CCR ainsi que de l’implication de la voie ICL dans la genèse du cancer 

colorectal. Cette étude nous a également permis de structurer une approche statistique 

rigoureuse pour rechercher un enrichissement de variants rares chez les patients atteints de 

cancers précoces. 

 

 L’analyse des gènes impliqués dans les syndromes connus de prédisposition génétique 

au CCR nous a permis de faire un unique rattrapage diagnostique. Cela illustre la qualité du 

recrutement multicentrique de cet échantillonnage de patients. La variation de rang 

diagnostique détectée est le faux sens de classe 4 c.857C>T, p.(Pro286His) situé dans l’exon 

9 du gène POLE. Lors de l’inclusion du patient dans l’étude, ce gène de découverte récente 

n’était pas analysé au titre du diagnostic moléculaire en routine. Le patient porteur a présenté 

un cancer du côlon droit à 28 ans et a des antécédents familiaux compatibles avec une 

transmission autosomique dominante. L’exon 9 dans lequel se situe cette variation fait partie 

du domaine exonucléasique de correction d’épreuve de la polymérase ε, où ont été détectés 

les variants des gènes POLE et POLD1 impliqués en pathologie (Palles et al., 2013). Le 

variant que nous avons détecté est localisé dans la partie du domaine exonucléasique 

spécifiquement responsable de la liaison de la polymérase à l’ADN, de même que le variant 

pathogène constitutionnel analogue POLD1 p.(Pro327Leu), connu comme étant responsable 

de polypose (Palles et al., 2013; Spier et al., 2015). Nous sommes confiants pour conclure que 

cette mutation est à l’origine de la prédisposition héréditaire au cancer colorectal dans la 
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famille de ce patient et pour l’utiliser afin de codifier la prise en charge des apparentés dans 

cette famille. Les analyses de ségrégation sont en cours. 

 Un autre variant intéressant, c.902A>G, p.(Asp301Gly), a été identifié dans le même 

domaine exonucléasique de ce gène chez un patient avec un adénocarcinome du rectum à 23 

ans sans antécédents familiaux connus. La responsabilité dans le CCR des gènes POLE et 

POLD1 ayant été récemment mise en évidence, nous avons encore peu de recul sur la 

causalité d’un nombre important de leurs variations. Contrairement à la majorité des gènes 

intervenant dans la réparation de l’ADN impliqués en pathologie, les variations pathogènes 

décrites ne sont pas des pertes de fonction totales de la protéine, de type LOF, mais des 

altérations d’un domaine particulier, le domaine exonucléasique, qui corrige les erreurs de 

réplication. L’abolition de la fonction de correction augmente le taux de mutations non 

réparées lors de la réplication, favorisant la survenue du cancer (Briggs et Tomlinson, 2013; 

Palles et al., 2013). Des tests fonctionnels ou la recherche du caractère ultramuté de la tumeur 

par l’analyse de sa charge mutationnelle, encore en développement, devront être réalisés chez 

ce patient, afin de permettre d’étayer ou non la pathogénicité du variant de signification 

inconnue détecté. 

 Lors de cette analyse, nous avons identifié le variant NTHL1 connu pathogène 

c.268C>T, p.(Gln290*) à l’état hétérozygote chez trois patients différents et, très 

étonnamment, chez aucun témoin. Ce variant pathogène, qui à l’état homozygote ou 

hétérozygote composite prédispose à la polypose colique et au CCR, a été identifié dans la 

bibliographie au sein de 7 familles différentes. Tous les patients avaient entre 8 et 51 polypes 

adénomateux, et un âge de survenue du CCR entre 40 et 67 ans (Rivera et al., 2015; Weren et 

al., 2015; Chubb et al., 2016; Belhadj et al., 2017). Un autre variant pathogène, identifié chez 

un témoin, a été impliqué à l’état hétérozygote composite en association avec le variant 

récurrent c.268C>T, p.(Gln290*) chez une patiente avec des tumeurs multiples en rafale à 

type entre autre de CCR à 41 ans, de nevi à 42 et 55 ans, de cancer de la vessie à 47 ans, de 

méningiomes multiples à 47 ans et de cancer de la tête et du cou à 55 ans (Rivera et al., 2015). 

L’hypothèse d’une prédisposition au CCR due à la variation récurrente du gène NTHL1 à 

l’état hétérozygote est peu probable étant donné sa fréquence allélique dans la population 

générale. Une étude a mis en évidence six occurrences à l’état hétérozygote dans une 

population de 2 140 patients atteints de CCR et, dans les mêmes proportions, 6 occurrences 

parmi les 2 176 témoins analysés (Smith et al., 2013). Un second évènement en trans a donc 

été recherché par lecture directe des fichiers BAM, filtration et lecture des reads chimériques, 
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et par recherche de variation en mosaïque dans le sang par variant calling alternatif, sans 

succès. Nous ne pouvons pas écarter des évènements introniques ou situés dans des séquences 

régulatrices, et une étude de l’ARN pourrait être menée pour avancer sur cette hypothèse. Il 

serait également intéressant de rechercher une perte d’hétérozygotie ou un deuxième 

évènement dans la tumeur. Il est possible que l’éventuel second événement soit survenu en 

mosaïque et il serait informatif d’analyser le tissu sain adjacent à la tumeur.  

