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ABREVIATIONS

AC : Anticorps.

ACE : Antigéne carcino-embryonnaire.

ADK : Adénocarcinome.

ADN : Acide désoxyribonucléique.

AICR : American Institute for Cancer Research.

AJCC : American Joint Committee on Cancer.

AKT : AKR mouse thymoma kinase.

ANSES : Agence nationale de sécurité sanitaire de l'alimentation.
APC : Adenomatous polyposis coli.

ATP : Adénosine-Triphosphate.

BRAF: V-Raf murine sarcoma viral oncogene homolog B.
CA19-9 : Antigéne carbohydrate 19-9.

Cast-PCR : Competitive allele-specific TagqMan PCR.

CCR : Cancer colorectal.

CCRm : Cancer colorectal métastatique.

CHU : Centre hospitalier universitaire.

Ck : Cytokératine.

DAB : Diaminobenzedine.

EDTA : Ethyléne Diamine Tétra Acétique.

EGFR : Epithelium Growth Factor Recpetor (facteur de croissance épidermique).
ELAM-1 : Endothelial Leukocyte Adhesion Molecule-1.

ERK : Extracellular signal-regulated kinase.

FFPE : formalin-fixed paraffin-embedded.
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HNPCC : Hereditary Non Polyposis Colorectal Cancer.

INC : Institut National du Cancer.

K : keratin.

KRAS : V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog.
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MLHI1 : MutL homolog 1.
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I-INTRODUCTION



Le cancer colorectal est une cause majeure de morbidité et de mortalité. Ce type de cancer
est responsable d’au moins 600.000 décés par an. C’est le troisiéme cancer le plus fréquent
dans le monde, avec prés de 1,4 million de nouveaux cas diagnostiqués en 2012, ce qui

représente plus de 9% de I’incidence mondiale du cancer (Ferlay et al., 2013).

En Algérie, Le cancer colorectal arrive en 2éme position par ordre de fréquence, apres le
cancer du sein chez la femme et le cancer du poumon chez ’homme (Plan national cancer,

2014).

Bien que I'¢tiologie ne soit pas connue, le CCR est considéré comme une maladie
multifactorielle, un réle important étant attribué a 1'impact des facteurs environnementaux sur
une prédisposition génétique. La prédisposition héréditaire est considérée comme un facteur
important dans la carcinogenese colorectale, bien que 80% des néoplasies colorectales

surviennent en l'absence d'antécédents familiaux de CCR (Lynch et al., 2003).

Les cancers d’origine inconnue sont identifiés par 1’expression intense de la CK 20 et
I’absence du marquage pour la CK7. L’expression positive de la CK20 est détectée chez 70-
100% des cancers du colon. L’immun-phénotype CK20+, CK7- a été observé chez 64% des
cancers colorectaux et a une sensibilit¢ de 97% de prédire les adénocarcinomes colorectaux

(Barbareschi et al., 2003).

Les progres scientifiques récents sur le traitement appliqué au CCR ont énormément
amélioré les chances de survie. Une meilleure compréhension des genes appelés KRAS et
BRAF, en particulier, a amené les chercheurs a mettre au point une méthode qui permet de

personnaliser le traitement de certaines personnes présentant un CCR métastatique.

Les biomarqueurs KRAS et BRAF sont des molécules trouvées dans le sang et d’autres
liquides ou tissus organiques qui indiquent si un processus est normal ou anormal, ou
signalent une pathologie. On peut faire I’analyse d’un biomarqueur particulier pour voir la

réaction de 1’organisme vis a vis au traitement d’une pathologie.

Le géne BRAF code pour une protéine appelée BRAF qui agit par I’envoi des signaux aux
cellules et favorise leur croissance. Ce geéne peut étre muté dans de nombreux types de cancer,
ce qui cause une modification de la protéine BRAF et peut favoriser la croissance et la

propagation (métastase) des cellules cancéreuses.



Les personnes dont la tumeur présente une mutation BRAF peuvent également ne pas
répondre a un traitement au cétuximab ou au panitumumab. On peut envisager une analyse
BRAF, mais cela n’est pas encore recommandé comme un test standard chez toutes les

personnes qui présentent un CCR (Tomoya, 2012).

L’objectif de cette thése est de décrire quelques caractéristiques biopathologiques et

moléculaires des cancers colorectaux dans une population de I’ouest Algérien.

Une revue bibliographique sur le sujet est rapportée dans la premiere partie. Dans la

seconde nous avons décrit la population étudiée et la méthodologie de travail.

Dans la troisieme partie une étude rétrospective portant sur les dossiers des patients
porteurs d'un adénocarcinome colorectal a été réalisée afin de dresser un constat sur la
fréquence du cancer dans la région de 1’Ouest Algérien et son évolution dans le temps d’une
part. D’autre part, évaluer le profil des marqueurs circulants CA19-9 et ACE avant et apres

chirurgie.

Afin de déceler ’origine primitive des cancers colorectaux de notre population, une étude
histopathologique et une analyse immunohistochimique des marqueurs ¢épithéliaux

cytokératines 7 et 20 ont été réalisées

Pour une meilleure compréhension de son role possible dans le pronostic et la prédiction de
la réponse a anti-EGFR, nous avons recherché la mutation BRAF (V600E) chez un groupe de

patients atteints de cancer colorectal métastatique.



II- REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

[Tapez un texte]



I1.1 Anatomie générale

Reliant I’iléon a I’anus, le gros intestin entoure I’intestin gréle sur ses trois cotés. Son

diametre est treés supérieur a celui de ’intestin gréle et il s’étend sur une longueur de 1,5m.

D’un point de vue structural, il est constitué de cinq segments nommés successivement le
cecum, I’appendice, le célon (ascendant, transverse, descendant et sigmoide), le rectum

pelvien et le canal anal (Figure 2) (Manuelle, 2008).

Il peut étre distingué de 1’intestin gréle par :

o les bandelettes ou ténias du cOlon (teniae coli), trois bandelettes musculaires
longitudinales,

° Les haustrations : dilatations sacculaires du colon entre les bandelettes,

o Les appendices €piploiques : petites excroissances graisseuses du péritoine,

J Le calibre : le diametre interne du cdlon est beaucoup plus large que celui de I’intestin

gréle. Sauf au niveau du rectum, les trois bandelettes du colon rassemblent la majeure partie
de la musculature longitudinale du gros intestin. Ces bandelettes étant plus courtes que
I’intestin lui-méme, le célon est parcouru par une série de constrictions séparées par des
dilatations sacculaires, les haustrations (Figure 2).

Le rectum et le canal anal sont dépourvus de bandelettes et d’appendices épiploiques ;
les bandelettes sont présentes a partir de la base de ’appendice et s’étendent tout le long du

gros intestin jusqu’a la jonction recto-sigmoidienne (Figure 1, 2) (Lean Moore, 2001).
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Figure 2 : [1éum terminal et gros intestin (Lean Moore, 2001).



On décrit au cblon quatre parties :

Le caecum et appendice forment la premiere partie du gros intestin, prolongé par le colon
ascendant, le cecum offre I’aspect d’une poche intestinale aveugle dont la longueur et la
largeur atteignent environ 7,5 cm ; il est situé dans le quadrant inférieur droit et, plus
précisément, repose dans la fosse iliaque en dessous de sa jonction avec I’iléum terminal.
L’appendice est un diverticule intestinal borgne d’une longueur de 6 a 10 cm qui se détache
de la face postéro-médiale du caecum en dessous de la jonction iléo- cacale (Figure 1). Il
possede un mésocdlon court et triangulaire, le méso-appendice, dérive de la face postérieure
du mésenteére de I’iléum terminal ; il se fixe sur le cecum et sur la partie proximale de
I’appendice. La position de 1’appendice est variable, mais généralement elle est rétro- caecale

(Figure 1) (Lean Moore, 2001).

Le co6lon ascendant est deuxiéme partie du gros intestin, il monte dans la partie droite de la
cavité abdominale, du cecum jusqu’au lobe droit du foie (Figure 2) puis il se coude vers la
gauche au niveau de 1’angle colique droit (courbures en angle hépatique). Plus étroit que le
caecum, le colon ascendant occupe une portion rétropéritonéale sur le c6té droit de la paroi
abdominale postérieure. Il est revétu de péritoine sur ses faces antérieure, latérale et médiale ;
toutefois, chez environ 25 % des individus, il posseéde un court méso. Le cdlon ascendant est

séparé de la paroi abdominale antéro-latérale par le grand épiploon (Lean Moore, 2001).

Le colon transverse est la partie la plus longue et la plus mobile du gros intestin ; sa
longueur moyenne est de 45 cm (Figure 2). Il s'étend de I'hypochondre droit ou il fait suite a
I'angle colique droit jusqu'a 1'hypochondre gauche ou il se continue par l'angle splénique.

(Lean Moore, 2001).

Le colon descendant descend dans le plan rétro péritonéal depuis 1’angle splénique jusqu’a

la fosse iliaque gauche ou il se prolonge par le c6lon sigmoide (Figure 2).

Le péritoine revét ses faces antérieures, médiale et latérale et fixe celui-ci sur la paroi
abdominale postérieure ; il est longé du coté gauche par un sillon paracolique semblable a

celui qui longe le c6té droit du cdlon ascendant.



Le colon sigmoide réunit le colon descendant au rectum (Figure 2) ; caractéris€¢ par sa

courbure en forme de « S », il présente une longueur variable qui avoisine le plus souvent les

40 cm.

Le colon sigmoide s’étend de la fosse iliaque gauche jusqu’au niveau de la troisiéme vertebre
sacrale ou s’unit au rectum. Située a 15 cm environ de 1’anus, la jonction recto- sigmoidienne

correspond a la fin des bandelettes musculaires (ténias du colon). (Lean Moore, 2001).

Le rectum et canal anal ont 13 cm de long, dirigé vers Parriere et vers le bas, il est situé
devant le sacrum et entre en continuité avec le colon sigmoide au niveau de la vertébre S3. Il
se spécifie par sa région renflée appelée ampoule rectale (Figure 2). Inférieurement, le rectum
se prolonge par le canal anal de 3,8 cm (Figure 1), de long qui s’ouvre vers le milieu

extérieur par un orifice nommé anus (Lean Moore, 2001, Manuelle , 2008).

I1.2 Histologie du colon et du rectum

La muqueuse et la submuqueuse du gros intestin forment de nombreux plis semi-lunaires.
A la différence des plis circulaires de I’intestin gréle, ce ne sont cependant pas des reliefs
permanents mais bien des formations qui apparaissent en fonction des contractions de la
musculaire (Figure 3.a). La structure de la muqueuse est homogene dans 1’ensemble du gros
intestin a I’exception du canal anal. Elle se distingue de celle de I’intestin gréle par 1’absence
de villosités. Sa surface est parsemée des nombreux orifices des cryptes qui sont plus
profondes et plus serrées que le gréle, (Liillmann-Rauch, 2008). La muqueuse est constituée
de deux types cellulaires: des cellules absorbantes et des cellules caliciformes
mucosécrétantes (Figure 3.b) (Heath, 2008). La lamine propria renferme de nombreuses

cellules de défense ainsi que des nodules lymphoides solitaires.

La musculaire du colon se compose d’une couche circulaire homogéne bien développée
mais sa couche longitudinale est condensée sous forme de trois bandelettes épaisses, ou tenia
appelée tenia libre, tenia mésocolique et tenia omental (Figure 3.a). La musculature
longitudinale forme en revanche sur I’appendice vermiforme et le rectum une couche continue

unique.

Selon la région, le gros intestin posseéde une adventice ou une séreuse. La couche
subséreuse renferme des adipocytes formant des amas souvent visibles sous forme

d’appendices épiploiques a hauteur des teniae (Liillmann-Rauch, 2008).
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Le chorion du gros intestin est formé de collagéne (coloré en rouge sur la photographie sur
(Figure 3 c¢,d), de réticuline et de fibroblastes encastrés dans une matrice de
glycosaminoglycanes. On retrouve, immédiatement sous la membrane basale de 1’épithélium
de surface, une couche de collagéne compacte. Les cellules du chorion sont des lymphocytes
(surtout T) et de rares polynucléaires €osinophiles (Figure 3.e). On retrouve aussi de petites
follicules lymphoides, dont les plus gros traversent la musculaire muqueuse et pénétrent dans
la sous-muqueuse. Des cellules renfermant des granules sont appelées muciphages sont

fréquentes surtout au niveau du rectum (Liillmann-Rauch, 2008).
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Figure 3 : Histologie du gros intestin, (Heath,2008).

IL : 1lots lymphoides, MC : musculeuse circulaire, ML : musculeuse longitudinale, MM :

musculeuse muqueuse. T : lymphocyte T intraépithéliaux.

a- Photographie des différentes couches du gros intestin. Coloration HE Gx4.

b- Photographie d’une coupe longitudinale de la muqueuse. Coloration HE Gx100.

c- Coupes longitudinale Cryptes coliques en coupe transversale. Coloration bleu
Alcian/Van Gieson Gx80, le mucus des cellules caliciforme est coloré en bleu
turquoise alors que les cellules absorbantes restent pales.

d- Photographie d’une coupe transversale de la partie supérieure de glandes coliques.
Coloration bleu Alcian/Van Gieson Gx320.

e- Photographie d’une coupe transversale de la partie supérieure de glandes coliques.

Coloration HE Gx200.
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L’¢épithélium cylindrique simple se compose de cellules prismatiques ¢levées, les
colonocytes, qui possédent de courtes microvillosités (fonction de résorption de sels et de 1,5

1 d’eau quotidiennement) (Figure 4).

Les colonocytes des cryptes sont aussi capables de sécréter de 1’eau. De plus, I’épithélium
comprend des mucocytes caliciformes (produisant des mucines MUC2 pour le tapis de mucus
¢épais de preés de 700 um). Les cellules entéro-endocrines présentes sont principalement des

cellules a sérotonine (Figure 4) (Liillmann Rauch , 2008).

L’appendice est un organe lymphoide. On trouve dans sa paroi de nombreux nodules
lymphoides qui sont d’abord apparus dans sa lamina propria mais qui sont ensuite devenus
tellement nombreux qu’ils ont atteints la submuqeuse. La muscularis mucosae n’est souvent
plus visible (Figure 5). L’¢épithélium surplombant les nodules est dépourvu de cryptes et
contient des cellules M. La lumicre de I’appendice contient souvent le reste du contenu
intestinal ainsi que des épithéliocytes et des cellules de défense nécrotiques (Liillmann-

Rauch, 2008).
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Figure 4 : Histophotographie d’une coupe longitudinale de la muqueuse. Coloration HE

Gx100, Ccal : cellule caliciforme, Ch: chorion, Cley : colonocytes, GL : glande de
Lieberkiihn, MM : musculeuse muqueuse. (Heath,2008),

Figure 5: Histographie représentant un appendice vermiforme humain en coupe transversal.

Coloration HE Gx14. Mes : mésappendice, MC : myocytes circulaires, ML :
myocytes longitidinaux, Mu : muqueuse, Nod : nodule lymphoide, Sér : séreuse, SMu :

submuqueuse (Liillmann-Rauch, 2008).
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La muqueuse rectale est analogue a celle du reste du c6lon excepté qu’elle renferme encore
plus de cellules caliciformes. A la jonction anorectale, il se produit une transition avec
apparition d’un épithélium pavimenteux stratifi¢ au niveau du canal anal (Figure 6) (Heath,

2008).

Figure 6 : Histophotographie de la jonction anorectale.

Coloration HE Gx60. PS : Epithélium pavimenteux stratifi¢, MR : muqueuse rectale, J :

jonction anorectale (Heath, 2008).
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I1.3. Physiologie du colon

Le colon contribue a trois fonctions importantes de 1’organisme : 1) la concentration des
maticres fécales par absorption d’eau et d’électrolytes, 2) I’entreposage et I’évacuation

maitrisée des selles et 3) la digestion et I’absorption des aliments non encore digéreés.

Le cblon droit (ceecum et colon ascendant) joue un role majeur dans 1’absorption de 1’eau
et des ¢électrolytes, de méme que dans la fermentation des sucres non digérés; le cdlon gauche
(colon descendant, colon sigmoide et rectum) intervient surtout dans 1’entreposage et

I’évacuation des selles (Turnbull, 2005).

Le colon absorbe I’eau tres efficacement. Dans des conditions physiologiques normales,

environ 1,5 L de liquide pénétre chaque jour dans le colon (Figure 7).

La capacité¢ maximale d’absorption du cdlon est d’environ 4,5 L par jour, de sorte qu'une
diarrhée (augmentation de la quantité de liquide dans les selles) ne surviendra que si le débit
iléo-caecal excede la capacité d’absorption ou que la muqueuse colique elle-méme sécréte du

liquide.

La caractéristique fondamentale du transport des électrolytes dans le cdlon qui permet cette
absorption efficace de I’eau est la capacité de la muqueuse colique de produire un important

gradient osmotique entre la lumiére intestinale et I’espace intercellulaire (Turnbull, 2005).

Ce gradient osmotique est créé par le transport €électrogénique du sodium qui est effectué
par la pompe Na+/K+ ATPase dépendante d’énergie de la membrane basolatérale, laquelle
pompe le sodium de I’intérieur de la cellule vers I’espace intercellulaire a I’encontre d’un
important gradient de concentration. Le sodium présent dans la lumiére du colon passe a son
tour a travers la membrane apicale de la cellule par des canaux sodiques, dans le sens du
gradient de concentration créé par la pompe. Le résultat net est que le liquide hypertonique
présent dans 1’espace intercellulaire pompe 1’eau de maniere passive de la lumiére vers la

muqueuse (Turnbull, 2005).

Les jonctions serrées sont trés perméables au potassium, contrairement a ce qui en est pour
le sodium, ce qui permet au potassium de passer du plasma vers la lumiére. Le potassium
pompé dans la cellule par la Na+/K+ ATPase peut aussi étre sécrété dans la lumicre

(Figure?7).
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D’autres mécanismes de transport semblables a ceux de I’intestin gréle sont aussi observés
dans les entérocytes coliques ou ils assurent la neutralité électrique, le pH intracellulaire et la

sécrétion. Toutefois, il n’y a pas de co-transporteurs de nutriments dans le colon.

La régulation du transport de I’eau et des ¢lectrolytes dans le cdlon fait également
intervenir des interactions complexes entre les voies de régulation humorale, paracrine et

neurale (Turnbull, 2005).

Sur le plan fonctionnel, les caractéristiques de contraction dans le célon droit (ceecum et
colon ascendant) produisent un brassage important qui facilite I’absorption d’eau, alors que
dans le colon gauche (sigmoide et rectum), elles ralentissent le mouvement des selles formées,
ce qui constitue un réservoir jusqu’a ce que les réflexes stimulent les contractions pour faire

avancer et évacuer les selles.

(ABSORPTION)

= | —» H;O :500 A 1500 mi
| e Na:SOA100mEq/24 H Gaz
-| —» C Sromatiques
AMIDON RESISTANT-

CELLULOSE ' SECRETION |
?

o= K 10mEq/24H v
FERMENTATION®~ < COyH 230 mEq/ 24 M Ammoniac
o+ *+— Mucus \

— e
) S %0} 200 mEq

E—— F
L . - - — > 7

HO: 1004150 mi /
Poids sec :20-22g9/ 1009 Y ———
Azote:14150¢g

Na :5mEq

K:10415mEg

Ac. organiques : 16 mEqg / 100 g de selles

Ammoniac : 2 & 3 mEq / 100g de selles

Ph:68a7

Figure 7 : Composantes de la digestion colique (Fumat, 2014).
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Il existe plusieurs types fondamentaux de contraction dans le célon. Les contractions
annulaires sont dues a la contraction du muscle circulaire et peuvent étre toniques ou
rythmiques. Les contractions toniques sont maintenues pendant des heures et produisent les
haustrations mises en €vidence par radiographie au baryum; elles semblent jouer un role dans
le brassage. Les contractions rythmiques peuvent étre intermittentes ou régulieres. Les
contractions réguliéres sont non occlusives, durent quelques secondes et se déplacent en
direction céphalique (colon droit) et en direction caudale (c6lon gauche). Vraisemblablement,

elles jouent aussi un role dans le brassage.

Les contractions annulaires intermittentes se produisent a quelques heures d’intervalle,
obstruent la lumiére colique et se déplacent en direction caudale. Elles entrainent un

mouvement de masse des selles, principalement dans le sigmoide et le rectum.

Les contractions du muscle longitudinal semblent produire des saillies de la paroi colique
entre les teenia coli. L’origine des contractions n’est pas totalement élucidée, mais dépend
surtout de la fréquence des ondes lentes des muscles lisses. Les potentiels d’action se
produisent aux maximums de ces oscillations membranaires et contrdlent ainsi la fréquence

des contractions.

Les contractions sont aussi modulées par les voies paracrines et humorales et par d’autres

voies neurales. Les figures 2 et 3 montrent 1’aspect normal du cbélon a la coloscopie

(Turnbull, 2005).

Au sein de ce dernier segment du tube digestif résident de trés nombreux agents bactériens

(dont Escherichia coli) qui constituent la flore intestinale (Manuelle, 2008).

Ces bactéries digérent un certain nombre de produits alimentaires non digérés qui se
trouvent normalement dans les effluents déversés dans le colon, tels les sucres complexes

contenus dans les fibres alimentaires.

Les sucres complexes sont dégradés par fermentation bactérienne en acides gras a chaine
courte, en butyrate, en propionate et en acétate (Figure 7). Ces acides gras a chaine courte
constituent des sources nutritives essentielles pour 1’épithélium colique et, de plus, peuvent
satisfaire jusqu’a 500 calories/jour des besoins alimentaires globaux. Ils sont acheminés par
transport passif et actif a I’intérieur des cellules ou ils constituent une importante source

d’énergie pour la cellule par I’intermédiaire de la voie de B-oxydation.
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La fermentation des sucres par les bactéries du colon est aussi une source importante de
gaz coliques tels ’hydrogéne, le méthane et le dioxyde de carbone (Figure 7). Ces gaz,
particuliérement le méthane, expliquent en grande partie la tendance de certaines selles a
flotter dans la cuvette. L’azote, qui diffuse dans le colon a partir du plasma, est le principal
gaz. Toutefois, 1’ingestion de grandes quantités de sucres complexes non digérés, tels que
ceux qui se trouvent dans les féves, ou la mauvaise digestion de sucres simples, tels que le
lactose, peuvent occasionner une augmentation importante de la production de gaz coliques.
Cela peut amener les patients a se plaindre de gonflements abdominaux et de flatulence

accrue (Turnbull, 2005).
II.4. Cancer colorectal

11.4.1. Epidémiologie

Apres les maladies cardiovasculaires et les maladies infectieuses, la cause la plus fréquente
de mortalité est le cancer. Environ 7,6 millions de décés sont survenus en 2008 dans le

monde, dont 60% dans les pays pauvres.

On admet cependant que le cancer est a 1’origine de plus du quart des déces dans les pays

les plus développés et de moins de 10% dans les pays émergents.

Cette faible incidence ne s’explique cependant pas par un risque plus faible, mais par une
espérance de vie plus courte, en grande partie due aux déces secondaires aux maladies

infectieuses et au syndrome d’immunodéficience acquise (Sida) (Gentilini, 2012).

Le cancer colorectal est au 3°™ rang mondial des cancers et est responsable de 10% de la
mortalité par cancer. Il représente un million de nouveaux cas par an au niveau mondial
(Tableau I), plus de 200 000 aux Etats-Unis et en Europe. Le risque cumulé moyen de

développer un cancer colorectal dans les populations occidentales est de 5% (Cadi, 2010).

En France, en 2011, le CCR arrivait en 3éme position en termes de fréquence avec
40500 cas (d’apres PINC, Janvier 2012). Les nouveaux cas surviennent en majorité chez des
personnes de plus de 50 ans. L’age moyen au moment du diagnostic est élevé, 70 ans chez

I’homme et 73 ans chez la femme.
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Au Maroc, I’incidence du cancer est de 6,5 pour 100.000 habitants, Le Maroc enregistre
chaque année 40.000 nouveaux cas de cancer, dont seulement 12.000 sont pris en charge, il
représente la 3e cause de mortalité par cancer apres le cancer du poumon et du sein avec une
incidence de 3,8 et 2,6 pour 100 000 respectivement chez les hommes et les femmes, selon le

registre de Rabat (2006-2008) (Sadouni, 2008).

En Tunisie dans les 2 sexes, au fil des ans, I’incidence de ce cancer n’a pas cessé
d’augmenter. Au cours des années 2004-2006, on a enregistré une moyenne annuelle de 311
cas, les tumeurs rectales (Jonction recto-sigmoidienne, rectum, canal anal et anus)
représentent 39,3% de ’ensemble des cancers colorectaux (Registre du cancer Nord-

Tunisie, 2004-2006).

En Algérie, I’incidence du CCR (3 380 cas/an soit 8,9%) et classée en deuxieme
localisation apres le cancer du sein (8 177 cas /an soit 21,6%). 11 est le deuxieme cancer chez
les hommes (1 690 cas soit 10,3%) apres le cancer du poumon, et le deuxiéme chez les

femmes (1 690 cas soit 7,9%) apres le cancer du sein (Bounedjar, 2012).

Au sein du laboratoire de Biologie du Développement et de la Différenciation une étude
épidémiologique rétrospective faite entre Janvier 2000 et Décembre 2007 dans la région

d’Oran a reporté 313 malades atteints de cancer coliques (Ghalek, 2011).

Le registre du cancer d’Oran en 2011 a enregistré (11/10° h) chez I’homme et (8/10° h)
chez la femme, il occupe le 3°™ rang chez les deux sexes (XVI'™ journées Registre du

cancer d’Oran, 2014).
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Tableau I : Incidence du cancer (en millier) par site et par région (OMS, 2004).

Afrique | Amérique EST EUROPE | ASIE | PACIFIQUE
MEDITERRANEEN SUD-
EST OUEST
Cancer du 27 264 34 401 164 558
poumon
Cancer de 38 89 25 182 78 521
I’estomac
Cancers du 32 2017 23 409 106 293
colon et du
rectum
Cancer du 65 38 13 67 64 386
foie
Cancer du 95 95 15 81 180 73
col de
I’utérus
Cancer du 72 310 54 326 154 184
sein
Cancer de la 77 236 13 180 45 54
prostate
Lymphome 56 102 39 113 91 79
et myélome
multiple
Leucémie 20 68 28 86 72 101
Autres 716 2294 470 3058 1726 919

cancers
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11.4.2. Facteurs de risque du cancer colorectal
I1.4.2.a. Facteurs environnementaux

Trois facteurs nutritionnels sont impliqués dans la survenue de cancer colorectal

(ANSES, 2011) :

e la consommation d'alcool,
e le surpoids et l'obésité,

e la consommation de viandes et de charcuteries.

En revanche, I’activit¢ physique et la consommation de fruits et 1égumes sembleraient

jouer un role protecteur.
I1.4.2.b. Facteurs associés a une augmentation du risque de cancer colorectal

La relation entre consommation de boissons alcoolisées et augmentation du risque de
cancer colorectal est jugée convaincante chez I’homme et probable chez la femme (WCRF)/
(AICR), 2007). L’effet dépend de la quantité totale d’alcool ingérée et non du type de

boisson.

Les produits de dégradation du tabac constituent aussi un facteur de risque dans la
survenue du cancer du cdlon. Le lien entre tabagisme et cancer colorectal est décrit dans la

littérature comme important (Botteri, 2008).

En 2005, une étude montre que I'apparition de cancers du colon est plus élevée parmi les
professionnels exposés a l'amiante (Aliyu et Cullen, 2005). Selon cette étude, ces ouvriers
exposés avaient 35% de risque en plus de développer un cancer colorectal par rapport au
groupe témoin constitué¢ de fumeurs non exposés a I'amiante. En 2011, une autre étude cas/
témoins confirme le lien entre exposition a l'amiante et augmentation du risque de cancer

colorectal en milieu professionnel (Fang, 2011).

La relation entre surpoids, obésité et augmentation de risque de cancer est jugée probante

pour le cancer colorectal (AICR, 2011).

Les données épidémiologiques sur le réle de 1’obésité comme facteur de risque du cancer

colorectal sont conecordantes.
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D’apres une méta-analyse et des études de cohortes, le pourcentage d’augmentation de
risque de cancer colorectal est estimé a 41% pour les individus présentant un Indice de Masse
Corporel (IMC) >30 kg/m?, par rapport aux individus ayant un IMC < 23 kg/m?. Cette
association est également liée a la localisation du cancer. Elle est plus importante pour le
cancer du colon que pour le cancer du rectum. (Harriss, 2009, Ning, 2010). Un style de vie
sédentaire constitue aussi un facteur de risque du cancer du célon mais pas du cancer du

rectum (Centre international de recherche sur le cancer (CIRC, 2002).

En France, un quart de la population consomme au moins 500 grammes de viande rouge
par semaine, et plus d’un quart de la population au moins 50 grammes de charcuterie par jour.
La consommation excessive de viande rouge et de charcuterie augmente le risque de cancer

colorectal.

Une étude réalisée entre 1992 et 1998 dans 10 pays européens sur une population
d’hommes et de femmes agés de 50 ans confirme que le risque de développer un cancer
colorectal dans les 10 ans passe de 1,28% chez les faibles consommateurs de viande rouge et
charcuterie (moins de 30g/j pour un homme et de 13g/j pour une femme) a 1,71% chez les
gros consommateurs (plus de 129g/j pour un homme et plus de 85g/j pour une femme). En

revanche, la consommation de poisson semble avoir un effet protecteur (Norat, 2005).

Le risque de cancer du colon dans cette étude passe de 1,86% chez les faibles consommateurs
de poisson (moins de 14g/j) a 1,28% chez les gros consommateurs (plus de 50g/j) (Norat,
2005).

11.4.2. c. Effet protecteur de ’activité physique

Concernant ’activité physique, des preuves convaincantes existent dans le sens d’une
diminution du risque de cancer colorectal avec la pratique d’une activité physique. Des études
montrent un effet protecteur de 1’activité physique, avec une réduction du risque de 40 a50 %
avec un effet dose réponse (Simons, 2013 ; Boyle, 2012). Cet effet bénéfique semble étre 1i¢ a
I’accélération du transit intestinal réduisant 1’exposition de la muqueuse digestive aux

cancérogenes d’origine alimentaire (Tableau IT).

De plus, I’activité physique contribue de manicre probable a diminuer le risque de prise de

surpoids et d’obésité, eux mémes facteurs de risque de cancer colorectal.
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Tableau II : Relations probables entre facteurs nutritionnels et risque de cancer, extraites du

rapport du (WCRF/ AICR, 2007).

AUGMENTATION DU RISQUE

Facteur nutritionnel

Localisation du cancer

Boissons alcoolisées

Bouche, pharynx, larynx, oesophage, colon-
rectum chez I’homme Sein chez la femme
(pré- et post-ménopause).

Surpoids et obésité

(Esophage, pancréas, cOlon-rectum, sein
(post ménopause), endometre, rein

Exces d’adiposité abdominale

Colon-rectum

Pancréas, sein (post-ménopause), endométre

Taille a I’age adulte

Colon-rectum, sein (post-ménopause)

Viande rouge

Colon-rectum

Charcuterie

Colon-rectum

DIMINUTION DU RISQUE

Facteur nutritionnel

Localisation du cancer

Activité physique Colon-rectum
Sein (post-ménopause), endometre
Sein (pré- et post-ménopause)

Ail Colon-rectum

Aliments contenant des fibres

Colon-rectum

Lait

Colon-rectum

Supplémentation en calcium

Colon-rectum
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11.4.2. d. Facteurs individuels

Comme pour la plupart des cancers, 1’age est un facteur de risque important de cancer
colorectal. Avant 40 ans, les cancers colorectaux sont rares. Le risque augmente a partir de 50
ans et s’accroit jusqu’a 80 ans. 94 % des cancers colorectaux se manifestent chez les
personnes de plus de 50 ans. Le risque est également augmenté chez les personnes souffrant
de maladies inflammatoires comme la maladie de Crohn et la rectocolite hémorragique en

particulier si elles évoluent depuis plus de 10 ans (Suissa, 2011).
11.4.3 Dépistage du cancer colorectal

Apres 50 ans, il est souhaitable de faire pratiquer, par un médecin généraliste, un toucher
rectal, lors d’un examen médical, ainsi qu’un test de dépistage.

Le test de dépistage du cancer colorectal est basé sur la découverte de sang microscopique
dans les selles. En effet, trés souvent les gros polypes et les cancers de I’intestin saignent sur
un mode non visible. Ce saignement microscopique pourra étre repérer grace a un test de
laboratoire utilisé actuellement : le test Hémoccult IIX. Si le test est négatif, le patient sera
invité a le renouveler tous les deux ans. Si des troubles tels que constipation ou diarrhée,
fatigue anormale, douleurs au ventre, apparaissent dans ’intervalle de ces deux ans il faut
consulter un médecin.

Par contre, si le test est positif, il est indispensable d’effectuer un examen approfondi de
I’intestin par une coloscopie qui permettra de visualiser les Iésions et de les prélever pour
I’examen histologique. De cette examen dépendra la suite du traitement si la lésion est

cancereuse (Bates, 2014).
11.4.4. Histopathologie des adénocarcinomes colorectaux

Les tumeurs malignes prenant naissance dans un épithélium glandulaire sont appelées
adénocarcinomes (Wheater et al., 2015). Dans 1’adénocarcinome, les cellules épithéliales
malignes forment des glandes anormales désorganisées envahissant les tissus environnants. La
profondeur de Iinfiltration et I’existence d’une extension aux ganglions lymphatiques
péritonéaux de drainage permettent d’établir le stade d’extension de la tumeur. Plus la tumeur
est étendue, plus son pronostic est mauvais ; un adénocarcinome superficiel de petite taille
limité au colon a de grandes chances d’€tre guéri apres traitement chirurgical alors qu’une
tumeur d’extension massive et a distance (ayant métastas¢) sera de plus mauvais pronostic.

Sur la (Figure 8), les glandes tumorales G infiltrant la musculeuse.
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On observe de petits faisceaux de muscle lisse Mu et des zones de nécrose N (cellules

mortes) (Wheater et al., 2015).

La série de coupe (Figure 10) illustre les différents degrés de différenciation que 1’on peut
observer dans les tumeurs dérivant d’'un méme type cellulaire, en 1’occurrence 1’épithélium
cylindrique muco-sécrétant du colon. Il existe tout un spectre de modifications allant de
I’épithélium normal aux tumeurs malignes peu différenciées, en passant par les tumeurs

bénignes.

Les cellules de la tumeur maligne bien différenciée (Figure 9 a) sont hautes et
cylindriques, mais leurs noyaux sont de forme et de dispositions plus irrégulicres ; il n’y a pas
de mucosécrétion et la plupart des cellules sont presque entiérement occupées par leur noyau.
Les noyaux sont serrés les uns contre les autres et leur position est stratifié. Les nucléoles
sont également volumineux et irréguliers de taille et de forme. Au contraire, dans la tumeur
colique peu différencié¢ (Figure 9 b), les cellules ressemblent peu au tissus d’origine et s
disposent de fagon désordonné au lieu de rangées régulicres bordant les lumicres
glandulaires. Les cellules montrent une grande hétérogénéité de taille et de forme de leurs

noyaux : on observe quelques figures de mitoses M et une mucosécrétion peu marquée.
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Figure 8 : Histophotographie d’un adénocarcinome du cdlon colorée a I’hématoxyline-

¢osine x 20, G : glande, Mu : muscle lisse, N : nécrose (Wheater et al., 2015).