  

 Avant de réaliser l’analyse statistique cas-témoins, nous avons eu la surprise 

d’identifier, après filtration, des variants rares hétérozygotes de classe 4 dans le domaine OB1 

du gène BRCA2 chez deux patientes (DOCC1104 et DOCC1544, tableau 3) ayant présenté 

des CCR sans antécédents personnels et familiaux connus évocateurs d’une prédisposition 

héréditaire au cancer du sein et de l’ovaire. La perte de fonction d’un allèle du gène BRCA2 

est responsable du syndrome sein-ovaire associé à une prédisposition au cancer du sein et de 

l’ovaire avec une forte pénétrance chez la femme (OMIM # 612555 ; Petrucelli et al. 2010) 

alors que l’inactivation biallélique de BRCA2 est, elle, impliquée dans l’Anémie de Fanconi 

(Fanconi anemia complementation group D1 ; OMIM # 605724), maladie de transmission 

autosomique récessive associant pancytopénie progressive, aplasie médullaire, malformations 

congénitales et prédisposition aux hémopathies et aux tumeurs solides. Le gène BRCA2 est 

impliqué dans deux voies chevauchantes de réparation de l’ADN : l’ICL et la recombinaison 

homologue (HR). Ces deux voies de réparation sont particulièrement interdépendantes 

puisque le système HR est nécessaire à la correction des liaisons inter brins initiée par les 

gènes de la voie du FA (Deans et West, 2011). 

La prévalence des mutations BRCA1/2 dans la population générale est estimée entre 

1/400 et 1/800 (Petrucelli et al. 2010). D’ailleurs, deux variants LOF BRCA2, c.7558C>T et 

c.9382C>T, qui sont des variants non-sens dans les exons 15 et 25, ont également été mis en 

évidence chez nos 552 témoins français, correspondant à une fréquence de 1/276. Avec deux 

patientes sur 83, la fréquence dans notre échantillon de patients est d’environ 1/40. Les études 

concernant l’implication de variants hétérozygotes de BRCA2 dans la prédisposition au CCR 

sont contradictoires. En effet, il n’existe pas à ce jour d’argument formel démontrant de façon 

consensuelle une augmentation du risque de CCR chez les porteurs et porteuses de mutation 

du gène BRCA2 (Sopik et al., 2015). En particulier, une étude prospective, incluant 7 015 

patientes dont 5 481 altérations pathogènes BRCA1 et 1 474 BRCA2, a d’ailleurs conclut à un 

risque de cancer du côlon 5 fois plus important chez les patientes BRCA1 de moins de 50 ans 
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(2 638 patientes), et aucun sur-risque pour les patientes BRCA2 (Phelan et al., 2014), bien que 

dans cette étude une puissance insuffisante ne puisse être exclue, compte-tenu du nombre 

limité de patientes BRCA2 de moins de 50 ans (554 patientes). Une étude focalisée sur les 

CCR considérés comme précoces, diagnostiqués jusqu’à 55 ans, conclue, suite à l’analyse par 

WES d’une cohorte de 847 patients et 1 609 témoins, à l’absence d’enrichissement de variants 

pathogènes dans les gènes BRCA2 et TP53 (Dobbins et al., 2016). Ainsi, les variations de 

classe 4 de BRCA2 détectées dans notre série de patients atteints de CCR précoces pourraient 

être considérées comme des découvertes secondaires sans rapport avec le phénotype. 

Cependant, l’association entre variants LOF BRCA2 et CCR précoce a déjà été suggérée par 

plusieurs études. Deux variations LOF BRCA2 associées à un CCR précoce ont été rapportées 

dans une cohorte de 274 CCR familiaux (Hansen et al., 2017). Quinze variants LOF BRCA1/2 

ont également été décrits dans une cohorte de 1 260 patients évocateurs de syndrome de 

Lynch, dont 60% des porteurs avec antécédent personnel et 47% avec une histoire familiale 

de CCR (Yurgelun et al., 2015). Les auteurs posent l’hypothèse de l’existence d’un sous-

ensemble de patients BRCA1/2 qui pourraient avoir un phénotype atypique mimant le 

syndrome HNPCC. Une autre étude implique un variant LOF BRCA2 dans une famille de 

CCR MSS, sur 48 testées, sur les arguments de la ségrégation familiale et de la LOH 

tumorale, et décrit trois variants faux sens comme potentiels facteurs de risque de CCR (Garre 

et al., 2015). Enfin, une publication a rapporté chez deux sœurs avec des CCR MSS précoces, 

diagnostiqués respectivement à 31 ans et 35 ans pour l’une, et 27 ans pour la seconde, des 

mutations LOF hétérozygotes composites de BRCA2, mais sans phénotype clinique évident de 

FA (Degrolard-Courcet et al. 2014). Les analyses cytogénétiques effectuées à postériori ont 

cependant montré une hypersensibilité aux agents pontant de l’ADN, confirmant le diagnostic 

biologique de FA. A la lumière de cette publication, nous avons recherché un 2e évènement 

BRCA2 chez nos deux patientes. Un 2e variant situé dans l’exon 18 de BRCA2 et absent des 

bases de données de population et de patients a été identifié chez la patiente DOCC1104. 

Cependant celui-ci est faux sens, et prédit possiblement délétère seulement par l’algorithme 

Polyphen HVAR, il est donc difficile de l’impliquer sans études fonctionnelles. Cette patiente 

n’avait pas de phénotype de FA, cependant la recherche d’une éventuelle hypersensibilité aux 

agents pontant de l’ADN n’a pas été réalisée. 

 De façon très intéressante, l’identification chez la seconde patiente présentant une 

mutation classe 4 de BRCA2 (DOCC 1544) d’autres mutations dans les gènes de la réparation 

de l’ADN (Tableau 5) pose la question de la contribution de l’oligogénisme dans le 
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déterminisme du CCR précoce. Cette patiente cumule un variant de classe 4 dans le gène 

BRCA2, un variant de classe 3 dans le gène FANCL impliqué dans le système ICL, un variant 

de classe 3 dans le gène MLH1, impliqué dans le système MMR, et un variant de classe 3 

dans le gène MUTYH, impliqué dans le système BER. Le variant FANCL est potentiellement 

pathogène et possiblement de classe 4 puisqu’une variation voisine, responsable de la même 

variation protéique p.Thr367Asnfs*13, a été rapportée pathogène dans la FA, avec des études 

fonctionnelles en faveur d’un variant hypomorphe (Ali et al., 2009). Le variant MLH1 est lui 

classé VSI par le groupe expert international InSIGHT (International Society for 

Gastrointestinal Hereditary Tumours Database) et rapporté neutre dans la base de données de 

patients UMD-MLH1 (Universal Mutation Database). Des études ARN ont montré que le 

variant d’épissage MUTYH était responsable de la troncature de la protéine avec altération de 

son transport au noyau (Tao et al., 2004). Les auteurs ont également identifié ce dernier 

variant à l’état homozygote chez un patient japonais et ont évoqué sa possible implication 

dans le cancer gastrique de ce patient. Cependant ce variant n’est pas rare dans la population 

asiatique et l’épissage de MUTYH est soumis à différents épissages alternatifs, rendant son 

épissage particulièrement complexe à analyser (Plotz et al., 2012).  