Figure 9 : Histophotographie représentant le degré de différenciation tumorale du colon

colorée a I’hématoxyline-éosine x 100, E : cellule épithéliale, Mu : mucus, M : mitose
(Wheater et al., 2015).
a- Histophotographie d’une tumeur bien différencié,

b- Histophotographie d’une tumeur peu différencié
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I1.4.5 Classification des carcinomes colorectaux

La Classification de Dukes a été proposée par Dukes C, en 1940. Cette classification tient
compte de deux dispositifs histopathologiques: profondeur de pénétration dans la paroi et la

présence ou I’absence de métastase ganglionnaire ou viscérale.

Tableau III : Classification de Dukes.

Stade A Atteinte de la muqueuse ou de la sous-

mugqueuse ou de la musculeuse.

Sans atteinte de la sous-séreuse

Stade B Atteinte transpariétale au-dela de la séreuse

Stade C Envahissement ganglionnaire

La classification TNM, (tumors, nodes, metastasis), constitue actuellement la référence

pour 1’évaluation du pronostic qui est directement 1i¢ au stade anatomo-clinique de la tumeur.

La classification anatomopathologique pTNM est précise et conduit a des regroupements
en stades pronostiques. Elle sépare I’envahissement tumoral a travers la paroi (T1 a T4), et

I’envahissement ganglionnaire (N1, N2), et les métastases (M) (Tableau IV) (Rougier, 2004).
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Tableau IV : Classification TNM (UICC, AJCC 2010. 7°™ édition).

T- Tumeur primitive

X Tumeur primitive non évaluable
TO Pas de signe de tumeur primitive
T1 Tumeur envahissant la muqueuse ou la sous muqueuse

taille < 1 cm

Tla taille de 1-2cm

T2a

T2 Tumeur envahissant la musculeuse ou taille > 2 cm
T3 Tumeur envahissant la sous séreuse/graisse

péricolique/périrectale

T4 Tumeur envahissant directement d’autres
organes/structures et /ou perforant le péritoine viscéral

N- Ganglions lymphatiques régionaux

NX Ganglions lymphatiques régionaux non évaluables

NO Pas de métastases ganglionnaires lymphatiques régionales

N1 Métastases ganglionnaires lymphatiques régionales

M- Métastases a distance

MX Meétastases a distance non évaluables

MO Pas de métastases a distance

M1 Métastases a distance

Stades de 1a maladie

Stade ITA T1la NO MO

Stade IB T1b NO MO

Stade IIB T3 NO MO

Stade IIIA T4 NO MO

Stade I1IB Tout T N1 M0

Stade IV Tout T Tout N M1
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I1.4.6. Lésions précancéreuses

Les adénomes sont des Iésions néoplasiques qui peuvent évoluer vers un carcinome. Ils

peuvent étre classés selon deux critéres : I’histologie et le degré de dysplasie (Veuville, 2010).

Les polypes du tube digestif et plus particuliérement du coélon représentent un ensemble
d’entité diverses. Le terme polype a une signification macroscopique. Il correspond a une

excroissance tissulaire faisant protrubérance dans la lumiére intestinale.

Il faut donc lui adjoindre un terme histologique pour déterminer la nature du polype :

épithélial et non épithélial.

Les Polypes épithéliaux sont classiquement divisés en polypes adénomateux et non
adénomateux. Le plus fréquent des polypes non adénomateux est le polype hyperplasique :
prolifération épithéliale bénigne de petite taille (moins de 1cm), il siege le plus souvent au

niveau du colon sigmoide et du rectum.

Les glandes sont allongées, bordées de cellules mucipares et non mucipars, avec une
architecture dentelée dans la moiti¢ supérieure des glandes. Certains polypes hyperplasiques

sont de plus grande taille (plus de 1em) siégeant au niveau du c6lon droit (Neuville, 2010).

Le polype juvénile sieége principalement au niveau du rectum, chez le sujet jeune. Ce
polype hamartomateux est constitu¢ de glandes tortueuses ou revétement hyperplasique
associées a un chorion inflammatoire. Le plus souvent sporadique il n’a alors pas de potentiel

de transformation cancéreuse.

Le polype juénile-like caractérise le syndrome de Cronkhite Canada. Ce polype
hamartomateux de type juvénile sieége au niveau colique, intestin gréle et gastrique sans

potentiel de dégénérescence maligne et sans prédisposition familiale.

Le polype Peutz-Jeghers se trouve au niveau gastro-intestinale, il est sessile ou pédiculg, il
a une architecture caractéristique en arbre, avec un revétement mucipare de type
hyperplasique et un chorion parfois occupé par des fibres musculaires lisses perpendiculaires
a la lumiére intestinale. Le revétement est parfois mixte hyperplasique et adénomateux avec

un risque de transformation cancéreuse.
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Le polype hamartomateux du syndrome de Cowden est constitu¢ de glandes désorganisées

au sein d’un chorion fibreux parfois parcouru de fibres musculaires lisses (Neuville, 2010).

Les adénomes coliques sont des proliférations intra-épithéliales de cellules néoplasiques,
ce qui signifie que tout adénome comporte de la dysplasie. La taille d’un adénome varie d’un

millimetre a plusieurs centimetres.

Ces adénomes se présentent dans plus de 90% des cas sous forme de polypes (Park, Kim et

al, 2008).

On parle de polype pédiculé lorsque la base d’implantation du polype est inférieure a celle
du polype et de polype sessile lorsque la taille de la base d’implantation est supérieure a celle
du polype. Lorsqu’ils ne sont pas polypeux, on parle d’adénomes plans (Figure 10) (Neuville,

2010).
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Figure 10: Anatomie des différents polypes coliques (Suissa, 2011).
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Le polype adénomateux est une Iésion a risque de cancer colorectal, Sur le plan
histologique on distingue les architectures tubuleuses (75%), villeuses (20%) et
tubulovilleuses (5%) (Suissa, 2011).

A ces trois aspects classiques d’adénomes, s’ajoute un quatrieme type histolgique :
I’adénome festonné. Décrit en 1990 par Longacre et Fenoglio (Longacre et Fenoglio-Preiser,
1990) ce type d’adénome n’a vraiment été reconnu qu’a partir du XXle siécle (Sawyer, Cerar
et al., 2002) Cette entité, découverte, est caractérisée par des voies de carcinogenése
différentes et comprend trois sous type histologiques : le polype hyperplasique, 1’adénome
festonné sessile et I’adénome festonné traditionnel. Ces trois lésions ont en commun
I’architecture festonnée du revétement des glandes mais différe par les contours des glandes et

par leur revétement plus ou moins adénomateux et prolifératif.
11.4.6.1 Polypose Adénomateuse familiale (PAF)

Le faible risque des adénomes tubuleux est illustré par la polypose adénomateuse familiale.
Dans cette pathologie des centaines voire des milliers de polypes adénomateux se développent
sur la muqueuse colique. De la puberté¢ a 1’age adulte, les polypes croissent avec un risque

¢levé de cancer a environ 35ans (Suissa, 2011).
11.4.6.2 Cancer colique hériditraire non polypoide (HNPCC)

Egalement appelé syndrome de Lynch, cette maladie rare dans sa forme autosomique
dominante est responsable de cancers colorectaux a des ages précoces (Vilgrain, 2010), ce
syndrome est li¢ a la présence d’une mutation sur un seul exemplaire des deux geénes d’une
méme paire de chromosomes. La personne prédisposée a ce syndrome hérite d’un géne muté
de I'un de ses deux parents (= allele muté inactif) et d’un géne normal de ’autre parent (=
allele sauvage fonctionnel) : le sujet est dit hétérozygote. La mutation étant portée par un

chromosome non sexuel, elle est donc indépendante du sexe.

Le syndrome HNPCC se transmet donc sur un mode autosomique dominant. La mutation
est également qualifiée de constitutionnelle car elle est présente dans toutes les cellules de
I’individu, y compris les cellules reproductrices, ce qui explique que cette mutation puisse étre

transmise a la descendance (Braems, 2012).
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11.4.7. Marqueurs tumoraux
11.4.7.1. L’ Antigene Carcino-Embryonnaire (ACE)

L’ACE est un marqueur tumoral de référence dans le cancer du colon. Il a été décrit pour la
premiere fois par Gold et Freedman en 1965, comme un antigéne présent au pole apical des
cellules épithéliales de certaines parties du tractus digestif (langue, cesophage distal, estomac,
intestin gréle, colon et rectum). Si dans un premier temps il a été considéré comme un
antigene oncofcetal, uniquement exprimé au cours de la vie feetale puis réexprimé au cours de
certains cancers. On sait maintenant que ce n’est pas totalement le cas (Durand et Beaudeux,

2011).

L’ACE est une glycoprotéine d’une moléculaire d’environ 200 kDa, d’une demi-vie de 3 a
11 jours et plusieurs molécules ont depuis été apparentées a I’ACE. 29 génes et pseudo-
genes, principalement localisées sur le chromosome 19 en q 13,2, ont été identifiés par
analogie de structure et classés en 3 sous-groupe, Cette famille est rattachée a la superfamille
des immunoglobulines dont certaines, notamment le sous-groupe de I’ACE, sont des

glycoprotéines de surface ancrées a la membrane.

L’ACE est un marqueur fortement exprimé¢ dans de nombreux adénocarcinomes,
principalement colorectaux, mammaires et pulmonaires mais également dans d’autres
localisations : digestives (pancréas, estomac, foie), gynécologique (ovaires) et thyroide entre

autres.

Les dosages d’ACE sont classiquement réalisés sur sérum, par une technique de type
immunomeétrique automatisée chez I’adulte, la concentration normale est <5ug/L (Durand et

Beaudeux, 2011).

L’ACE est en moyenne plus ¢élevé chez I’homme, chez les personnes agées et chez le
fumeur (BERNARDEAU-MOZER.M, 2013). Des variations physiologiques sont observées
entre les individus et peuvent résulter de 1’influence du sexe, de I’age ou des conditions
environnementales (tabagisme). La grossesse entraine également une augmentation des
concentrations d’ACE. Les différents facteurs influencant les taux d’ACE. Ils doivent bien
¢videmment étre pris en compte pour ’interprétation des résultats des dosages d’ACE en

pratique clinique (Desbene, 2013).
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Diverses pathologies bénignes peuvent entrainer une augmentation des taux d’ACE, mais
les concentrations observées dépassent rarement 30 pg/L. Ainsi, les taux d’ACE sont
modérément ¢€levés chez 20 a 50% des patients présentant des affections bénignes de

I’intestin, du pancréas, du foie et du poumon (Tableau V).

Tableau V : Pathologies bénignes potentiellement a 1’origine d’une augmentation des taux

d’ACE (Desbene, 2013).

Infections pulmonaires

Pathologies respiratoires Emphyseme

Pleurésie Tabagisme

Pancréatites

Tumeurs bénignes du colon (polypes bénins

Pathologies digestives £20 %)

Colite ulcéreuse

Maladie de Crohn

Hépatites aigués et chroniques

Pathologies hépatiques Cirrhose du foie

Ethylisme chronique

Autres pathologies Lésions inflammatoires aigués, chroniques

Insuffisance rénale Endométrioses

Doser I’ACE lors du bilan initial a un intérét si le résultat peut conduire a réévaluer le stade
de la maladie et/ou a modifier I’attitude thérapeutique. Si une valeur négative ne permet pas
d’exclure ’existence de métastases, €également une concentration en ACE située dans le
domaine de référence n’exclue également pas la présence d’une affection maligne, et une
valeur ¢élevée en I’absence d’anomalies a 1’échographie hépatique et a la radiographie

pulmonaire incite a effectuer des examens complémentaires (Desbene, 2013).
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11.4.7.2. L’antigéne carbohydrate 19-9 (CA19-9)

L'antigéne carbohydrate 19-9 (CA 19-9) est un marqueur utilisé par certaines équipes dans
le cancer colorectal, en association avec l'antigéne carcinoembryonnaire. L'intérét porté au
CA 19-9 est justifi¢ par sa nature biochimique différente de celle de I'ACE, ce qui en fait un

marqueur potentiellement complémentaire.

L'antigeéne carbohydrate CA 19-9 est défini par sa reconnaissance par l'anticorps monoclonal

1 116 NS 19.9 obtenu a partir de cellules d'une lignée d'adénocarcinome colique humain.

Le CA 19-9 est un antigéne polysaccharidique présent sur des mucines de haut poids
moléculaire (200 a 800kDa), I'épitope répétitif reconnu par l'anticorps étant un dérivé sialylé

d'un pentasaccharide de structure proche a celle du groupe sanguin Lewis A (Bellet, 1997).

Le CA 19-9 est codé par les genes MUC 1 et MUC 7. Parmi ses fonctions cellulaires, il est
un ligand pour la molécule endothéliale d'adhésion leucocytaire (ELAM-1, E-sélectine
molécule présente sur les cellules endothéliales activées par les cytokines). Le CA 19-9
permet ¢également I'adhésion des cellules malignes a I'endothélium vasculaire et la
dissémination hématogeéne des cancers exprimant cet antigene. Il a été montré une corrélation
entre l'intensité de son expression en immunohistochimie et la gravit¢é du pronostic des

cancers colorectaux (Eche, 2001).

Il existe de nombreuses trousses faisant appel a des techniques radio-immunométrique.
Le dosage du CA19-9 est difficile et la variabilité des résultats obtenus par différentes
trousses a été évaluée autour de 25%. Ceci est dii, en grande partie, a des variations de
l'accessibilité des épitopes aux anticorps monoclonaux utilis€és pour les dosages (spécificité,
effets des matrices, formes moléculaires reconnues a des degrés variables, etc.). Dans une
population normale, 95% des individus ont une concentration de CA 19-9 déterminée par
méthode immunométrique automatisée qui est inférieure a 37U/ml (unités arbitraires).Cette

valeur se considére comme une limite supérieure de la normale (Gaillard, 2001).

Les maladies bénignes pulmonaires et digestives (mucoviscidose, lithiase biliaire,
pancréatite aigué et chronique, cirrhoses) peuvent augmenter le CA 19-9 mais avec des
concentrations sériques rarement supérieures a trois fois la normale sauf en cas d'ictére ou

elles peuvent atteindre plusieurs centaines d’U/ml.
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Plus que l'ictére, ce sont plutot les situations d'infection biliaire qui sont habituellement
responsables des augmentations importantes, mais cette nuance est rarement rapportée dans

les travaux publiés.

D'autres maladies bénignes peuvent étre responsables d'une élévation isolée et modérée du
CA 19-9: I'némochromatose, et le diabéte décompensé. Les polypes rectaux et les maladies

inflammatoires de l'intestin augmentent exceptionnellement le CA 19-9 (Gauchez, 2005).

En cancérologie, on peut retrouver une augmentation du CA 19.9 dans les
adénocarcinomes. C’est le marqueur privilégié des cancers digestifs : cancers du pancréas
avec une sensibilit¢ de 70 a 90% et des voies biliaires en 1’absence de cholestase ou

d’angiocholite. Il est utilisé dans le cancer de I’estomac avec une sensibilité de 30 a 60%.

Au cours des cancers colorectaux, gastrique et hépatique, le fréquence de positivité est plus
faible qu’au cours des cancers pancréatiques et la fréquence de positivité augmente avec le

stade de I’évolution et la présence de métastases.

En dehors des cancers digestifs, le CA 19.9 est rarement augmenté a des concentrations
. . . < : . N
supérieures a 3 fois la normale, a 1’exception des tumeurs mucineuses de 1’ovaire et des

adénocarcinomes du poumon (Gauchez, 2005).

Le CA 19-9 est un marqueur potentiellement utile dans les cancers colorectaux.
néanmoins, sa sensibilité est inférieure a celle de I’ACE aux différents stades de la maladie.
En pratique, il peut avoir un intérét chez les patients ayant un taux d’ACE normal ou peu

¢levé, en particulier dans le suivi d’une chimiothérapie palliative.

Le CA19-9 pourrait étre un marqueur d’efficacité des traitements antitumoraux. Son
utilisation doit étre réservée aux tumeurs sans cible radiologiquement mesurable (Phelip,

2013).
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11.4.7.3. Cytokératines (CK)

Les cytokératines sont les principaux filaments intermédiaires du cytosquelette des tissus
épithéliaux normaux et des tumeurs (d'une largeur d'environ 10 nm) (ZTamura 2007; Yeh,
2006 ; Kodera, 2005). Ce sont des marqueurs protéiques structuraux spécifiques des cellules
épithéliales et des études récentes indiquent leur implication dans la progression du cancer

(Makino, 2009).

Les profils d’expression des cytokératines permettent de déterminer I’origine d’une tumeur
maligne (Lugli, 2008). Plusieurs isoformes existent et sont distribué¢ différemment selon

’origine tissulaire.

Les cytokératines peuvent étre classées en deux groupes : les cytokératines de type I, qui
sont acides, et les cytokératines de type II, qui sont basiques ou neutres et plus longues que

celles de type 1.

Généralement, les cytokératines s'assemblent en fonction de leur type et on trouve des
couples type I - type II, par exemple, le couple K5/K14 dans la couche basale de I'épiderme
(Peters, 1995).

Le type de cytokératine présent dépend du tissu d’origine et du stade de différenciation.
Dans les cellules épithéliales coliques normales, les cytokératines sont exprimées dans la
partie médiane et supérieure de la crypte et ne sont pas exprimées dans les compartiments

prolifératifs de la partie inférieure de la crypte (Jasik, 2012).