 Chez 5 autres patients des variants LOF dans d’autres gènes responsables de FA 

impliqués dans le système ICL/HR ont été également détectés. Le variant non-sens XRCC2 

c.643C>T, le variant frameshift FANCA c.1115_1118delTTGG, et le variant d’épissage 

FANCD2 c.2715+1G>A ont déjà été rapportés comme responsables de FA. Le variant XRCC2 

détecté a été rapporté pathogène à l’état homozygote chez le premier patient décrit atteint 

d’une forme atypique de FA (Fanconi anemia complementation group U ; OMIM # 617247) 

due à des mutations bialléliques du gène XRCC2 (Shamseldin et al. 2012 ; Park et al. 2016). 

La responsabilité de ce gène dans cette pathologie a ensuite été confirmée grâce à des modèles 

murins et cellulaires. Par ailleurs, certains de ses polymorphismes ont été associés à une 

augmentation du risque de CCR (Krupa et al., 2011 ; Li et al., 2014). Le variant FANCA a été 

rapporté de façon récurrente à l’état hétérozygote composite chez plusieurs patients atteints de 

FA et l’individu porteur est le père d’un enfant atteint de FA (Castella et al., 2011). Le variant 

FANCD2 a lui été décrit responsable de l’abolition du site donneur d’épissage conduisant à 

l’utilisation d’un site cryptique donneur responsable de la rétention de 27 pb de l’intron 28 

dans l’ARN messager. Il s’agit donc d’une variation hypomorphe qui a cependant été 

impliquée plusieurs fois à l’état hétérozygote composite dans la FA (Kalb et al., 2007). Le 

variant d’épissage FANCI c.2457-2A>G et la délétion des exons 2 à 6 du gène UBE2T n’ont 
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encore jamais été décrits dans la FA cependant ce sont des LOF et ces deux gènes sont 

responsables respectivement de FA du groupe I (Fanconi anemia, complementation group I ; 

OMIM # 609053) et du groupe T (Fanconi anemia, complementation group T ; OMIM # 

616435) par perte de fonction. Un enrichissement en variants potentiellement pathogènes dans 

les gènes de la FA (BRCA2, BRIP1, FANCC, FANCE et REV3L) a déjà été décrit dans des 

formes héréditaires de CCR, avec 6 familles porteuses sur 40 analysées par WES. Le test 

d’enrichissement réalisé utilisant les témoins de la cohorte ExAC est un test de χ2 avec une p-

value de 0,25% pour les LOF + faux sens prédits délétères, et une p-value de 0,5% pour les 

LOF seuls (Esteban-Jurado et al., 2016). 

 En plus de ces 5 LOF dans des gènes de FA, nous avons identifié une variation indel 

en phase dans le gène FANCD2, c.3260delinsGTAA, prédite pour altérer l’épissage, et deux 

autres LOF ont été identifiés dans FAN1 et FAAP20. Les gènes FAN1 et FAAP20 ne sont pas 

responsables de FA mais les protéines codées appartiennent à la même voie de réparation de 

l’ADN que ceux impliqués dans la FA, le système ICL. Par ailleurs, bien que cette 

observation n’ai pas été répliquée, deux variations pathogènes tronquantes et trois variations 

faux sens du gène FAN1 ont été impliquées dans la survenue de formes familiales de CCR 

dans cinq familles différentes (Seguí et al., 2015). Aucune LOH en regard de FAN1 n’a 

cependant été identifiée dans les CCR de ces patients. Le gène FAN1 est responsable d’une 

maladie rénale rare de transmission autosomique récessive (karyomegalic intersitial 

nephritis ; OMIM # 614817) (Zhou et al., 2012). A ce jour, il n’y a pas de prédisposition au 

cancer formellement associée aux mutations du gène FAN1. 

 Ces variations dans la voie de l’ICL sont toutes associées à d’autres variations prédites 

pathogènes de type LOF non impliquées en pathologie, ou à des faux sens non connus prédits 

délétères par les trois algorithmes utilisés, ce qui est compréhensible étant donné le nombre 

important de gènes de la réparation analysés. Aucun gène ni aucune autre voie biologique de 

la réparation particuliers ne semble être récurrent ou se détacher parmi ces co-occurrences. 

Cependant, il est légitime de se poser la question d’un éventuel oligogénisme.  

 La seule exception à la récurrence est l’identification de deux variants MUTYH à l’état 

mono-allélique, détectés chez les patients DOCC1544 et DOCC2391, en association à 

d’autres variations dans les gènes de la voie ICL. Chez la patiente DOCC1544, la variation 

MUTYH est associée à une variation tronquante BRCA2 et une variation FANCL. Chez le 

patient DOCC2391, la variation MUTYH est associée au variant non-sens XRCC2. Ces 

cooccurrences sont particulièrement intéressantes pour discuter d’un modèle oligogénique. En 
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effet, l’augmentation du risque de CCR chez les patients porteurs d’un variant LOF MUTYH 

mono-allélique reste controversée. Une méta-analyse regroupant 16 études différentes, afin de 

maximiser la puissance statistique, ne permet pas de conclure à un OR significatif (Win, et al. 

2011a). Alors qu’une étude de 114 cas index de CCR et 2 179 apparentés a rapporté un sur-

risque de CCR avec un OR à 2,04 et une p-value inférieure à 0,001 (Win et al., 2011b). Il est 

possible que cette discordance soit attribuable à un effet additif du risque de survenue du 

cancer induit par d’autres variants concomitants. Un cas de déterminisme digénique du CCR 

impliquant MUTYH a d’ailleurs déjà été rapporté. Il s’agit de l’association d’un variant faux 

sens MUTYH et d’un variant d’épissage OGG1, un autre gène impliqué dans le système BER 

(Morak et al., 2011). Les voies de réparation de l’ADN sont intrinsèquement liées et 

enchevêtrées. Il est donc crédible que plusieurs impacts mineurs dans différentes voies 

puissent altérer l’efficacité globale des mécanismes de réparation de l’ADN. Pour étayer cette 

hypothèse d’oligogénisme, des tests statistiques spécifiques supplémentaires devront être 

réalisés. La contribution de l’oligogénisme dans le déterminisme des cancers avec effet 

cumulatif de variant rares a été récemment évoquée chez les patients atteints de sarcome 

(Ballinger et al., 2016), bien que l’étude, publiée dans une revue de haut niveau, présente des 

limites méthodologiques sur le plan statistique. Cette étude d’association a en effet conclut 

que les patients atteints de sarcome avaient significativement plus de variants pathogènes dans 

les 72 gènes de cancer testés que les témoins (Ballinger et al., 2016). Cependant leur méthode 

statistique est critiquable puisqu’ils nomment OR la comparaison de la proportion de variants 

rares délétères par rapport aux variants rares synonymes chez les cas et les témoins au lieu de 

comparer la proportion de porteurs parmi les cas et les témoins. Cette méthode permet 

d’augmenter artificiellement considérablement leurs p-values.  

 

Nous avons donc effectué des tests statistiques rigoureux afin d’étayer notre hypothèse 

d’oligogénisme impliquant les gènes de la réparation de l’ADN et contribuant aux formes 

précoces de CCR. 

 L’analyse statistique réalisée à partir des données de 76 patients, atteints de CCR 

précoces rigoureusement sélectionnés et séquencés par le panel de 201 gènes, ne permet pas 

de mettre en évidence d’association significative entre les variants rares LOF et/ou faux sens 

prédits délétères de ces gènes et la survenue de CCR précoce, ni même de déceler une 

tendance. Il est cependant intéressant de noter la baisse de l’OR observée lors de l’ajout des 

variants faux sens prédits délétères aux variants LOF touchant les gènes de réparation de 
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l’ADN (Tableau 10). Ce résultat est cohérent avec les données très récemment publiées par le 

consortium ExAC rapportant que les gènes de réparation de l’ADN présentent de nombreuses 

mutations dans la population générale, dont 30,4% de variants faux sens, avec plus de la 

moitié d’entre eux prédits délétères par SIFT et au moins possiblement délétères par 

Polyphen-2 HVAR (Das et Ghosh 2017). Cela pose la question de la pertinence des 

algorithmes de prédiction de pathogénicité collégialement utilisés et qui peuvent classer des 

mutations faux sens en mutations délétères par excès. 

La seconde analyse statistique a été réalisée à partir des données de 78 patients, 

également atteints de CCR précoces rigoureusement sélectionnés, mais séquencés par WES 

avec application d’un panel in silico de 296 gènes impliqués dans la réparation de l’ADN. Les 

analyses réalisées à partir de l’ensemble des gènes de la réparation de l’ADN montrent 

globalement un effet plus fort avec un OR supérieur et une p-value plus significative pour les 

variations synonymes, par rapport aux LOF et faux sens prédits délétères (3/3). En revanche 

lorsque le test est restreint aux singletons (MAF inférieure à 1/1000), ou lors de l’application 

du test seqMeta, qui permet de prendre en compte la stratification de population, cet effet 

disparaît. Cela est rassurant et peut être expliqué par le fait que la population de patients est 

essentiellement rouennaise, alors que les témoins viennent de différents endroits de France. 

Les structures de populations semblent donc être plus fines que la seule échelle origine 

française. Cet effet n’est pas observé lorsque les analyses sont restreintes à la voie ICL dont 

les synonymes ont un OR faible et de p-value non significative. L’effet de l’association des 

variants de la voie ICL au CCR précoce est, quel que soit le test employé, plus important que 

pour les gènes de la réparation globaux. L’effet est fort pour les LOF, ce qui est cohérent avec 

les variants pathogènes d’intérêt identifiés dans cette voie. Il est également intéressant de 

noter que la force de l’association est systématiquement plus importante lorsque l’on restreint 

l’analyse aux variants ICL de MAF inférieure à 1/1000. En effet, chez les patients la 

restriction ne change pas le nombre de variants analysés, alors que cela en supprime plusieurs 

chez les témoins. Cela sous-tend une implication supérieure des variants très rares voir privés 

au CCR précoce. La rareté de ces variants est en faveur d’une pression de sélection à leur 

encontre. Bien que non significatives à l’échelle de l’exome, les valeurs d’association 

obtenues sont bien plus importantes que lors de l’analyse par le panel de 201 gènes et 

montrent une tendance. Pour la comparaison des proportions cas témoins de porteurs de 

variants LOF de MAF inférieure à 1/1000 dans la voie ICL, l’OR obtenu est de 8,7 avec un 

intervalle de confiance 95% ne contenant pas la valeur 1 et une p-value de 1,6%. Les résultats 
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du Burden test SeqMeta ont un OR plus faible et une p-value un peu plus significative avec un 

OR à 5,9 et une p-value à 1,2%. Cela est probablement dû à l’ajustement que permet ce test 

sur l’analyse de stratification de population. Le SKAT test permet d’obtenir une p-value 

inférieure aux autres tests : 2,1% pour les LOF de l’ensemble des gènes de la réparation, et 