L'expression des cytokératines est habituellement conservée dans les cellules
néoplasiques, l'utilisation des anticorps spécifiques est importante pour déterminer 1'origine
des cancers métastatiques grace a des techniques immunohistochimiques. La cytokératine
constitue un marqueur histochimique de la différenciation des cellules épithéliales. Le profil
d'expression des divers types de cytokératine (CK) de tumeurs de différentes localisations

peuvent €tre essentiels pour déterminer 1'origine d'une tumeur maligne (Lugli, 2008).

Tout dimeére de cytokératine est constitué d'une cytokératine acide (type I) allant de CK9 a
CK20 et d'une cytokératine neutre ou basique (type II) allant de CK1 a CKS. Leur poids
moléculaire differe de 8 kDa. Exemples de paires: CK(1)-CK (10), CK (3)-CK (12), ect.
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La formation des filaments intermédiaires de cytokératine est la méme que celle expliquée
ci-dessus pour les filaments intermédiaires en général. Les segments répétitifs sont constitués
par 7 acides aminés dont le premier et quatrieme sont hydrophobes, le cinqui¢me et le

septieme sont hydrophiles.

Ces 7 acides aminés correspondent a deux tours d'hélice a. Une hélice alpha résulte de la

succession d'angles <p de -57° et d'angles 11J de -47°. Cette hélice est droitiere.

L'hélice alpha s'éléve de 0,15 nm par résidu et de 0,54nm a chaque tour. Elle compte 3,6
résidus par tour. Elle est stabilisée dans sa forme hélicoidale par des ponts hydrogenes établis
entre I'hydrogeéne d'un groupement aminé -NH et 'oxygeéne d'un groupement carboxylique -

C=0 situ¢ quatre résidus plus loin.

De ce fait les premiers et quatriemes acides aminés se disposent suivant une génératrice
susceptible d'interagir avec d'autres génératrices polypeptidiques afin de former des structures

superhélicoidales trés résistantes (Peters, 1995).

La cytokératine 7 (CK7) est une protéine des filaments intermédiaires de 54kDa, elle se
retrouve dans de nombreux épithéliums canalaires et glandulaires, notamment dans le

poumon, le sein, les ovaires et I'endométre.

La cytokératine 20 (CK20) est le principal ¢élément des filaments intermédiaires d’une

taille moyenne de 46kDa, c'est la cytokératine la moins acide connue.

Elle est exprimée presque exclusivement au niveau gastro-intestinal et elle est largement
utilisée comme marqueur immunohistochimique pour les diagnostics de routine (Tableau

V).

Plusieurs études ont rapporté que 1’antigéne CK20 et l'antigéne carcino-embryonnaire
(ACE) sont des génes cibles fiables pour la détection de cellules disséminées du cancer

colorectal (Wang JY 2006 ; XU 2006; Chen CC 2006; Shen C 2008).

Cependant, CK20 n'est pas considérée comme un marqueur pour la classification des
tumeurs car certaines études ont rapporté que le géne CK20 a une faible sensibilité et
spécificité (Gradilone, 2003). Récemment, les profils combinés d'expression de CK7 et CK20

ont été largement étudiés dans les différents carcinomes primaires et métastatiques.
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Il a également été montré que CK8, CK18 et CK19 sont exprimés dans certains cancers

gastro-intestinaux (Lee, 2003).

Tableau VI: Variation de I’expression des cytokératines 7 et 20 dans divers cancers

(Tubiana-Hulin et al., 2008).

Cytokératine7(CK?7) Cytokératine 20 (CK20)
CK20+ CK20-
Tumeurs urothéliales Adénocarcinome
CK7+ pulmonaire

Carcinome mammaire

Carcinome ovarien mucineux Carcinome thyroidien

adénocarcinome pancréatique
Carcinome de I’endometre

Cholangiocarcinome
Carcinome du col utérin

Carcinome des glandes
salivaires

Carcinome pancréatique

Carcinome colorectal Hépatocarcinome
Tumeur de Merkel Carcinome rénal
CK7- Carcinome prostatique

Carcinome épidermoide

Carcinome a petites cellules

I1.4.8. Cancérogenese colorectale

Les cellules de la muqueuse digestive, et en particulier les cellules de la muqueuse
colorectale, ont un taux de prolifération ¢élevé aboutissant au renouvellement de 1’épithélium

en 3 a 6 jours.
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Plusieurs milliards de cellules sont ainsi renouvelées, ce qui représente autant de divisions
cellulaires, de réplication de I’ADN, et donc d’erreurs de réplications réparées, ou non, par
des systemes multiples (plus de 10 systemes de « réparation de ’ADN ») en général tres

efficaces.

Ces anomalies de réplication sont en général sans conséquences. Cependant, lorsqu’elles
touchent des geénes importants dans le contrdle du fonctionnement cellulaire, elles peuvent

étre le point de départ d’un processus de carcinogenese.

La carcinogenése colorectale résulte de 1’acquisition par les cellules de 1’épithélium
colorectal d’anomalies génétiques aboutissant a une dérégulation de la prolifération et de la
mobilité des cellules. Ces anomalies génétiques sont acquises de fagon progressive, ce qui a

permis de définir des séquences d’apparition de mutations.

De facon trés schématique, il existe deux modes majeurs de carcinogenese colorectale,
I’instabilit¢ de I’ADN, qui correspond a une séquence de mutations. La mutation initiale de
cette voie de carcinogénése porte sur le géne APC (chromosome 5). Ce géne est un régulateur
négatif de prolifération cellulaire par I’'une des voies les plus classiques et les mieux étudiées
du contrdéle de la prolifération, la voie Wnt (ou Wingless). Les mutations spontanées de ce
gene sont relativement fréquentes. La mutation inactive le géne APC, ce qui conduit a une
situation de prolifération cellulaire, au développement d’un adénome (lésion précancéreuse

clonale a capacité de prolifération augmentée) (Figure 11).

L’accumulation progressive de mutations génétiques sur cette 1ésion clonale en expansion
réguliere par hyperprolifération aboutit de facon peu fréquente au développement d’un cancer

colorectal (Fearon et Vogelstein, 1990).

On estime que 75 adénomes sur 1 000 aboutissent au développement d’un cancer. La
séquence classique d’apparition des mutations est un modele classique de carcinogenése

appelée « séquence de Vogelstein ».

L’instabilité¢ des microsatellites, I’anomalie responsable, initiatrice de cette carcinogenese
est le blocage d’un géne de réparation des mésappariements, le géne hMLHI1. Le blocage

survient du fait du vieillissement cellulaire, par méthylation du promoteur de ce gene.
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Cette inactivation d’un géne important pour le controle de I’intégrité de ’ADN favorise
ensuite I’apparition de mutations au sein de séquences codantes de génes contrdlant diverses
fonctions cellulaires, comme la prolifération (gene TGF-BRII). De mutation en mutation

apparait une cellule cancéreuse autonome (Figure 11) (Fearon et Vogelstein, 1990).

‘ APC 2e événement ou B-caténine

‘ Petit adénome |

K-ras ou B-Raf

Grand adénome @
P53

Adénome dégénéreé
— 4}
‘ smad4

Cancer invasif/ métastatique ‘

Figure 11 : Carcinogenése colorectale par instabilité de I’ADN (séquence de Vogelstein)

(Fearon et Vogelstein, 1990).
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I1.4.8.1. Les Proto-oncogénes

Ce sont des geénes codant pour des protéines participant a la régulation de la prolifération
cellulaire. Une fois mutés par gain de fonction, ils entrainent une prolifération exagérée et
incontrolée des cellules. La mutation d’un seul des deux alleles du gene est suffisante pour

activer un oncogene.

Les mutations somatiques sur ces genes codant certains partenaires des voies de
signalisation sont fréquentes, surtout pour le géne codant la sous-unité catalytique de la PI3K
(phosphatidyl-inositol 3 kinase) (muté dans 32 % des cas) et les génes codant la protéine
BRAF et la protéine KRAS, mutés respectivement dans 15 et 40 % des CCR. Les mutations
du gene KRAS ont été fortement associées avec la résistance au traitement par 1’anticorps
monoclonal anti-EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor). De plus, BRAF, membre de la
famille de génes RAF (BRAF, ARAF1, RAFI), code pour une sérine-thréonine kinase activée
en aval de la protéine KRAS (Leroy, 2014).

11.4.8.2. L’oncogéne Raf

Les trois isoformes décrites de Raf : A-raf, B-raf et C-Raf partagent une similarit¢ de
séquence significative et montrent la méme capacité a faciliter 1’activation oncogénique par

Ras de la cascade Mek et Erk.

B-raf est pourtant la seule des trois isoformes a présenter des mutations dans différents
cancers. Dans la grande majorité des cas, il s’agit d’une substitution V60OE augmentant
I’activité kinase de la protéine (Emma, 2011). Cette mutation est retrouvée dans environ 10 %
des CCR sporadiques. De plus, le fait que les mutations RAS et Braf sont exclusives,
contribue a penser qu’elles partagent un réle équivalent dans la tumorigenése (Rajagopalan,

2002).

La mutation B-Raf est fréquemment associée aux CCR MSI (Rajagopalan, 2002). En
effet, la mutation B-Raf est significativement associée avec I’hyperméthylation des ilots CpG,
lui méme associ¢ aux CCR MSI sporadique (Weisenberger et al., 2006). La mise en évidence
d’une mutation BRAF V600E avec perte d’expression de MLH1 est quasi-spécifique d’une

origine sporadique et ¢limine donc un syndrome de Lynch.
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La valeur pronostique de la mutation B-Raf V600OE est bien établie notamment dans les
formes métastatiques, elle confeére a la tumeur un mauvais pronostic et ce quels que soient les

traitements regus (Li et al., 2006).
11.4.8.3. Géne BRAF

Le géne BRAF situé sur le bras long du chromosome 7 en position 34 (7q34), fait partie de
la famille des génes RAF, qui codent des protéines sérine/thréonine kinases, activées par RAS

(Figure 12).

Le gene BRAF est composé de 18 exons, la mutation la plus commune est située sur 1’exon

15 sur la position nucléotidique 1799. (Samowitz, 2005).

Les mutations de BRAF sont présentes chez environ 7% des patients ayant un cancer,
principalement dans les mélanomes (40a 50%) et dans les cancers de thyroide (40%). Les
cancers colorectaux sont, quand a eux, porteurs d’une mutation BRAF dans environ 5 a 10%
des cas. Les données récentes montrent que les mutations de BRAF sont proportionnellement
plus fréquentes chez les patients dont la tumeur est porteuse d’une instabilité
microsatellitaires (MSI-High) (environ 35%), alors que les mutations de KRAS sont plus
fréquentes (<95%) est la mutation V60OE qui correspond a la substitution d’un acide aminé
valine par I’acide glutamique en position 600. Les mutations de BRAF induisent une

activation de la voie des MAPK (Leray, 2014).
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Figure 12: Représentation des 3 domaines structuraux de BRAF. La position de la

mutation oncogeéne V600E est indiquée par une fleche rouge. CR : Région conservée,

RBD : Domaine de liaison RAS, CRD : Cystein rich domain (Huang et al., 2013).
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11.4.8.4. Inhibiteurs de BRAF

L’inhibiteur d’une proportion de patients atteints d’un cancer colorectal porteur d’une

mutation BRAF a fait porter un intérét sur les médicaments susceptibles de cibler BRAF.

Un inhibiteur sélectif de la mutation V60OE (PLX4032 ou vémurafénib), qui a montré son
efficacit¢ dans les mélanomes métastatiques, a été testé chez des patients porteurs de la
mutation BRAF V600E. Les résultats de phase II ont été décevants. L’une des hypothéses qui
pourraient expliquer cette résistance serait la présence d’un rétrocontréle activateur de
I’EGFR lorsque la protéine BRAF mutée est inhibée dans les cellules tumorales colorectales.
L’association d’un inhibiteur d’EGFR et d’un inhibiteur de BRAF pourrait étre une voie

prometteuse.

Des données in vitro ont révélé que les tumeurs ayant une mutation de PIK3CA ou une perte
de PTEN ont une sensibilit¢ aux inhibiteurs de BRAF de fagcon comparable aux lignées de
mélanome. Par ailleurs, 1’association d’un inhibiteur de PI3K/AKT et d’un inhibiteur de
BRAF aurait action synergique sur des lignées colorectales présentant la mutation V60OE de
BRAF. L’association d’un inhibiteur BRAF et d’un inhibiteur PI3K/AKT mérite, la encore

d’étre testée en situation clinique (Leroy, 2014).
11.4.8.5. La voie Raf/MEK/ERK

La voie Raf/MEK/ERK est le relais intracellulaire des facteurs de croissance mitogenes de
I’interaction des intégrines avec la matrice extracellulaire (Figure 13). La liaison de 1I’un ou
I’autre des membres de la famille des Ser/Thr Kinases Raf (A-Raf, B-Raf et Raf-1) a la
protéine RAS libére le domaine catalytique de 1’enzyme occupé par I’extrémité N-terminale et
permet la phosphorylation de résidus Thr et Ser (Thr599 et Ser602 pour B-Raf) situés dans la
boucle d’activation. Ces événements semblent suffisants pour activer B-raf. Des
phosphorylations additionnelles, hors du domaine catalytique, sont nécessaires pour une

activation maximale de A-Raf et Raf-1 (Viens, 2011).
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Figure 13: Activation de la voie MAP kinase Raf/MEK/ERK (Viens, 2011).
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11.4.8.6. Role de la voie Raf/MEK/ERK dans I’oncogenése

La voie ERK est altérée dans 30% des cancers humains. Les 1ésions majeures se situent
dans les premiéres étapes de cette transmission du signal : surexpression et/ou mutations
activatrices des récepteurs a activité tyrosine kinase de facteurs de croissance et mutations

activatrices des génes RAS et BRAF.

Les mutations B-Raf surviennent dans environ 8% des cancers mais sont observées dans pres
de 70% des mélanomes, 45% des cancers papillaires de la thyroide, 35% des tumeurs
ovariennes de bas grade et 12% des cancers colorectaux. 90% des mutations B-Raf consistent
en une transversion T1799A sur I’exon 15 de BRAF qui se traduit par une substitution
Val600Glu(V600E) dans la boucle activatrice de 1’enzyme conduisant a son activation

constitutive (Figure 13) (Viens, 2011).
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IHI- MATERIEL ET METHODES



II1.1. Objectifs du travail

Le cancer colorectal survient avec un maximum de fréquence au cours de la derniére
décennie, il a fait I’objet de nombreuses recherches pour trouver des tests essentiellement
moléculaire qui ont changé les méthodes de dépistage, de diagnostic précoce, ainsi que sa
prise en charge particulierement par 1’évaluation de nouvelles thérapies ciblées.

Dans ce contexte, nous avons voulu dans ce travail analyser 164 cas de cancer
colorectaux, dont I’objectif principal est de décrire quelques caractéristiques biopathologique
et moléculaire des cancers colorectaux dans une population de 1’ouest Algérien durant 3 ans
(2013-2016).

Les Objectifs secondaires de notre étude sont :

e Effectuer une étude rétrospective descriptive durant une période entre janvier 2013
et février 2016 afin d’estimer le taux des cancers colorectaux dans 1’ouest Algérien.

e Evaluer le taux de deux marqueurs biologiques (ACE, CA19-9) apres et avant
chimiothérapie pour évaluer I’efficacité de ces facteurs dans le pronostic.

e Réaliser une étude sur I’expression des marqueurs tissulaires cytokératines 7 et 20
pour distingues les différents carcinomes colorectaux et leur origine primitive.

e Réaliser une analyse moléculaire de la mutation V60OE du gene BRAF, 1’étude de
cette altération génétique a un intérét pronostic dans les cancers colorectaux, et
thérapeutique car il est possible d’utiliser des traitements ciblés sur cette altération
génétique.

I11.2. Etude rétrospective

I11.2.1 Population étudice

La premiére partie de notre travail a porté sur une étude rétrospective portant sur 164

patients porteurs de cancer colorectal tous stades et tous ages, hospitalisés au sein du

service d’oncologie médicale CHU d’Oran.

La compilation des données sur dossiers nous a permis d’établir les critéres d’inclusion et
d’exclusion :

e Critére d’inclusion : Tous les cancers colorectaux qui y ont ét¢ diagnostiqués
durant les trois ans d’étude ont été inclus.
e Critere d’exclusion : Sont exclus de cette étude, les dossiers des patients qui

ont refusés de participer a 1’étude.
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Toutes les tumeurs malignes colorectales, dont le diagnostic ne s’est pas fondé sur une

preuve histologique et les patients qui présentent un cancer du canal anal.

Apres obtention du consentement éclairé (Annexe 1), nous avons effectué¢ le recueil des

données a partir des fiches de renseignements cliniques.

I11.3. Etude histopathologique et immunohistochimique

I11.3.1. Etude histopathologique

La deuxiéme partie de notre étude concerne 1’analyse histologique et
immunohistochimique, I’étude a porté sur 40 patients atteints d’adénocarcinomes
colorectaux. Les blocs histologiques ont été fournis par des laboratoires d’Anatomie et
Cytologie Pathologiques privés des docteurs: D' BOUROUIS M et D' KORSO A. Les

données concernant les patients sont résumées dans le tableau VII.

Tableau VII : Les données clinique et pathologique exploitées chez les patients étudiés.

Age L’age estimé en année
Organe co6lon ou rectum Localisation exacte
Type histologique Degrés de différenciation
Classification TNM, Dukes
Localisations secondaires Siége de la métastase

Le fixateur le plus utilisé en microscopie optique (MO) est le formaldéhyde a 10%,
La fixation par le liquide de Bouin est a proscrire car elle ne permet pas d'effectuer des
¢tudes d'analyse moléculaire sur I'ADN tissulaire.

Le prélévement parvient au laboratoire, il est enregistré et recoit un numéro
d’identification unique. Celui-ci est retranscrit sur les blocs et les lames, qui sont
examinées au microscope apres le traitement technique du prélévement.