0,2% pour les LOF de l’ICL de MAF inférieure à 1/1000. C'est étonnant puisque le SKAT test 

sert à prendre en compte la variance de l’OR, ce qui permet de limiter l’effet de cooccurrence 

de variations pathogènes et protectrices, tirant l’OR vers un milieu neutre dans les autres tests 

alors que ce n’est pas le cas. Cette p-value plus significative serait donc en faveur de 

l’existence de variants protecteurs dans les gènes impliqués dans la réparation de l’ADN, ce 

qui n’a encore jamais été décrit. Un test d’enrichissement des variants dans les gènes de la 

réparation de l’ADN ou de l’ICL par rapport aux variants détectés dans l’ensemble de 

l’exome a également été appliqué. Cependant l’OR le plus important, obtenu pour les LOF 

ICL de MAF inférieure à 1/1000 est plus faible que pour les autres tests et l’intervalle de 

confiance 95% comprend la valeur de 1. Le dernier test réalisé pour évaluer l’oligogénisme 

est un test de cooccurrence des variants. Cependant le nombre d’événements est globalement 

trop faible pour obtenir une p-value inférieure à 5% pour les gènes de l’ensemble de la 

réparation de l’ADN. L’OR très élevé observé pour la cooccurence de variants LOF de la voie 

ICL est intéressant mais le petit nombre de cas porteurs parmi les patients ne permet pas de 

conclure formellement à un oligogénisme. Les cooccurrences détaillées dans l’analyse 

manuelle des résultats sont survenues le plus souvent chez des patients outliers, qui ont été 

exclus de l’étude statistique. Il se peut que ce soit l’effet du hasard, mais les patients outliers 

portent globalement plus de variants que les autres et il y a donc plus de probabilité que des 

variants soient identifiés dans des gènes d’intérêt. Quoiqu’il en soit si les cooccurrences 

observées concourent au CCR par déterminisme oligogénique, la taille de l’échantillon, 

outliers exclus, est insuffisante pour le démontrer. 

 Globalement malgré une tendance en faveur de l’implication des variants rares LOF 

de la voie ICL, les résultats des analyses statistiques sur les données obtenues par panel de 

gènes et par exome ne sont pas significatifs à l’échelle de l’exome. C’est également le cas des 

rares études portant sur l’impact de ces variants rares touchant des gènes impliqués dans la 

réparation de l’ADN. En effet, la p-value du test d’enrichissement réalisé pour comparer les 

variants potentiellement délétères de la voie ICL (BRCA2, BRIP1, FANCC, FANCE et 

REV3L) des 6 familles porteuses sur 40 analysées par WES aux variants des témoins de la 

cohorte ExAC était de seulement 0,25% pour les LOF et faux sens prédits délétères, et de 
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0,5% pour les LOF seuls (Esteban-Jurado et al., 2016). Une autre étude portant sur l’analyse 

de 40 gènes impliqués dans la réparation de l’ADN à partir de données de WES a été réalisée 

pour comparer une cohorte de 680 patients atteints de CCR avec 27 728 témoins appariés 

ExAC NFE non TGCA. Cette étude a été répliquée avec une cohorte de 1 661 patients atteints 

de CCR et 1456 patients atteints de forme dite précoce de CCR, c’est-à-dire de survenue 

avant 56 ans. Les auteurs concluent à un enrichissement en variants pathogènes dans les gènes 

ATM (OR = 2,81 p = 3,5% ; OR = 2,97 p = 0,13%) et PALB2 (OR = 4,91 p = 2,4% ; OR = 

3,42 p = 3,4%) chez les patients, mais sans effet sur la précocité du cancer. Une LOH 

tumorale a été systématiquement observée en cas de variation pathogène constitutionnelle 

d’ATM et jamais de PALB2. D’autres gènes leur ont paru intéressants, dont certains gènes 

impliqués dans l’ICL comme BRCA2, FANCE, FANCL, SLX4, mais l’OR obtenu comprenait 

la valeur 1 et les p-values étaient situées entre 5 et 30% (AlDubayan et al., 2018). De façon 

intéressante, nous avons également identifié dans notre cohorte un variant LOF de classe 5 

dans le gène ATM. La mise en évidence de LOH à ce locus dans la tumeur permettrait 

d’étayer les résultats de cette publication. Les auteurs ont également conclut à l’implication 

des altérations de l’ensemble des gènes de la voie HR dans le CCR (OR = 1,78  IC95% = 

1,07-2,86 et p-value 2%), avec une association encore plus forte pour la population de CCR 

précoce (OR = 1,78 IC95% = 1,19-2,36 et p-value 0,2%). Les gènes sélectionnés par les 

auteurs comme appartenant à la voie HR étaient : ATM, BARD1, BLM, BRCA1, BRCA2, 

BRIP1, MRE11, NBN, PALB2, RAD51, RAD51C, RAD51D, RAD54L et XRCC3. Dans notre 

étude, les gènes BRCA2, BRIP1, PALB2 ont été classés dans la voie ICL, et les gènes ATM et 

BLM dans la catégorie des gènes responsables d’une hypersensibilité aux agents 

génotoxiques, conformément à la classification utilisée dans la publication du consortium 

ExAC (Das et Ghosh, 2017). Ces différences de classement illustrent la difficulté de la 

classification de certains gènes à cause de la multiplicité des fonctions de certaines protéines 

et du chevauchement important des voies de réparation de l’ADN. 