Chaque prélévement est accompagné d’une fiche de renseignements remplie par le
médecin prescripteur qui mentionne.

1. L’identité du patient : nom, prénom(s), date de naissance, sexe ;

2. le siege, la date (jour et heure) et la nature du prélévement (biopsie ou exérese) ;

3. les circonstances cliniques et para cliniques qui ont motivé le prélévement et

éventuellement les hypotheses diagnostiques ;
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4. I’aspect macroscopique ou endoscopique des 1ésions (un compte-rendu opératoire

peut étre utilement joint), éventuellement I’aspect d’imagerie.

5. les antécédents pathologiques du patient, en particulier, dans la mesure du possible,
les antécédents d’examens anatomopathologiques effectués dans un autre laboratoire et la

nature des traitements éventuellement administrés au malade.

Les prélévements fixés sont déposés dans des cassettes en plastique, directement s’il
s’agit de biopsies ou, s’il s’agit de pieces opératoires, apres [’étape d’examen
macroscopique au cours de laquelle sont prélevés des fragments de petite taille (en

moyenne 2 X 0,3 cm).

Puis les tissus contenus dans les cassettes sont déshydratés par passage dans des
alcools d’ordre croissant puis 1’alcool est éliminé par des solvants (xyléne), puis la

paraffine liquide a 56 °C impregne les tissus qui sont refroidis. (Tableau VIII).

L’¢étape finale de I’inclusion est manuelle et consiste a réorienter convenablement le
fragment tissulaire dans le sens de la coupe dans un moule de paraffine. Aprés confection
des coupes de 4 um d’épaisseur a 1’aide d’un microtome, les coupes histologiques sont

montées sur des lames.

Apres dissolution de la paraffine, puis réhydratation, le tissu est coloré. La coloration
usuelle la plus utilisée est la coloration Hématoxyline éosine safran HES. Elle renseigne

sur la répartition, I’architecture et la structure des cellules.

La coloration hématoxyline éosine a été¢ réalisée au niveau du laboratoire de Biologie
du Développement et de la différenciation (Tableau IX). L’€osine teinte en rose non
seulement les cytoplasmes mais aussi le collagéne en rose pale et les fibres élastique en
rouge vif. Le milieu de montage (Eukitt) est déposé sur la préparation et recouvert d’une

lamelle de verre. Elle est alors préte a étre analysée au microscope.

L’observation des coupes colorées est effectuée a 1’aide d’un microscope optique. Cet
appareil permet d’obtenir une image agrandie (20 a 100 fois) par une combinaison optique

de la coupe éclairée par une lumicre qui la traverse.
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Tableau VIII : Protocole d’inclusion des prélévements colorectaux.

Solutions Durée
Acétone 1 30 minutes
Acétone 2 30 minutes
Déshydratation Acétone 3 30 minutes
Acétone 4 30 minutes
Toluéne 1 heure
Eclaircissement Toluéne 1 heure
Paraffine a 56°C 2 heures
Paraffinage Paraffine a 56°C 2 heures

Inclusion proprement dite dans les moules métalliques

Tableau LX : Protocole de coloration hématoxyline-€osine.

Réactifs Durée
Toluéne 1 5 minutes
Toluéne 2 5 minutes
Déparaffinage Ethanol 100° 2 minutes
et réhydratation Ethanol 95° 2 minutes
Ethanol 70° 2 minutes
Eau courante 5 minutes
Coloration Hématoxyline 2 minutes
hématoxyline-éosine Eau courante 5 minutes

Eosine alcoolique 1%

10 secondes

Déshydratation

Ethanol 70°
Ethanol 95°
Ethanol 100°
Toluéne 1

Toluéne 1

2 minutes

2 minutes

2 minutes

5 minutes

5 minutes

Monter la préparation avec Eukitt (Liquide de Montage).
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Tableau X : Protocole de coloration Trichrome a froid.

NB : Les étapes de déparaffinage et réhydratation sont mentionnées dans le tableau IX.

Réactifs Durée
Hémalun 10 minutes
Eau courante 5 minutes
Ethanol-HCL 2 minutes
Eau courante 20 minutes
Phloxine 1 minute
Eau acétifice 1 a 1% 1 minute
Eau acétifiée 2 1 minute
Coloration Eau acétifiée 3 1 minute
Acide 1 minute
phosphotungstique 5 minutes
Eau courante 30 secondes
Vert lumiére 1 minute
Eau acétifi¢e 4 1 minute
Eau acétifiée 5 1 minute
Eau acétifiée 6 1 minute
Isopropanol 1 2 minutes
Isopropanol 2 2 minutes
Déshydratation Isopropanol 3 2 minutes
Toluéne 3 5 minutes
Toluéne 4 5 minutes
Toluéne 5 5 minutes

Monter la préparation avec Eukitt (Liquide de Montage).




I11.3.2. Etude immunohistochimique cytokératines 7/20

L'immunohistochimie est une technique largement utilisée pour le diagnostic et/ou le
suivi de cancer par détection de cellules anormales telles que celles trouvées dans les
tumeurs cancéreuses.

II1.3.2.1 Principe de 'immunomarquage

Le but de I'immunohistochimie est de mettre en évidence certaines protéines
cellulaires, qu'elles soient cytoplasmiques, membranaires ou nucléaires, spécifiques pour
un type ou une fonction cellulaire, a 'aide d'une réaction antigéne — anticorps, le complexe
formé étant rendu visible, donc localisable, par un marqueur coloré. Le réactif principal est
un anticorps spécifiquement dirigé contre ce motif.

Apres la lecture des coupes histologiques colorées a 1’hématoxyline-€osine, on a
recherché, I’expression des marqueurs épithéliaux cytokératines 7/20 afin de connaitre
’origine des cancers colorectaux métastatiques.

La méthode que nous utilisons dans le Laboratoire de Biologie du Développement et
de la Différenciation pour les anticorps monoclonaux est la technique d’immunomarquage
indirect, elle consiste en 1’utilisation d’un anticorps secondaire réagissant avec 1’anticorps
primaire et/ou le démasquage de sites antigéniques grace a une digestion par une enzyme

protéolytique et/ou le chauffage des lames au four & micro-ondes.

—» AC primaire

Z

Antigéne

/

Figure 14 : Méthode d’immunomarquage indirect (AUDOUIN, 2009).
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I11.3.2.2 Etapes de la technique

Les anticorps sont utilisés pour le marquage des coupes de tissus inclus en paraffine et
fixés au formol. L’épaisseur des coupes d’échantillons de tissu est d’environ 4 pm, il est
recommandé¢ d’utiliser des lames « Superfrost Ultra Plus Microscope Slides » pour étaler
les coupes, nous utilisons ce lames pour les critéres suivants :

- Sont spécialement traitées pour des coupes de tissus d’épaisseur de coupes
de2asum

- Chargées positivement, l'attraction électrostatique lie les coupes de tissu enrobé
dans de la paraffine.

- Bords rodés a 90°, extrémités dépolies et colorées pour l'identification

- Pour une forte attraction électrostatique des sections de tissus a la lame
empéche toute perte pendant la coloration.

1- Déparaffinage et réhydratation

Préalablement, il faut déparaffiner les coupes et les réhydrater.

. Déparaffiner les coupes avec deux bains successifs de xyléne, 5 minutes
chacun ;
. Réhydrater avec plusieurs bains d’alcool (éthanol) de concentration

décroissante (100%, 95% et 80%), 3 minutes pour chaque bain

. Rincer les coupes a I’eau distillée.

2- Démasquage par la chaleur

La restauration antigénique au moyen de procédure chimique et thermique permet de
gommer les imperfections de certains fixateurs et d’annuler les effets d’une éventuelle
suffixation.

Elle est rendue possible grace a deux phénomenes qui agissent en synergie, la
dénaturation par la chaleur (effet calorique) et la dénaturation chimique (acide ou base),
pour cela :

. Immerger les coupes dans du tampon citrate a pH 6 dans un four micro-onde
(Whirlpool Vip 20) a 100°c (750 W) pendant 10 minutes (plus la température du
prétraitement est importante la durée de celui-ci est courte).

. Laisser refroidir les coupes pendant 20 minutes a température ambiante ;

. Rincer les lames au PBS tween 20 (tampon phosphate a pH 7,4), 2 fois 2

minutes.
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. Pour bloquer ’activité¢ de la peroxydase endogene il est nécessaire de mettre

les préparations dans I’ H202 10 volumes pendant 10 minutes.

3- Immunomarquage

Nous avons utilisé deux anticorps monoclonaux de souris (ck20 clone : Ks 20.8 et ck7
clone : OV-TL 12/30, Dako) préts a ’emploi fourni sous forme liquide dans un tampon
contenant une protéine stabilisante et 0,015 mol/L d’azide de sodium.

. Incuber les préparations avec 1’anticorps primaire (Ck7 ou Ck 20) pendant 1
heure a température ambiante ou 24heures a 4°C.

= Rincer les préparations au PBS tween 20 (2x 2 minutes).

. Incuber les préparations dans 1’anticorps secondaire pendant 15 min a
température ambiante.

. Rincer les préparations au PBS tween 20 (2x 2 minutes).

. Pour la révélation nous avons utilis¢é un kit (Immpact DAB peroxidase
substrate, cat.No.SK-4105, Vector), pendant 5 min. Il faut préalablement préparer cette
solution comme suit :

. Rincer les coupes au PBS tween 20 (2x 2 minutes) .

Ajouter 30 pl du chromogeéne DAB a 1 ml de diluant DAB et bien vortexer ce mélange
avant I’utilisation.

4- Contre-coloration et montage

Une contre coloration rend possible le repérage topographique du marquage des

antigenes recherchés, pour cela :

. Immerger les coupes dans une solution aqueuse d’hématoxyline de Mayer.
- Rincer a I’eau courante.
. protéger par une lamelle de verre collée (faramount aqueous mounting

medium, Ref: s3025, Dako). Les coupes sont prétes a l’observation au microscope
optique.

5- Controle de ’immunoréaction :

Chaque technique réalisée nécessite la présence d’un témoin positif assurant
I’exactitude de la réaction. De ce fait, le control positif de la réaction obtenu a I’aide d’AC
anti-CK7 est représenté par une coupe tissulaire issue d’une patiente atteinte d’un cancer
mammaire, d’AC anti-CK20 quant a lui est représenté par une coupe tissulaire issue d’un

patient atteint d’adénocarcinome du colon.
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6- Evaluation de 'immunomarquage
L'immunomarquage par cytokératine a été évalué et scor¢:
- score 0: absence de marquage au niveau de toutes les cellules ou positivit¢ dans moins
de 10% de I'ensemble de la prolifération.
- scorel+: marquage cytoplasmique faible dans moins de 10% des cellules.
- score 2+: marquage cytoplasmique modérée dans plus de 10% des cellules.
-score 3+: marquage membranaire fort dans plus de 10% des cellules.
I11.4. Etude de la mutation V60OE du géne BRAF
La recherche de mutation BRAF est réalisée sur des coupes tissulaires FFPE: 'ADN

génomique tumoral a été extrait avec le coffret QlIAamp DNA FFPE tissue (Qiagen).

111.4.1. Extraction d’ADN
Pour 1’étude moléculaire nous avons sélectionnés 30 cas atteints de cancer colorectal

métastatique.

A partir de 30 copeaux de 10um d’épaisseur prélevés au microtome sur les blocs de
tissu fixés au formol et inclus en paraffine (FFPE), I’ADN tumoral a été extrait a I’aide du
kit QIAamp DNA FFPE (Qiagen®). Le dosage et la qualit¢ de ’ADN extrait ont été

vérifiés sur Qubit2.0.

Les carottes de tissus sont soumis a un traitement xyléne, qui dissout la paraffine du

tissu, puis réhydratée en utilisant une série de lavages éthanol.
1- Déparaffinage des échantillons :

Les blocs FFPE ont été coupés en 10 sections avec 10 um d’épaisseur par microtome
et recueillies dans 1,5 mL. L’échantillon ainsi mis en tube doit subir des étapes de

déparaffinage détaillées comme suit :

1. Ajouter 300 pl de xyléne, puis agiter doucement a température ambiante (15 a

25°C) durant Smin ;

2. Centrifuger a une vitesse allant de 13000 a 16000G afin d’obtenir un culot au fond

du micro-tube ;
3. Jeter doucement le surnageant ;

4. Répéter les étapes de 1-3 durant deux cycles successifs ;
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5. Ajouter 300 pl d’éthanol (96 a100%), puis remuer le mélange a température

ambiante (15 a 25°C) durant Smin ;

6. Centrifuger a une vitesse allant de 13000 a 16000G dans le but d’obtenir un culot au

fond du micro-tube ;

7. Jeter doucement le surnageant ;
8. Répéter les étapes de 5-7.
¢ Remarques préliminaires importantes

Les tampons ATL et AL* peuvent former des précipités au cours de leur conservation.

Si nécessaire, dissoudre les précipités en incubant le tampon a 55°C.

Les tampons AW1 et AW2 sont fournis sous forme concentrée. Avant la premicre
utilisation, ajouter le volume appropri¢ d’éthanol (96 a 100%), comme indiqué sur le
flacon.

2- Etapes de la digestion enzymatique

1. ajouter 180 pl de tampon ATL aux échantillons déparaffinés placé dans un tube de
1,5 ml.

Protéines et des enzymes nuisibles tels que les nucléases sont ensuite digérées par la
protéinase K.

2. Ajouter 20 pl de Protéinase K, mélanger en vortexant et incuber a 55°C jusqu’a la
lyse complete du tissu. Vortexer de temps a autre au cours de I’incubation pour
homogénéiser 1’échantillon ou le placer dans un bain-marie a agitation. La durée de la lyse
est généralement compléte apres 1 a 3 h. Il est possible de la prolonger toute une nuit sans
que la préparation en soit affectée.

3. Vortexer 15 sec. Ajouter 200 pl de tampon AL a [’échantillon, mélanger
vigoureusement en vortexant et incuber 10 min a 70°C.

Il est essentiel de bien mélanger immédiatement 1’échantillon et le tampon AL en
vortexant ou pipetant afin d’obtenir une solution homogeéne. Un précipité blanc peut se
former aprés addition du tampon AL. Il se dissout la plupart du temps pendant 1’incubation
a 70°C. Ce précipité n’affecte pas la procédure DNeasy.

3- Précipitation de ’ADN génomique

1. Ajouter 200 pl d’éthanol (96 a 100%) a 1’échantillon et mélanger en vortexant.

I est important de mélanger vigoureusement 1’échantillon, le tampon AL et I’éthanol
afin d’obtenir une solution homogene. Un précipité blanc peut se former apres addition de

I’éthanol. 11 est essentiel de le déposer entierement dans la colonne DNeasy.
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2. Déposer le mélange de I’étape 4 dans la colonne DNeasy placée dans un tube
collecteur de 2 ml (fourni). Centrifuger 1 min a > 6000 x g (8000 rpm). Jeter I’effluent et le
tube collecteur.

3. Placer la colonne DNeasy dans un nouveau tube collecteur de 2 ml (fourni), ajouter
500 pl de tampon AW1 et centrifuger 1 min a > 6000 x g (8000 rpm). Jeter I’effluent et le
tube collecteur.

4. Placer la colonne DNeasy dans un tube collecteur de 2 ml (fourni), ajouter 500 pl de
tampon AW2 et centrifuger 3 min a vitesse maximale afin de sécher la membrane DNeasy.

Jeter 1’effluent et le tube collecteur.

Cette centrifugation permet d’éviter de contaminer 1’éluat par des résidus d’éthanol. Jeter
I’effluent et le tube collecteur. Aprés centrifugation, sortir avec précaution la colonne DNeasy
du tube collecteur afin que la colonne ne touche pas I’effluent. Ceci permet d’éviter une
contamination par de 1’éthanol (en cas de contamination, vider le tube collecteur et le
réutiliser pour centrifuger a nouveau la colonne DNeasy 1 min a vitesse maximale).

5. Placer la colonne DNeasy dans un tube propre de 1,5 ml ou de 2 ml (non fourni) et
I’€luer en déposant 200 pl de tampon AE directement sur la membrane DNeasy.
Incuber 1 min a température ambiante et centrifuger 1 min a > 6000 x g (8000 rpm).

NB : L’¢lution avec un volume de 100 pl (au lieu de 200 pl) augmente la concentration
finale en ADN dans 1’¢luat, mais réduit également le rendement total (voir en figure 3 au
DNeasy Tissue Kit Handbook).

6. Répéter I’¢lution comme décrit a 1’étape 5.

Il est possible d’utiliser un nouveau tube pour la deuxieme étape d’élution afin d’éviter une
dilution du premier ¢luat. Comme alternative, afin de mélanger les deux éluats, réutiliser le
tube de 1’étape 8 pour la deuxieme étape d’¢élution.

NB: Ne pas ¢luer avec plus de 200 pl par tube de 1,5 ml car la colonne DNeasy peut entrer
en contact avec 1’¢luat.

111.4.2. Quantification des ADN extraits

Le Qubit® 2.0 est un appareil de mesure de concentrations qui utilise des molécules

intercalantes fluorescentes ; celles-ci émettent un signal uniquement lorsqu’elles se lient a

leur molécule cible d’ADN. Nous avons utilisé¢ un kit de mesure pour ADN double brin

(Quant-iT dsDNA HS Assay kit, mesure de 0,2 a 100 ng) (Figure 15).
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Nous avons utilis€¢ pour chaque cas 2ul d’ADN et compléter (qsp 200ul) avec une
solution préparée avec 1ul de réactif fluorescent et 199 ul de tampon fourni. Aprés deux
minutes d’incubation, le tube est placé dans la cavité de 1’appareil et la mesure est
instantanée.