Une des premières limites de notre travail est l’effectif réduit de patients, qui limite la 

puissance de l’analyse statistique. En effet les OR obtenus sont relativement faibles et une 

forte puissance statistique serait nécessaire pour obtenir des résultats significatifs à l’échelle 

du WES. La population de témoins que nous avons utilisés pour l’étude est également 

critiquable. Bien que d’origine française donc appariée à nos cas, il s’agit d’un échantillon 

d’individus de la population générale. Nous ne pouvons pas exclure la survenue de cancer 

chez certains d’entre eux car nous n’avons pas d’information sur leur phénotype. Les OR de 
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survenue de CCR précoce identifiés chez les cas sont relativement faibles, ce qui est étonnant 

alors que la population de patients est rigoureusement sélectionnée et présente un CCR très 

précoce. Cela peut être expliqué par une pénétrance incomplète des variants qui peuvent donc 

être identifiés chez les témoins. Le modèle oligogénique, de transmission non mendélienne, 

qui suppose un effet lors de l’accumulation de variants, implique que les témoins puissent être 

porteurs de certains de ces variants concourant à une éventuelle prédisposition, ce qui 

augmente encore la puissance statistique nécessaire pour le démontrer. La population de 

témoins est âgée en moyenne de 66 ans contre 27 ans pour les patients. Il est également 

légitime de se poser la question d’un éventuel biais induit par cet écart. Bien 

qu’essentiellement passenger, des mutations somatiques s’accumulent en effet avec l’âge, y 

compris dans les cellules hématopoïétiques (Holstege et al., 2014). Cependant ces mutations 

étant sous clonales, la balance allélique de ces mutations devrait être plus faible que celle des 

variations constitutionnelles. Comme nous appliquons un filtre sélectionnant les variants 

hétérozygotes de balance allélique comprise entre 25 et 75%,  cela ne devrait pas impacter le 

nombre de variants détectés chez les témoins. 

Les variations pathogènes identifiées dans la voie ICL chez les patients non outliers 

n’étant qu’au nombre de 6, les résultats de cette étude sont quoiqu’il en soit en faveur d’une 

hétérogénéité importante des éventuelles étiologies, génétiques ou non, responsables de la 

survenue précoce de CCR. En effet, il n’a pas été identifié de variations délétères, de gènes ou 

de voies biologiques altérés de façon significativement récurrente chez la majorité des 

patients de cet échantillon. Différentes situations peuvent mener à cette observation. Il est 

possible que le déterminisme génétique soit important dans ces formes précoces de CCR, 

mais qu’il y ait une véritable hétérogénéité génétique des variants, des gènes et des voies 

biologiques impliquées. Nous n’analysons ici les données qu’avec l’angle de vue de la 

réparation de l’ADN, or les voies de l’apoptose, de la ségrégation des chromosomes et du 

cycle cellulaire peuvent aussi concourir à la survenue précoce de CCR. Auquel cas plus 

l’hétérogénéité est importante, plus la taille des échantillons doit être grande pour obtenir une 

puissance statistique suffisante. Le critère de survenue précoce du CCR a été décrit par 

d’autres équipes comme générateur d’une population hétérogène (Hahn et al., 2016). Bien que 

l’âge de 32 ans que nous avons retenu soit bien plus précoce que le seuil de 51 ans souvent 

utilisé dans la bibliographie, il est peut-être nécessaire d’être encore plus stringent dans les 

critères de sélection, en se restreignant à une survenue pédiatrique ou en sélectionnant des 

patients sur des critères cliniques ou biologiques plus stricts. L’approche par sélection de cas 
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de CCR familiaux est également intéressante, mais elle est probablement inadaptée à la 

recherche de variants ou de gènes avec une pénétrance modérée. Cette dernière complique en 

effet considérablement la mise en évidence d’une héritabilité (Hahn et al., 2016). A l’inverse, 

il est également probable que la force de l’effet de la voie ICL ou même des gènes de la 

réparation de l’ADN soit diluée par notre méthode de comparaison des variations. En effet, 

afin de ne pas biaiser l’étude statistique, nous sommes contraints de donner le même poids 

biologique à tous les variants identifiés au sein d’une même catégorie. Lors de l’agrégation 

des variants par voie biologique, nous considérons ainsi de manière égale les variants dans les 

différents gènes inclus dans ces voies. Or pour l’ICL par exemple, la majorité des variants 

LOF portés par les témoins se situent dans le gène BRIP1 (3) et dans le gène FANCM (5), 

alors qu’aucune variation pathogène dans ces gènes n’a été identifiée chez les patients. De 

même, au sein d’un gène, tous les variants du même type sont considérés de la même façon. 

Concernant les LOF, on sait que des mécanismes de sauvetage de la protéine par saut d’exons 

ou autres ont été décrits dans certains gènes. Il est aussi à noter, en particulier pour les faux 

sens, que certains des variants qui sont localisés dans un domaine crucial n’ont pas 

nécessairement la même pathogénicité qu’un variant localisé à un autre endroit. C’est le cas 

par exemple pour les variations POLE et POLD1 qui ne sont responsables de phénotype que 

lorsqu’elles surviennent dans le domaine exonucléasique (Palles et al., 2013). Il est possible 

que les faibles OR observés soient le reflet de la dilution de l’effet des variants LOF 

réellement pathogènes par des variants LOF bénins. L’approche statistique systématique 

risque donc de noyer un potentiel effet de certains variants, dans la masse d’autres non 

pertinents. Il faut également garder à l’esprit que, bien que nos méthodes d’analyse par NGS 

soient très performantes, nous sommes encore loin de détecter toutes les variations du 

génome. Les variations hors des séquences codantes, introniques ou dans les séquences 

régulatrices de gènes d’intérêts, ainsi que les variations hors des gènes ne sont pas détectées 

par le panel de 201 gènes ni le WES. Cependant l’analyse de ces régions ne sera vraiment 

pertinente que lorsque nous aurons progressé en parallèle sur l’interprétation des variants 

susceptibles d’y être identifiés. De même, certaines variations de structure ne sont à ce jour 

pas détectées par les techniques d’analyses utilisées (Hahn et al., 2016).  

 Il est également possible que le déterminisme génétique soit finalement peu important 

dans les formes précoces de CCR. L’absence de résultat statistique significatif pourrait être 

expliquée par le fait qu’une fraction importante des patients présentant un CCR précoce inclus 

dans cette étude, n’ait pas de mutations constitutionnelles d’un gène majeur intervenant dans 
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le déterminisme génétique du CCR mais une altération biallélique exclusivement somatique. 

La contribution des altérations somatiques dans la genèse des cancers du sujet jeune a été 

récemment rappelée par l’étude du groupe d’Albert de La Chapelle, montrant que la majorité 

des CCR du sujet jeune de présentation sporadique et de phénotype RER positif s’explique 

par une mutation biallélique d’un gène MMR (Haraldsdottir et al., 2014). Il s’agit d’une 

information majeure et rassurante pour les familles puisque notre étude suggère fortement que 

la majorité des CCR même de survenue très précoce ne sont probablement pas liés à un 

déterminisme héréditaire. Le rôle de l’environnement dans l’oncogenèse ne doit également 

pas être négligé, et les facteurs environnementaux délétères auxquels les patients inclus dans 

notre étude ont pu être exposés n’ont pas été évalués.  

 

 Malgré l’absence de résultats statistiques significatifs, l’étude statistique effectuée à 

l’échelle du gène nous a permis de nous intéresser aux gènes SBDS et WT1, bien que déjà 

impliqués dans des maladies mendéliennes sans rapport connu avec le CCR. Le variant 

récurrent SBDS c.258+2T>C, p. ? détecté chez 3 patients et 3 témoins est décrit pathogène 

dans le syndrome Shwachman-Diamond (SDS ; OMIM # 260400 ; Taneichi et al., 2006; 

Boocock et al., 2002). Ce syndrome, de révélation à l’âge pédiatrique, de transmission 

autosomique récessive et associé à une instabilité chromosomique est caractérisé par une 

insuffisance médullaire, une insuffisance pancréatique, des anomalies squelettiques et un 

risque augmenté d’hémopathies malignes. Il a d’ailleurs été montré que la perte de SBDS 

perturbait la réponse cellulaire aux dommages de l’ADN et aux stress chimiques, suggérant 

un potentiel rôle suppresseur de tumeur (Ball et al., 2009). Le variant détecté est également 

décrit à l’état hétérozygote comme facteur de risque d’anémie aplasique (Calado et al., 2007). 

Il résulte de la conversion génique du gène SBDS avec son pseudogène SBDSP1 (ribosome 

maturation factor pseudogene 1), qui produit un long ARN non codant (lncRNA, figure 16). Il 

est associé à l’abolition du site donneur d’épissage original en 258+1 au profit de l’utilisation 

du site d’épissage de SBDSP1 en 250+1, ce qui aboutit à une protéine SBDS tronquée 

(Boocock et al., 2002).  
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Figure 16 : Variations entre le gène SBDS et  son pseudogène SBDSP1 (Boocock et al., 2002) 

 

 La protéine SBDS est impliquée dans la maturation des ribosomes et pléiotrope, c’est-

à-dire avec de nombreuses et diverses fonctions, qui restent cependant encore mal connues (In 

et al., 2016). Le lncRNA SBDP1 issu de la transcription du pseudogène est augmenté dans les 

tissus et cellules de CCR et a été impliqué dans la croissance tumorale, la prolifération 

cellulaire, l’invasion et la tumorigenèse du CCR. Une des hypothèses concernant l’implication 

de SBDSP1 dans le CCR est l’altération par ce lncRNA de la potentielle fonction suppresseur 

de tumeur de SBDS (Shi et al., 2017). De façon intéressante, la mutation d’épissage mise en 

évidence dans notre échantillon mime la séquence de ce pseudogène impliqué au niveau 

somatique. 

 

 De même, nous ne pouvons exclure formellement l’implication de variants WT1 dans 

le déterminisme génétique du CCR. Deux variants faux sens situés dans le domaine N-

terminal de WT1, impliqué dans la régulation de la transcription et l’homodimérisation de 

WT1 ont été identifiés chez trois patients et un témoin. Il est à noter que nous avons détecté 

une troisième variation faux sens prédite délétère par les 3 algorithmes, c.695C>T, 

p.(Pro232Leu) dans l’échantillon de patients, située dans le même domaine de WT1, mais ce 

dernier variant, présent à 0,013% dans la population africaine (ExAC AFR), avait été exclu de 

l’analyse statistique par l’analyse de stratification de population car le patient porteur est 

d’origine africaine. La protéine WT1 est un facteur de transcription impliquée dans la cascade 

de signalisation de la voie Wnt, essentielle au développement du système uro-génital, et très 

peu exprimée dans le côlon d’après les données GTEx. Les variants pathogènes 

constitutionnels WT1 prédisposent à la tumeur de Wilms ou néphroblastome (OMIM # 

194070), une forme pédiatrique de cancer du rein le plus souvent sporadique et de 
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présentation clinique isolée ou syndromique. Cependant de façon intéressante, l’expression de 

WT1 lors du checkpoint mitotique prolonge l’inhibition du complexe de destruction formé par 

APC et AXIN1 empêchant l’adressage de la β-caténine au protéasome, et retardant ainsi la 

sortie de mitose (Shandilya et al. 2014; Shandilya et Roberts 2015). La voie Wnt est 

impliquée dans le CCR puisque la FAP1 est due à des variations pathogènes dans le gène 

APC. Par ailleurs un polymorphisme de WT1 a déjà été impliqué comme facteur de risque, et 

facteur pronostique dans le CCR par une étude cas-témoins (Sangkhathat et al., 2015). Les 

patients porteurs n’étant pas atteints de tumeur de Wilms, outre la pénétrance incomplète, il 

est possible que les variations faux sens détectées n’aient qu’un effet hypomorphe, insuffisant 

pour prédisposer au néphroblastome.  