NB : Il est important de bien préparer 1'échantillon avant de procéder a une lecture. Pour
obtenir des instructions sur la préparation des échantillons, consultez les instructions qui

accompagnent 1'essai utilisé.
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Figure 15 : Description de 1’appareil Qubit 2.0 (LBDD).
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- Mettre le kit a température ambiante (25°c)

Mettre en place le nombre nécessaire de tubes de 0,5 ml pour les échantillons.

- Etiquetez les tubes.

- Préparer la solution de travail Qubit® en diluant le réactif Qubit® dsDNA HS
1: 200 dans le tampon Qubit® dsDNA HS. Utiliser un tube en plastique propre chaque
fois que vous préparez la solution de travail Qubit®. Ne pas mélanger la solution de travail
dans un récipient en verre (Figure 16).

- NB: Le volume final dans chaque tube doit étre de 200 uL. Chaque tube
standard nécessite 190 pL de solution de travail Qubit® et chaque tube d'échantillon
nécessite de 180 a 199 L.

- Ajouter 190 puL de solution de travail Qubit® a chacun des tubes utilisés pour
les étalons.

- Ajouter 10 pL de chaque étalon Qubit® au tube approprié, puis mélanger en vortex
2-3 secondes. Veillez a ne pas créer de bulles.

- Ajouter la solution de travail Qubit® a des tubes de dosage individuels de sorte
que le volume final dans chaque tube apres addition de I'échantillon soit de 200 pl.

- Ajouter chaque échantillon aux tubes d'essai contenant le volume correct de
solution de travail Qubit®, puis mélanger en vortex 2-3 secondes. Le volume final dans
chaque tube doit étre de 200 pl.

- Laisser tous les tubes incuber a température ambiante pendant 2 minutes.

- Sur I'écran d'accueil du Qubit 2.0 Fluorometer, appuyez sur ADN, puis
sélectionnez dsDNA.

- Insérez ’eppendorf contenant le standard n ° 1 dans le porte-tube, fermez le
couvercle, puis appuyez sur lire le standard. Lorsque la lecture est terminée (~ 3 secondes),
retirez le Standard # 1.

- Insérez ’eppendorf contenant le standard n © 2 dans le porte-tube, fermez le
couvercle, puis appuyez sur lire le standard. Lorsque la lecture est terminée, retirez le
Standard 2. L'instrument affiche les résultats sur I'écran Lecture standard.

- Appuyez sur lecture des échantillons.

- Sur I'écran de ’appareil, sélectionnez le volume d'échantillon et les unités:

- Appuyez sur les boutons + ou - pour sélectionner le volume d'échantillon

ajouté a I'essai tube (de 1 a 20 pl).
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- Insérez un tube d'échantillon dans le porte tube, fermez le couvercle, puis
appuyez sur le bouton de lecture (read). Lorsque la lecture est terminée (~ 3 secondes),

retirez le tube d'échantillon.

I11.4.3. Détection qualitative en PCR temps réel de la mutation V600E

I11.4.3.1 Réactifs et appareil utilisés

Les réactions ont été réalisées en plaque de 96 puits dans un volume final de 20ul,

incluant :

1- TagMan Genotyping Master Mix (Cat #: 4374655) , Applied Biosystems , 400
reactions, 1X, 10 ml

2- Eau distillé pour PCR

3- TagMan mutation detection Assays, 150ul (mutant allele and wild type allele
assays) (Unlebled PCR primers, A TagMan MGB probe, FAM dye-labeled, An MGB
oligonucléotide blocker).

Pour I’allélo-typage compétitif de séquence spécifique nous utilisons dans le
Laboratoire de Biologie du Développement et de la Différenciation le systtme PCR ABI
7500 en temps réel est un systeme totalement intégré pour la détection de PCR en temps
réel. Le systtme comprend un cycleur thermique intégré, un laser pour induire la
fluorescence, un détecteur DCC (dispositif a couplage de charge), un logiciel de détection

de séquences en temps réel avec le systeme de données Apple (Figure 17).

Tableau XI : Informations sur les essais TagMan utilisés en théranostique.

Information Nom du Nom du Mutation Changement
sur le géne mutant wild type nucléotidique de I’acide
type assays aminé
assays
Symbole du BRAF BRAF _ c.1799T V600E
gene : BRAF 476 mu 476 wt >A

111.4.3.2 Préparation des échantillons et du mix

1- Pour chaque échantillon, calculer le nombre total de réactions nécessaires,

2- Calculer le volume total pour chaque mélange réactionnel :
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Volume pour chaque échantillon % le nombre total d’échantillons + 10%

NB : Ajoutez 10% de volume supplémentaire pour compenser les erreurs de pipetage.

Le mixe de PCR est préparé dans un eppendorf de 2ml. La composition pour un
¢chantillon est: 10 ul du TagMan master mix ,1 pl TagMan assays, 7 pl d’eau distillée
(nuclease free water).

Le principe de la Cast-PCR est un allélo-typage compétitif de séquence spécifique

(Competitive Allele-Specific TagMan® PCR).

Chaque cycle de PCR suit les 3 étapes classiques : dénaturation des double-brin
d’ADN, hybridation avec les amorces spécifiques TagMan (2 une température conseillée
par le fabriquant en général 5°C en dessous de la Tm : « T° fusion ») puis élongation
permise grace a I’incorporation de ANTP fournis (température optimale d’activité pour la
Taqgpolymérase). La durée et température de chaque cycle sont ainsi enregistrées lors de
I’étude.
111.4.3.3 Procédure de I’allélo-typage utilisant la technologie TagMan .

1- D’aprés le protocole TagMan (Applied Biosystems), 2 ul de chaque échantillon
d’ADN (20ng/ ul) sont déposés dans une plaque a 96 puits qui va servir pour plusieurs
PCR.

2- On distribue ensuite pour chaque échantillon d’ADN (2 pL) le mixe de PCR (18 pL)

dans la plaque 96 puits a I’aide d’une micropipette.

3- Les plaques sont ensuite fermées par une feuille thermocollante avant d’étre
placées dans le thermocycleur.

4- Les sondes d’hydrolyse ou sondes Tagman TM sont des fragments
oligonucléotidiques marqués par deux groupements fluorophores en ses extrémités 5” et 3°.
L’extrémité 5° porte le fluorophore donneur qui est un dérivé de la fluorescéine (FAM). A
I’extrémité 3°, se trouve le fluorophore quencher qui est NFQ-MGB (non fluorescent
quencher- Minor Groove Binder).

Remarque : Le TagMan Genotyping Master Mix que nous utilisons contient le
fluorophore de référence passit ROX, nous avons donc sélectionné ROX comme colorant

de référence passif dans notre expérience.
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5- Programme de PCR utilisé

v 95°C, 10 min

v 92°C, 15 sec

4 58°C, 1 min (5cycles)

v 92°C, 15 sec

v 60°C, 1 min (40 cycles) (Figure 18).
6- Lecture des résultats

A la fin de I’expérience, les valeurs ACt et Ct du géne muté sont déterminées par le
logiciel d'analyse du systéme de PCR en temps réel, ABI prism 7500 (Applied Biosystem)
(Figurel7).
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Figure 17 : Photographie du thermocycleur ABI 7500 utilisé (LBDD).
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Figure 18 : PCR en temps réel, Détail des cycles d’amplification utilis¢ (LBDD).
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IV- RESULTATS



IV. 1. Résultats de I’étude rétrospective

IV.1.1 Répartition du cancer colorectal selon les tranches d’age chez les deux sexes

Notre travail consiste en premier lieu en une étude rétrospective chez de 164 patients, se

répartissant en 97 hommes et 67 femmes, recrutés au niveau du service d’oncologie médicale

d’Oran au cours de la période allant de janvier 2013 a février 2016.

La moyenne d’age des patients atteints de cancer colorectal de 56,63+ 2 (Tableau XII).

Avec une nette élévation de fréquence chez les sujets dont 1’age est compris entre 50 et 60 ans

qui atteint les 52,67 %, et des ages extrémes allant de 23 a 87 ans (Figures : 19, 20).

Tableau XII : Répartition selon I’age moyen et le sexe.

Sexe Nombre Pourcentage Age moyen (ans)
IC* 2 95%
Hommes 97 59,15% 59,01+2,6
Femmes 67 40,85% 53,13£3,05
Global 164 100% 56,63+2
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Figure 19 : Répartition du cancer colorectal selon les tranches d’age

a- Chez les hommes, b- Chez les femmes
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Figure 20 : Répartition du cancer colorectal selon les tranches d’age

chez les deux sexes.
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IV.1.2 Répartition du cancer colorectal en fonction du sexe

L’¢étude approfondie sur dossiers des patients, admis pour cancer colorectal au service

d’oncologie médicale CHU d’Oran a montré une prédominance masculine. Sur 164 malades,

nous dénombrons 97 hommes (59,15%) et §7 femmes |(40,85%), soit un sex-ratio de 1,42

(Figure 21).

%

“Femmes ™ Hommes

Figure 21 : Répartition du cancer colorectal
dans la région de I’Ouest Algérien selon le sexe.
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1V.1.3 Antécédents familiaux

Dans notre population d’étude, nous avons noté 36 cas (22%) d’antécédents familiaux de
cancer, par contre 78% des patients représentent un cancer colorectal sporadique.
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Figure 22: Antécédents familiaux chez les patients étudiés.
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IV.1.4 Répartition du cancer colorectal selon la zone géographique des patients

La répartition des patients inclus dans notre étude selon la région de provenance a montré

que 52,28% sont des habitants d’Oran, suivi de :

Tiaret (13, 87%), Relizane (12,40%),

Mascara (7,30%), et 9, 48% pour les autres wilayas le détail de la répartition est regroupé

dans le graphique ci-dessous.
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Figure 23: Répartition du cancer colorectal selon la région de provenance.
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IV.1. 5 Répartition des cancers selon le siége de la tumeur

L’analyse des données a montré une prédominance des cancers de localisation colique, qui

représentent 65% de 1’ensemble des cancers colorectaux.

® Colon

Rectum

® Colon

Rectum

Figure 24: Répartition des cancers selon la localisation

a- chez les Hommes b- chez les Femmes.

m Colon ' Rectum

Figure 25: Répartition des cancers colorectaux selon la localisation

chez les deux sexes.
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IV.1.6 Répartition topographique des cancers colorectaux chez les deux sexes

Cette analyse a permis de constater chez les deux sexes que le cdlon gauche et le sigmoide
sont les localisations les plus fréquentes avec respectivement 38 cas (23,17%) et 36 cas

(21,95%) suivi du bas rectum 29 cas (17,68%) (Tableau XIII).

Tableau XIII : Répartition topographique des cancers colorectaux.

Cancers Hommes | Pourcentage (%) | Femmes Pourcentage (%)
Célon gauche 20 12,20 18 10,97
Sigmoide 23 14,02 13 7,93
Célon droit 20 12,19 5 3,05
Transverse 3 1,83 4 2,44
Bas rectum 16 9,75 13 7,93
Haut rectum 9 5,49 10 6,10
Moyen rectum 6 3,66 4 2,44
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IV.1.7 Evaluation des marqueurs tumoraux ACE et CA19-9

Les dosages d’ACE sont classiquement réalisés sur sérum, par une technique de type

immunomeétrique automatisée chez I’adulte, la concentration normale est <5ug/L.

Dans une population normale, 95% des individus ont une concentration de CA 19-9

inférieure a 37U/ml (unités arbitraires).

120 Patients inclus dans notre étude, ont eu au moment du diagnostic, un dosage sanguin

de marqueurs tumoraux (ACE et CA19-9).

L’ ACE était ¢levé chez 52 patients soit 43,33%, et le CA19-9 était élevé chez 44 patients soit

36,67% (Tableau XIV).
Apres chimiothérapie, les résultats constatés sont les suivants :
e 10 % des patients ont eu une normalisation d’ACE
e Environ 13 % des patients ont eu une normalisation CA19-9.

Tableau XIV: Dosage des marqueurs tumoraux.

Marqueurs sériques n % n %
ACE élevés 52 43,33% 40 33,33%
normaux 68 56,67% 80 66,67%
CA19-9 ¢levés 44 36,67% 28 23,33%
normaux 76 63,33% 92 76,67%

Les marqueurs tumoraux (ACE et CA19.9), examens facultatifs dans le bilan d’extension

ont été peu demandés dans notre série de cancer colorectal.
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IV.2. Résultats de I’étude histologique et immunohistochimique
IV.2.1.a. Résultats de I’étude histologique

Parmi les cas enregistrés dans notre série, 100% sont des adénocarcinomes, dont 13,41%
seulement sont de type colloide. Les autres types histologiques sont beaucoup moins
fréquents, 1’adénocarcinome a cellules en bague a chaton ne représente que 0,61% des cas
(Tableau XV).

Tableau XV: Répartition du cancer colorectal selon le type histologique.

Histologie Nombre de patients Pourcentage (%)

20,12
Adénocacinome 33

moyennement différencié

Adénocacinome mucineux 22 13,41

Total

164 100
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Figure 26 : Répartition du cancer colorectal selon le type histologique,

(ADK : adénocarcinome).
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Figure 27 : Répartition selon le sous —type d’adénocarcinome Liberkiihnien.

72



La classification histo-pronosctic TNM est étudiée chez tous les cas, sur 164 patients,

27,43% 30,49% et 23,78 % sont diagnostiqués a un stade avancé stade II, stade III et IV

respectivement et 18,29% au stade I (Figure 28).

Tableau XVI : Répartition du cancer colorectal selon le stade TNM et Dukes.

Stade TNM Stade TNM Nombre %
| 30 18,29
Stade A de Dukes T2NOMO
T3NOMO 45 27,43
11
Stade B de Dukes T4NOMO
T2N1/2M0 39 23,78
111 T3N1/2MO0
Stade C de Dukes T4N1/2MO0
T2N1/2M1 50 30,49
v
T3N1/2M1
Stade D de Dukes
T4N1/2M1
ml ][ =[] m]V

Figure 28 : Répartition du cancer colorectal selon le stade TNM.
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IV.2.1.b. Répartition du cancer colorectal selon les sites métastatiques

On peut remarquer que parmi tous ces cancers, les sites préférentiels de métastases qui
reviennent fréquemment sont le foie 44,94% suivi des ganglions 43,82%, des poumons

7,87%, les 0s 2,25 %, et le cerveau 1,12%, comme le montre le tableau XVII.

Tableau XVII: Répartition du cancer colorectal selon les sites métastatiques.

Meétastases Nombre %
hépatique 40 44,94
pulmonaire 7 7,87
ganglionnaire 39 43,82
osseuse 2 2,25
cérébrale 1 1,12

La muqueuse colique (Figure 29) est composée d’une couche épithéliale unique de
cellules cylindriques hautes bordant la lumiere et s’invaginant pour former les cryptes, dans
un chorion ou lamina propria.

La plus fréquente des formes histologiques du cancer colorectal est I’adénocarcinome
lieberkiihnien plus ou moins différenciés. Il est identifié¢ dans 85,98% dans notre étude. Le
niveau de différenciation est variable. Les cellules de 1’adénocarcinome bien différencié
peuvent se disposer en acinus ou en tube glandulaires d’aspects trés proches de ceux d’une
glande normale. Dans les tumeurs modérément différenciées les cellules sont groupées en
lobules creusées de multiples cavités. Dans les carcinomes peu différenciés les cellules sont

isolées (Figure 31, 32, 33 et 34).

En dehors de cette différenciation morphologique, il existe une différenciation
fonctionnelle, 1’exemple le plus démonstratif est celui de sécrétion du mucus, cette
différenciation mucineuse représente (13,41%). Pour étre définie comme un carcinome
colloide, la tumeur doit étre mucineuse a 50% au minimum; une tumeur qui est mucineuse a
25-50% est dite « avec composante mucineuse », ils se caractérisent par de larges plages de

mucus parsemées de cellules tumorales (Figure 35).

L’adénocarcinome en bague a chaton représente 0,61% (1cas), il infiltre toute la paroi sous
forme de cellules en bague a chaton ou de cellules indifférenciées. Il est de mauvais pronostic.
Les formes primitives sont souvent difficiles a distinguer des métastases de cancers en bague

a chaton d’autres origines (estomac, sein, etc...) (Figure 36).
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Figure 29 : Coupe histologique d’'une muqueuse

colique saine colorée a I’hématoxyline-éosine, (x10).
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Figure 30 : Coupe histologique d’une muqueuse a distance

de la tumeur colorée a I’hématoxyline-€osine, (x10).
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Figure 31: a- Coupe histologique un adénocarcinome bien différencié, b- Composante

mucineuse de 1’adénocarcinome, colorées au trichrome a froid (x40).
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Figure 32: Coupe histologique d’un adénocarcinome

bien a moyennement différencié (x40).Colorée au trichrome a froid.
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Figure 33: Adénocarcinome moyennement différencié,
colorée a I’hématoxyline-éosine, a- (x10) et b- (x40).
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Figure 34: Adénocarcinome peu différencié,

colorée a I’hématoxyline-€osine (x40).
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IR i et S
Figure 35: Adénocarcinome moyennement différencié
colorée a I’hématoxyline-éosine (x10), (métastase hépatique).
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Figure 36 : Adénocacinome colloide muqueux

colorée a I’hématoxyline-éosine (x10).

Figure 37 : Adénocacinome a cellules en bague a chaton

colorée a I’hématoxyline-€osine (x40). Cellules en bague a chaton

78



I1V.2.2 Résultat de 'immunomarquage cytokératines 7/20

L’¢tude immunohistochimique de 1’expression des les cytokératines7/20 a révélé une
accumulation cytoplasmique de la protéine CK7 dans 10 % des adénocarcinomes colorectaux
analysés. Concernant la CK20 une surexpression a été observée chez 82, 5% soit 33cas
(Figure 41), et une co-expression des Cytokératines 7/20 est observé chez lcas atteint
d’adénocarcinome colloide muqueux (Figure 40), ce sont des marqueurs importants du
cancer colorectal car ils informent sur les caractéristiques biologiques distinctives des
tumeurs. La valeur pronostique et prédictive de 1’association de ces deux marqueurs pourrait

en faire un outil clinique important. Les résultats sont représentés dans le tableau XVIII.