SBDS et WT1 sont donc des gènes candidats intéressants, cependant des études de 

ségrégation et des études de réplication rigoureuses seront nécessaires pour étayer leur 

implication potentielle dans le CCR. 
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5. CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

  

 En conclusion, les résultats de cette étude sont en faveur d’une hétérogénéité de 

l’étiologie de la survenue de CCR précoces, ce qui rend l’implication formelle de variants, 

gènes, ou voies biologiques difficile. Différentes pistes peuvent être exploitées pour 

poursuivre ce travail. Les OR mis en évidence jusqu’ici sont relativement faibles, et 

nécessitent donc une population de patients beaucoup plus importante pour atteindre des 

valeurs de p-value significatives à l’échelle du WES. Le phénotype de CCR précoce étant 

rare, une collaboration nationale ou internationale pourrait permettre d’augmenter 

considérablement l’échantillon de patients analysés et donc d’accroître la puissance 

statistique. Par ailleurs, le rôle dans l’oncogenèse des altérations somatiques de gènes 

impliqués dans les voies de la réparation de l’ADN n’est pas restreint aux CCR. Une étude 

d’association réalisée sur une population de 98 patients chinois atteints de cancer de la vessie 

séquencés par un panel de 222 gènes, dont 54 gènes impliqués dans la réparation de l’ADN, 

comparée aux données des bases de données de population asiatiques ExAC et GnomAD, a 

récemment conclu à l’association d’altérations pathogènes dans ces 54 gènes avec un risque 

de survenue de cancer plus précoce 3 fois plus élevé, malgré une p-value non significative de 

17%, et associé à un pronostic défavorable avec une p-value de 1,3% (Na et al., 2018). De 

telles conclusions, basées sur une étude avec des cas-contrôles non appariés et sans p-value 

significative à l’échelle du WES, ne peuvent, comme dans notre cas, être interprétés comme 

plus d’une simple tendance. Une autre étude, portant sur l’analyse des données de WES de 

412 patientes atteintes de cancer de l’ovaire de haut grade dans la cohorte TGCA, conclue à 

un enrichissement en variants dans les gènes impliqués dans la réparation de l’ADN (p-

value = 1,8x10-3), bien que non significatif à l’échelle de l’exome. Ils décrivent également une 

association entre variants pathogènes de FANCM et cancer de l’ovaire (OR = 2,5 IC95% 1,3 -

 5 et p = 6% ; Dicks et al., 2017). Ces études posent la question de l’intérêt d’agréger 

différents types de cancers précoces ensemble, afin d’augmenter le nombre de cas de cancers 

précoces donc rares analysés. Il pourrait ainsi être intéressant de constituer une cohorte de 

patients atteints de cancers précoces de différents types pour s’affranchir en partie de la rareté 

du phénotype. Le risque est d’augmenter encore l’hétérogénéité mise en évidence par cette 

étude. Etant donnée la tendance mise en évidence, des études supplémentaires concernant 

l’association des altérations très rares voire privées des gènes de la voie ICL aux formes 



103 

 

précoces de CCR devront être menées. L’analyse de la tumeur des patients porteurs de 

variants pathogènes dans les gènes de la voie ICL serait également intéressante pour 

rechercher une éventuelle LOH, mais en cas de déterminisme oligogénique impliquant les 

gènes de la réparation, il n’est pas certain que le two-hits model de Knudson s’applique 

toujours. Il est en effet possible que l’altération mineure de protéines impliquées dans la 

réparation fournisse un terrain génétique propice à la tumorigenèse, sans qu’un second 

événement soit nécessaire. L’estimation du déterminisme oligogénique impliquant les variants 

rares n’en est qu’à ses débuts et le développement d’outils bio-informatiques et statistiques 

adaptés suivra probablement le bond technologique qui a déjà permis un progrès fulgurant en 

génétique moléculaire. Quoiqu’il en soit, la poursuite de cette étude bénéficiera du socle 

méthodologique et bio-informatique adapté aux études statistiques d’association développé et 

inauguré par ce travail, indispensable aujourd’hui à toute implication de gènes en pathologie 

(Broderick et al., 2017). 
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RESUME 

 

               L’analyse des gènes responsables de formes mendéliennes de CCR reste parfois négative 

chez des patients présentant un Cancer ColoRectal (CCR) de survenue très précoce, situation 

clinique pourtant suggestive d’un déterminisme génétique fort. Plusieurs études ont suggéré la 

contribution de variants rares affectant des gènes de réparation de l'ADN au déterminisme du CCR 

mais le manque de significativité statistique à l’échelle de l’exome limite l'interprétation de ces 

résultats. Afin de déterminer la contribution des variations génétiques rares affectant la réparation 

de l'ADN au CCR, nous avons séquencé par Next Generation Sequencing (NGS) un panel de 201 

gènes impliqués dans le cancer chez 84 patients atteints de CCR très précoce d'origine française 

rigoureusement sélectionnés (CCR diagnostiqué jusqu’à l'âge de 32 ans, exclusion du syndrome 

de Lynch et des polyposes adénomateuses et hamartomateuses). Nous avons également séquencé 

l’exome de 93 patients, sélectionnés selon les mêmes critères, et de 567 témoins FREX (French 

Exome Project). Nous avons filtré les variants rares prédits pathogènes, affectant les 201 gènes du 

cancer ou les 296 gènes de réparation de l'ADN selon l’analyse réalisée, et nous avons comparé 

leurs fréquences relatives entre les cas et les témoins. A l’aide d’un test statistique de charge en 

variants (Burden test SeqMeta), nous avons obtenu un Odds Ratio (OR) de 1,412 (p = 0,165) pour 

les variations Loss of Function (LOF) rares (Minor Allele Frequency, MAF < 1%) affectant les 

gènes de la réparation de l’ADN, et un OR de 1,681 (p = 0,017) pour les variations LOF très rares 

(MAF < 1‰). L’effet observé est plus fort lorsque le test est restreint aux variants très rares 

affectant le système de réparation des liaisons inter-brins (Inter-strand CrossLink, ICL), avec un 

OR de 5,88 (p = 0,012). Fait remarquable, la comparaison de la cooccurrence d'au moins deux 

variations LOF très rares affectant la réparation de l'ADN entre patients et témoins donne un OR 

de 7,196 (p = 0,077). Ces résultats posent la question de la contribution de la voie ICL au CCR et 

de la place de l’oligogénisme, basé sur l'effet cumulatif de plusieurs variations affectant en 

particulier la réparation de l'ADN, dans la prédisposition au CCR. 
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