Tableau XVIII: Distribution des scores d’IHC.

Négative Positive
0 1+ 2+ 3+
Adénocarcinomes | CK7 33 (82,5%) | 6 (15%) 1 (2,5%) 0(0)
colorctaux étudiés
CK20 3(7,5%) 4 (10%) 20 (50%) | 13 (32,5%)
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Figure 38 : immunomarquage CK20 d’une muqueuse

colique saine, score 0 (x40).

Figure 39 : immunomarquage CK7 /20, a- Adénocarcinome

bien différencié, b- Adénocarcinome du sigmoide, score 0 (x10).
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Figure 40 : immunomarquage CK7/20 d’un adénocarciome colloide muqueux a- score 0,

b- score 1 (x40).

Figure 41: immunomarquage cytoplasmique et membranaire CK7/20

d’un adénocarciome colloide muqueux a- score 2, b- score 3 (x40).
b
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Figure 42 : immunomarquage cytoplasmique CK7/20

d’un ad

3 (x40).
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IV.3. Résultats de I’étude moléculaire

IV.3.1. Résultats de la quantification d’ADN

Trente blocs de patients sont collectés des laboratoires d’anatomopathologie privés. Afin
d’augmenter le nombre de cas susceptibles de porter une mutation BRAF V600E, nous avons
inclus des patients ayant des localisations secondaires métastatiques. Les caractéristiques des
patients figurent dans le tableau XIX.

Tableau XIX : Caractéristiques des patients inclus pour 1’étude moléculaire.

Sexe

Homme 16

Femme 14

Age (années) Moyenne 52 [23-74]
Stade TNM au diagnostic

etV 30

L’ADN génomique est extrait a partir des coupeaux de tissus au moyen d’un kit utilisé
pour I’extraction d’ADN a partir de tissus inclus en paraffine (Qlamp DNA FFPE Tissue,
Qiagen). La quantit¢ d’ADN ainsi obtenu est dosée par Qubit, un appareil qui utilise la
technologie des sondes fluorophores, qui contiennent des dyes qui ne fluorescent que liées
aux ADN. Cette spécificit¢ permet une quantification précise des acides
désoxyribonucléiques. Le systéme Qubit est sensible et peut étre utilisé méme pour de
faibles concentrations (10 ng/uL d’ADN), les résultats obtenus sont résumés dans le tableau

XX.
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Tableau XX : Résultats de la quantification de I’ADN génomique.

Patients P1 P2 P3 P4 P5 P6

Quantité 60,6 54,4 57,5 55,2 53,6 56,7
d’ADN (ng/pl)

Patients P7 P8 P9 P10 P11 P12

Quantité 41,6 44 4 37,5 35,2 33,6 36,7
d’ADN (ng/pl)

Patients P13 P 14 P15 P 16 P17 P18

Quantité 27,2 26,5 23,8 21,2 21,6 30,4
d’ADN (ng/pl)

Patients P19 P 20 P21 P22 P 23 P24

Quantité 21,8 20,6 21,4 20,8 20,6 20,2
d’ADN (ng/pl)

Patients P25 P26 g/ P28 P29 P30

Quantité 19,8 18,6 15,4 17,8 16,6 15,2
d’ADN (ng/pl)

IV.3.2. Mutation V600E du géne BRAF

La mutation V600OE de I’oncogeéne BRAF a été identifiée comme facteur pronostique chez

les patients atteints de cancer colorectal et comme facteur prédictif dans la thérapie ciblée

anti-EGFR, pour cela une étude moléculaire du statut BRAF a été réalisée au niveau du

laboratoire de Biologie du Développement et de la Différenciation, sur 30 cas de notre série

par PCR TagMan® avec allélo-typage compétitif séquence spécifique (Competitive Allele-
Specific TagMan® PCR ou Cast-PCR) sur appareil Tagman ABi prism 7500 (Applied

BiosystemsTM) a partir de matériel paraffiné (les mémes blocs de tumeurs correspondant aux

tumeurs ¢étudiées en IHC).
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Nous avons utilis¢é pour cette technique des sondes TagMan reconnaissant
spécifiquement les différentes séquences mutés (essai BRAF-Mt) associées a des sondes qui
reconnaissent exclusivement la séquence normale du géne (essai BRAF-Wt), ces deux sondes
emettent des signaux fluorescents de couleurs différentes (Figure 43). Les résultats obtenus

son résumés dans le tableau ci-dessous.

Tableau XXI : Tableau récaputilatif sur les informations des patients et les résultats

de la RT- PCR, F : femme, H : homme, ADK : adénocarcinome

Patients/ Type Statut | Ct | ACt Patients/ Type de | Statut | Ct | ACt
Sexe/ De BRAF Sexe tumeur | BRAF
Age(ans) la Age(ans)
tumeur
PIM 35 ADK | V60OE | 37,3 | 0,8 P16M | 48 | ADK Wt / /
P2F 36 ADK | V60OE | 38,5 | 1,2 P17F 64 ADK Wt / /
P3M 2% ADK | Wt / / P18M 70 ADK Wt / /
P4F 55 ADK | Wt / / P19F 46 ADK Wt / /
P5SF 73 ADK | Wt / / P20 F 69 ADK Wt / /
P6M 74 ADK | Wt / / P21 M 70 ADK Wt / /
P7F 63 ADK | Wt / / P22 M 7 ADK Wt / /
P8M 54 ADK | Wt / / P23 M 70 ADK Wt / /
POF 55 ADK | Wt / / P24 M 69 ADK Wt / /
P10M 35 ADK | Wt / / P25M 44 ADK Und / /
P11F 36 ADK | Wt / / P26F 47 ADK Und / /
P12 F 73 ADK | Wt / / P27M 44 ADK Und / /
PI3 F 59 ADK | Wt / / P28 M 60 ADK Und / /
P14 F 49 ADK | Wt / / P29M 31 ADK Und / /
PISF 51 ADK | Wt / / P30M 53 ADK Und / /
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L’analyse de cette réaction de PCR permet de détecter la présence de la mutation ou son
absence chez les patients. A la fin de la réaction de PCR, nous avons vérifié¢ 1’apparition des
courbes d’amplification qui sont détecté a 1’aide des sondes utilisées, nous avons validé les 3
témoins qui sont utilisés dans chaque expérience, un ADN témoin connu pour porter la
mutation du BRAF V600E, un ADN non muté pour BRAF(Wt) et un témoin avec le mixte
réactionnel sans ADN, nous avons observé que I’ADN témoin muté présente une courbe
d’amplification (fléche rouge), cette ADN est hétérozygote, en revanche il ny’a pas de courbe
d’ADN non muté (fléche bleu), le t¢émoin négatif présente un tracé plat (fléche verte), absence
d’ADN et pas de contamination (Figure 43).

A la fin de I’amplification de I’ADN génomique des patients, nous avons comparé leur
courbe avec la couleur de la sonde reconaissant la séquence muté de BRAF, nous avons
observé que les ADN des patients 1 et 2 (Mt pl, Mtp2) présentent une courbe d’amplification
pour ’ADN muté BRAF, alors que les ADN des patients (Wtp3, Wtp4, Wtp5) présentent une
courbe qui est semblable a celle de ’ADN témoin non muté, le méme résultat a été¢ obtenu
pour les 22 malades (V600OWt).

En revanche 6 ADN dont la quantit¢ est comprise entre (15 et 19)ng/ul n’ont pas été

amplifiés.

86



2

1

&y LA o

&

S

Fluorescence

Leagemct

R o

ooo.0o00
200,000
800,000
700,000
J800,000
S00,.000
400,000
300,000
200,000
100,000

000,000

200.000
800,000
Foo,000
G00,.000
500,000
400,000
300,000
200,000
100,000

o

12 14 18 1@ P 22 24 28 2a 30 32 34 B8 I3 L0 &2

Cycle

B

ENC BECc Ec

Er EH: -

Figure 43 : Courbe de fluorescence en temps réel (cast-PCR).
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V- DISCUSSIONS



V.1. Discussion de I’étude rétrospective

Le cancer colorectal, avec environ 42 200 nouveaux cas estimés en 2012 dont 55 %
survenant chez I’homme se situe au troisiéme rang des cancers incidents masculins et au
deuxieéme des cancers féminins (Bouvier, 2013).

Les pays aux taux d’incidence les plus élevés incluent 1’ Australie, la Nouvelle Zélande, le
Canada, les Etats Unis et une partie de I’Europe. Quant aux pays aux taux d’incidence les plus
bas incluent I’Inde et une partie de I’ Afrique et de I’Amérique du Sud. La fréquence de cancer
dans notre étude, se rapproche de celle des pays a taux élevé d’incidence (Bouvier et al.,
2009).

Les données les plus récentes font état d'une augmentation réguliere de l'incidence
du cancer colorectal en Chine également (Coleman, 2008).

En Alggérie, le cancer colorectal est le deuxiéme cancer le plus diagnostiqué chez les deux
sexes, ainsi en 2010, il représente 15,7% des cancers masculins et 16,7% des cancers féminins
(Plan national de cancer, 2014).

3 éme

Au Maroc, le cancer colorectal est le aussi bien chez les femmes que chez les
hommes (Registre des cancers a Rabat, 2012).

En France, le cancer colorectal est caractérisé¢ par une légére prédominance masculine,
avec un sex ratio voisin de 1,5, il est situé au 3™ rang chez les deux sexes (Binder-Foucard,
2013), alors que dans notre pays il occupe la deuxiéme position chez les deux sexes.

La wilaya d’Oran, en 2011 a enregistré 10,6% chez I’homme et 2,9% chez la femme et
3.4 % chez I’enfant (Registre du cancer, 2014), en comparaison ave les pays du Maghreb
nos résultats sont similaires a ceux du registre de Casablanca (2005-2007) ou il est au 3eme
rang chez le sexe masculin et 4°™ chez le féminin, par contre & Sfax (Tunisie) il occupe le
4°™ rang chez I’homme et le 2°™ chez la femme.

Par rapport aux données nationales, le cancer colorectal reste plus fréquent dans la région
d’Alger, il représente le deuxieme cancer chez les deux sexes. L’analyse des localisations les
plus fréquentes dans la wilaya de Tizi-ouzou a montré que ce cancer occupe la deuxiéme
position apres le cancer du poumon (Registre de cancer de Tizi-Ouzou, 2008). A I’ouest
plus de la moiti¢ des malades inclus dans notre étude, sont issus de la région d’Oran. Ces
3éme

données sont en discordance avec ceux de notre wilaya ou il se situe au rang chez les

deux sexes.
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Le cancer colorectal est caractérisé¢, dans notre série, par une prédominance chez des
patients agés. En effet plus de 60% des cas ont été enregistrés chez des patients de plus de
50ans et plus de 30% chez les moins de 50ans avec un 4ge moyen de 56 ans.

A Sétif plus de 72% des cancers colorectaux surviennent chez des patients de plus de 45
ans. Par contre ceux de la wilaya de Tizi-Ouzou, les patients agés de moins de 50ans
représentent 46,1% (Registre du cancer a Sétif, 2012-registre de cancer de Tizi-Ouzou,
2008).

Nous avons noté dans la littérature, que le cancer du coélon survient & un age avancé. En
effet, aux Etats Unis, le cancer colorectal est une maladie du sujet agé, plus de 90% des cas
surviennent chez des personnes de 50 ans ou plus, et l'incidence est 50 fois supérieure de 60 -
a 79 ans que chez les jeunes de moins de 40 ans (Haggar, 2009).

En France, le cancer colorectal est un cancer rare avant 50 ans (environ 6 % des cas), puis
son incidence augmente rapidement avec 1'age (Binder-Foucard, 2013).

Cela peut s’expliquer par le fait que la population algérienne est plus jeune que la
population en occident.

Nous avons recensé dans notre série 164 cas de cancers colorectaux dont la répartition
selon le sexe indique une prédominance masculine, nous avons dénombré 97 hommes et 67
femmes soit un sexe ratio de 1,42.

La répartition du cancer du colon selon le sexe dans une étude sur 313 patients présente
une légere prédominance masculine avec 177 hommes soit 56,55% et 136 femmes soit
43,45% (Ghalek, 2011).

Un travail plus récent réalisé sur une population de I’ouest Algérien, 1464 patients atteints
de cancer du colon a révélé une prédominance masculine avec 780 hommes soit 53 % et 684
femmes soit 47 % (Meddah, 2014).

Par rapport aux pays du Maghreb, nos résultats sont similaires a ceux de la série tunisienne
portée sur 1443 patients, il y avait 781 hommes (54,1%) et 662 femmes (45,9%) (Missaoui,
2010). Ainsi qu’a Fes, dans une étude sur 792 cas de cancers colorectaux, le cancer du célon
est relativement plus fréquent chez ’homme 404 cas que chez la femme 388 cas (Hafid
2014).

Dans notre étude, le cancer du colon constitue la majorité des cancers colorectaux. Ils
représentent 65% des cas. Le cancer du rectum moins fréquent, représente 35%, nos résultats
se concordent avec ceux de Tizi-Ouzou ou le cancer du cdlon prédomine avec 59,7%. A
I’échelle internationale le Maroc enregistre 430 cas de cancer du colon dominant le cancer du

rectum qui représente 310 cas (Sedkaoui, 2015 ; Hafid, 2014).
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La répartition topographique du cancer du colon par ordre de fréquence décroissant du
siege de la tumeur sur les différents segments du colon est comparable a celle de la littérature.
Ainsi les cancers du cbélon gauche 23,17% et du sigmoide 21,95%, occupent la premiere
place, suivi par le colon droit 15,24%, le transverse 4,27% vient en derniere position.

Nous avons comparé la répartition du cancer du célon dans notre série a celle de 1’étude
faite & Tizi-Ouzou par Sedkaoui en 2015, on constate que dans les deux séries, le cancer du
sigmoide est le site le plus fréquent (26,4%, 21,95%) et que la localisation du cblon droit ne

vient qu’en 3°™ position (5,7%, 15,24%).

Dans une ¢tude marocaine (El Moufid, 2011), I’atteinte maligne est plus marquée pour le

colon gauche 57,8%, suivi du sigmoide 47,37% et du colon droit 31,6%

Dans une série coréenne portante sur 84 cas on trouve 22 cas (26.2%) du cancer du colon

droit, 62 cas (73.8%) de colon gauche (Yun, 2008).

La série mexicaine qui portait sur 40 patients, comptait 15 cas au niveau du colon droit,

7cas du colon gauche et 13 cas du sigmoide (Perez, 2002).

Dans une ¢étude allemande portante sur 174 cas, il y’avait 106 cas représente une
localisation sigmoidienne, 17 cas au niveau du colon transverse, 14 cas au niveau du célon
ascendant, 12 au niveau du cecum, 8 au niveau de 1’angle colique gauche ,8 au niveau de

I’angle colique droit, 7 au niveau du c6lon descendant (Croner, 2009).

La série américaine portante sur 105 cas, montre, 06 cas de localisation au niveau du colon
droit, 10 cas localisés au niveau du transverse, 14 cas localisé au niveau du cacum, 17cas

localisés au niveau du colon gauche et 58 au niveau du sigmoide (Rowe, 1997).

Dans une série tunisienne la tumeur est localisé dans le colon chez 714 patients soit 49,5 %

et 34,7% dans le rectum et 8% au niveau du sigmoide (Missaoui et al., en 2010).

Concernant le cancer du rectum, dans notre étude, le bas rectum 17,68% vient au premier
rang, il précede le cancer du haut rectum 11,59%, par contre nous notons dans la série de
Sedkaoui en 2015 un pourcentage de 24,5% pour le bas rectum et seulement 7,5% pour le

cancer du haut rectum.
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L’ACE digestif est une glycoprotéine extraite des tissus normaux ; son dosage n’est pas
nécessaire en l’absence de métastases. Bien qu’un taux pré-opératoire élevé soit d’un
pronostic défavorable, son dosage ne modifie pas I’attitude thérapeutique et n’est donc pas

recommandé de fagcon systématique ( Rougier et al., 2006).

I a ét¢ montré qu’il existe une corrélation entre l’intensité de l’expression d’ACE
préopératoire et la gravité du pronostic des cancers colo-rectaux. (Filella , Molina et al.,
1994; Harisson et al., 1997). De plus, la constance d’un taux élevé d’ACE dans les six
semaines postopératoires est révélatrice d’une maladie subsistante ou d’une maladie
métastatique (Filella et al., 1994).

Dans la série de Sedkaoui, I’ACE était €élevé chez 29 patients soit 56% et le CA19-9 était
¢levé chez 24 patients soit 46%. Apres 4 cures de chimiothérapie, 13 patients (27%) ont eu
une normalisation des ACE, 10 patients (21%) ont eu une normalisation de CA19-9, Par
contre dans notre étude, aprés chimiothérapie nous n’avons noté que 10 % des patients ont eu
une normalisation d’ACE et environ 13 % des patients ont eu une normalisation CA19-9.

On estime par ailleurs que 44 % des patients ayant un ACE préopératoire normal peuvent
avoir une augmentation d’ACE en cas de récidive (Zeng et al.,1993). La valeur diagnostique
de I’ACE varie en fonction du site de récidive, la sensibilité¢ étant meilleure pour la détection
de métastases hépatiques et rétropéritonéales que pulmonaires et meilleure en cas de récidives
multiples comparée a une récidive unique.

Pour la détection précoce des récidives tumorales Filella et al,2014 ont comparés le
CA 19-9 et ’ACE. L’augmentation du CA 19-9 annongait la récidive dans seulement 25 %
des cas contre 84 % pour I’ACE.

L’augmentation du CA19-9 au cours de la surveillance aprés normalisation des taux
permet de suspecter 1’apparition d’une récidive ou d’une métastase d’un cancer colorectal, et
la constatation d’¢élévation de I’Ag CA19-9 concomitante a celle de I’ACE augmente de fagon
trés significative la valeur de ces marqueurs pour le diagnostic d’une récidive ou d’une
métastase (Alvarez, 1995).

L’ ACE est le premier signe de récidive dans 38,2 % des cas lorsqu’ un dosage est fait tous
les 3 mois pendant un an, puis tous les 6 mois pendant 2 ans. Le CA19-9 peut étre exploitable

si I’ACE est peu ou pas augmenté (Graham, et al., 1998, Eche, et al.2001).
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V.2. Discussion de I’étude histopathologique et immunohistochimique

Les données des différentes séries soulignent la fréquence de 1’adénocarcinome, elle
représente 100% dans notre série. Nos résultats sont concordants avec ceux de Sedkaoui en
2015.

Nous avons noté que 1’adénocarcinome Lieberkiihnien est la forme histologique la plus
fréquente elle représente 141 cas soit 85,72% cette fréquence est comparable a celle de
Ghalek en 2011 (87,22%) et de Sedkaoui en 2015 (86,5%), ces proportions rejoignent celle
rapportee par Bouyry et al,. 2004.

Les adénocarcinomes bien différenciés comme dans la littérature sont majoritaires dans
notre série 59,76%, (70 a 75% dans 1’étude de Bath et Leclerq, 1997). Les adénocarcinomes
moyennement et peu différencié, sont retrouvés dans respectivement : 20,12%, 6,1% contre
10% et 5% dans les travaux de Viguier et al, 2003.

Par contre dans une étude rétrospective en Tunisie sur 1443 patients, 1’adénocarcinome
moyennement différencié représenté le pourcentage le plus élevé 76,7% suivi par le
carcinome bien différenti¢ (15,9%) et 6,8% pour ’adénocarcinome peu différencié (Missaoui
etal., en 2010).

En revanche la proportion des adénocarcinomes colloides muqueux dans notre cas est de
13,41% plus ¢élevée que celle trouvée dans 1’étude de Ghalek (11,82%) et Sedkaoui (7,7%)
elle est proche de celle rapportée dans la littérature qui varie souvent entre 10% et 15%
(Barth, 1997) et 123 cas soit 9,4% dans la série de Missaoui et al., en 2010.

L’adénocarcinome de cellules en bagues a chaton représente 5% dans 1’étude de
Sedkaoui, (2015) est bien supérieur de 0,61% dans notre série mais elle se rapproche de celle
décrite dans la littérature (1%) (Pande_et al., 2008).

Parmi les 751 cas enregistrés dans une étude faite au CHU HASSAN II DE FES, 84%
(690 cas) sont des adénocarcinomes, dont 8,2% seulement sont de type mucineux. Les autres
types histologiques sont beaucoup moins fréquents.

On y distingue:

- Les carcinomes a cellules indépendantes en bague a chaton : 3,2% de I’ensemble des cancers
coliques (24 cas). Ce type histologique a été particulierement fréquent chez le sujet jeune
(59% des cas avant I’age de 34 ans), par contre nous n’avons noté qu’un seul cas soit 0,61%.

- Les lymphomes dont 8 cas sont de type B de haut grade (1,01% de ’ensemble des cas) et 3

sont des lymphomes de bas grade dont 2 sont de type lymphome du manteau.
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- Les carcinomes indifférenciés : 1,2% de 1’ensemble des cas (9 cas), celui du carcinome
épidermoide : 1,9% de I’ensemble des cas (15 cas), le carcinome neuro-endocrine : 0,4% de
I’ensemble des cas (3 cas). On note 2 cas de GIST et 2 cas de sarcome (Hafid, 2014).

Dans notre étude, les patients ont été répartis selon la classification pTNM (UICC/AJCC
2010) en 4 stades. Le diagnostic de cancer colorectal est fait tardivement chez 54,27% des
patients.

Nos résultats se concordent avec celle de 1’étude tunisienne ou les stades avancés
représentent 55,3% (Arfa et al., 2006) et de la série du département de la Loire Atlantique en
France 50,26% (Cerbelaud, 2008). Dans la série francaise les stades précoces (stade I et II)
représentent presque la moiti¢ des cas 49,71%, de méme dans notre étude 45,72 % sont
diagnostiqués a ces stades précoces.

En revanche, dans une autre étude tunisienne, sur 1443 patients seulement 80 cas sont
diagnostiqué au stade 0 et I soit (6,1%), 1238 patients soit 93, 9% au stade IL, III et IV
(Missaoui et al., en 2010).

Des localisations secondaires sont présentes dans 80 % des cas au moment du diagnostic
(Sedkaoui, 2015), par contre nous avons noté que 54,27%.

Dans notre étude les métastases sont plus fréquentes dans le foie 44,94% de I’ensemble des
sites métastatiques.

L’atteinte hépatique concerne, selon (Sugihara et Uetake, 2012) 10% des patients
en phase synchrone et 15% en phase métachrone (Viguier, 2003).

Les métastases hépatiques synchrones au cancer du rectum s’observent dans 20% des cas,
et elles sont multiples et diffuses dans 70 a75% des cas. Leur pronostic spontané est grave
1,5% a 5 ans (Lasser, 2000).

Selon I'OMS (2004), le poumon, le cdlon, le pancréas et le sein sont les cancers primitifs
les plus fréquemment responsables de métastases hépatiques.

Les métastases ganglionnaires dans notre série viennent en deuxiéme position apres le foie
avec 43,82% soit 10 cas, une proportion inférieure 20,2 % est retrouvée dans la série de
Sedkaoui (2015).

L’extension ganglionnaire est possible dés que le cancer atteint les couches de la paroi
colique riches en lymphatiques, c'est-a-dire lorsqu’il dépasse la lamina propria. C’est un
facteur pronostique péjoratif du CCR, qui signifie non plus une évolution strictement locale

du CCR mais la diffusion a tout ou partie d’un segment colique (Buc, 2012).
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Dans I’¢tude de Leather, 1994, environ 10 a 15 % des patients présenteront des métastases
pulmonaires au moment du diagnostic et environ 50 % des patients en développeront
ultérieurement. Les métastases pulmonaires sont de 7,87% dans notre série ; cette proportion
est supérieur 16% dans la série de Sedkaoui (2015).

En quatriéme position les métastases osseuses avec 2 cas soit 2,25%, se rapproche des
données de Sedkaoui, 2015 (4,3%).

Dans notre série nous avons enregistré un seul cas de métastase cérébrale soit 1,12%. Les
métastases du cerveau se produisent dans approximativement 1,5% de tous les cancers
colorectaux, mais on s’attend a ce que ce pourcentage augmente en méme temps que les
stratégies de traitement améliorent la survie globale Pour les patients atteints de cancer
colorectal métastatique (Ko, 1999 ; Damiens, 2012).

La métastase cérébrale du CCR se produit généralement dans le contexte des métastases
extra-craniennes simultanées, avec le foie, les poumons et 1’os qui sont les sites les plus
courants (Onodera, 2005 ; Jung, 2011).

L’extension métastatique aux autres visceres de proximité se fait par voie sanguine. Les
métastases sont hépatiques dans 75% des cas, pulmonaires dans 15%, osseuses dans 5% et
cérébrales dans 5%. Elles peuvent étre synchrones (découvertes en méme temps que le cancer
colique) ou métachrones (apparaissant de fagon retardée, soit plus d’un an apres ’exérese de
la tumeur primitive). Elles signent une maladie généralisée dont 1’évolution spontanée est tres
péjorative, avec une survie a 5 ans proche de 0% (Buc, 2012).

Les cytokératines sont une famille d’environ 20 protéines, de masse moléculaire comprise
entre 40 et 65 kDa, caractéristiques des épithéliums kératinisants ou non. Organisées en
paires, elles s’expriment en fonction de la position des cellules dans 1’épithélium, du type
d’épithélium et des organes. Comme les épithéliums se distinguent des autres types
histologiques par la nature des filaments intermédiaires, la caractérisation immunochimique
des kératines sur des petits échantillons de cellules cancéreuses suffit pour indiquer leur
origine ¢épithéliale par exemple CK7-CK20+ dans 1’adénocarcinome colorectal (Seifert,
2012).

Les ¢pithéliums normaux de l'intestin gréle, appendice et colorectal et Ileur
adénocarcinomes sont fréquemment CK7-/CK20+, ce qui aide a distinguer ces
adénocarcinomes d'autres provenant de différents sites primitifs (7ot, 1999).

L’utilisation des cytokératine (CK7, Ck20) semble contributive et peut orienter plus

précisément le diagnostic.
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Un marquage CK20+ et CK7- oriente vers un cancer colorectal ou vers un carcinome
mucineux de ’ovaire, CK20+ et CK7+ vers une origine urothélial ou une tumeur a cellule de
Merkel ; CK20- et CK7+ vers un adénocarcinome bronchopulmonaire, endothéliale ou
mammaire essentiellement. La négativité des ces cytokératines est observée dans les
hépatocarcinomes, les carcinomes prostatiques, les carcinomes rénaux et les carcinomes
pulmonaires épidermoides et a petites cellules (Goldman et al, 2013).

En effet 82, 5 % des cas de notre série exprimaient la CK20. Dans 2,5% des cas, il s’y
associe a I’expression de la CK7, ces résultats sont compatibles avec ceux des différentes
¢tudes publiées ou le phénotype CK7- / CK20 + a été identifié dans 65% a 95% des

adénocarcinomes colorectaux dans différentes séries.

La positivité de CK20 est observée dans la majorité des cas d'adénocarcinome colorectal,
et plus d’un tiers des cas d’adénocarcinome gastrique (Moll, 1998). Contrairement a
'adénocarcinome colique régulier, I'adénocarcinome rectal de novo est CK 7+/CK 20+ ou CK

7+/CK 20- (Ashraf, Zhang, 1999).

Dans sa revue d'article Tot, 2002 a résumé les résultats de 29 études concernant plus de
3500 cas d’adénocarcinomes marqués avec les cytokératines 7 et 20, cette revue a affirmé que
les adénocarcinomes métastatiques colorectal, gastrique et pancréatique ont des taux de
marquages CK7, CK20 identiques aux tumeurs primitives. Seuls les adénocarcinomes
gastriques ont présenté une différence statistique significative dans 1’expression de la CK20
quand les localisations primitif et métastatique ont été comparées.

D'autre part, environ un tiers, (plus de 10%) des adénocarcinomes pancréatiques expriment
ce phénotype (Park, et al,. 2002 ; Saad, et al,. 2009). 11 est probable que le marquage négatif
de la CK7 n’est pas uniquement exprimé dans les tumeurs épithéliales coliques, plusieurs
¢tudes ont décrit I’immunomarquage de CK7 dans les adénocarcinomes colorectaux avec une
expression qui varie entre 5% et 74 % (Zhang, et al,. 2003, Saad, et al, 2009).

L'intérét de I’'immunomarquage avec les cytokératines 7/20 dans les métastases cérébrales
d'un adénocarcinome a été étudi€¢ par Fernandez et al., 2001 chez une série de 78 patients.
Les métastases par adénocarcinome colique sont CK7-/ CK20 + dans 100% des cas.

Les raisons de cet écart sont ambigu€s. Cela peut étre du a une différence dans la

population étudiées les techniques et les critéres utilisées pour interpréter les résultats.

95


https://www.google.fr/search?hl=fr&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Lee+Goldman%22
https://www.google.fr/search?hl=fr&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Pierre+L.+Masson%22
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fernandez%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11373582

V.3. Discussion de I’étude moléculaire

L’oncogéne BRAF appartient a la famille des genes RAF et participe a la voie de
signalisation des MAP kinases. La mutation de BRAF est exclusive de celle de KRAS.

Il existe un point chaud de mutation au niveau du quinziéme exon du géne BRAF, qui
représente plus de 90 % des mutations identifiées. Il s’agit de la substitution d’une valine en
position 600 par un acide glutamique, appelé variant V60OE. La région mutée correspond au
domaine kinase de la protéine, qui est une serine/thréonine kinase. La mutation de BRAF,
outre sa valeur prédictive négative, représente ¢galement un facteur de trés mauvais pronostic
(Svrcek, 2011).

D’autres auteurs, Nicolantonio et ces collaborateurs en 2008, ont rapporté que les
mutations des gene KRAS et BRAF s’excluent mutuellement dans le cancer colorectal, dont
le seul type de mutation observé dans la cohorte étudiée (113 patients), est la substitution
V600E acide glutamique en valine, détectée chez 11 patients (13%), suite a la mutation
classique GAG GTG en position 1799 de la séquence nucléotidique de BRAF.

Il est maintenant bien établi que la fréquence des mutations BRAF V600E détectées dans
un cancer est influencée par la sensibilit¢ analytique de la méthode appliquée pour leur
révélation. Plusieurs méthodes ont ét¢ développées pour détecter les mutations BRAF, y
compris la Cast-PCR est un allélo-typage compétitif de séquence spécifique (Competitive

Allele-Specific TagMan® PCR) (Gonzalez, 2013 ; Didelot, 2012).

Dans notre étude moléculaire, sur 30 échantillons de patients atteints de cancer colorectal
métastatique dont 1’age est compris entre 23 et 74 ans. Nous avons obtenus deux cas portant
un ADN muté BRAF V600E soit 6,7%, 6 patients dont le statut BRAF est indéterminé,
probablement en raison de la faible quantit¢é d’ADN et du produit PCR, et 22 patients soit
(73,3%) avec un profil non muté.

Nos résultats se rapprochent aussi de ceux obtenus dans une étude comparative faite sur 49
¢chantillons de cancer colorectal collectés a I’hopital de Kuala Lumpur 2,3% (1/43) 1 cas de
mutation V600OE du géne BRAF a été enregistré, un taux trés faible par rapport aux autres
altérations étudiées (KRAS et PTEN) (Yip et al., 2013).

Dans 3 unités d’oncologie des hopitaux scandinaves, chez des patients dont le cancer
colorectal métastatique est confirmé histologiquement, une incidence plus élevé 21% de

mutation BRAF (V600E) a été observée (Yip et al., 2013).
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En revanche une analyse RT-PCR du géne BRAF dans une série mexicaine de 57 patients
agés de moins de 50 ans n’a révélé aucune mutation VO0OE ( Luévano-Gonzdlez et al.,
2011).

Dans une étude Iranienne, la mutation V60OE du géne BRAF a été analysé en utilisant les
amplicons résultants d’'une PCR classique a partir des ADN de 100 patients par un
séquencage direct (méthode Sanger), aucune mutation du géne BRAF V600E n’a été

enregistrée parmi ces patients étudiés (Farshid, 2014).

Dans une série sur 34 malades atteints de CCR incluant 13 hommes et 21 femmes dont
I'age moyen est de 52 ans (de 34 a 70 ans), aucune mutation BRAF dans l'exon 15 n'a été

détectée (Louati, 2017).

Les différences de fréquence de la mutation V60OE du géne BRAF peuvent étre dues aux
facteurs environnementaux et génétiques dans différentes ethnies, les différentes méthodes
utilisées pour la détection de la mutation et la présence des mutations du géne BRAF autres
que la V60OE, en plus des différentes méthodes d'échantillonnage. Sur la base des résultats

présentés dans le tableau XXII.
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Tableau XXII : Fréquence de mutation des genes BRAF dans certains pays du monde

(Farshid, 2014).
Référence Pays Année | Nombre de Mutation Méthode de
Patient BRAF, N° détection
(%)
Nagasaka Japan 2004 234 21 (9) PCR- RFLP
Wei Qi Li Australia 2006 275 23 (8.9) PCR-SSCP
Li China 2011 200 14 (6.5) PCR-
Pyrosequencing
Naghibalhosaini Iran 2011 110 0(0) PCR-RFLP
Bond Australia 2012 1052 128 (12.2) Allele
discriminating
assay
Li-liny Hsieh Taiwan 2012 182 2(1.2) HRM and DS
Aissi Tunis 2013 51 1(2) DS
Ghaffarpour Iran 2011 27 1(3.7) DS
Notre étude Algérie 2017 30 2 (6,7) Cast-PCR

Abréviation : DS : direct sequencing, Cast-PCR : Competitive Allele-Specific TagMan PCR

PCR : polymerase chain reaction; RFLP, Restriction fragment length polymorphism; SSCP,

Single strand conformational polymorphism; HRM, High resolution melting.
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VI- Conclusion et Perspectives



Le cancer colorectal reste en Algérie un probléme majeur de santé publique, tant en raison

de sa fréquence que de la morbidité et la mortalité qu’il entraine.

L’objectif de cette thése est porté sur divers aspects, I’étude rétrospective sur dossier a
permis de révéler I'intérét de quelques marqueurs dans le dépistage et le diagnostic dans

I’oncologie digestive.

Le dosage de I’ACE est surtout intéressant dans le suivi des cancers colorectaux réséqués,
méme si son impact sur la survie n’est pas réellement démontré. Ces marqueurs sériques
peuvent aussi étre utiles dans la maladie plus avancée au cours du suivi sous chimiothérapie.
Leur spécificité ne permet pas souvent de remplacer le diagnostic histologique. Dans ce cadre,
I’ACE et le CA19-9 ne doivent plus étre utilisés en routine. Leur utilité dans un contexte de
surveillance d’une tumeur opérée doit également faire I’objet d’études prospectives

spécifiques tenant compte des examens complémentaires associés.

L'examen histologique topographique avec coloration hématoxyline-€osine nous a permis
d'étudier des anomalies histologique et cytologique de la prolifération tumorale colorectale. 11

est éventuellement complété par une étude immunohistochimique.

L'évaluation conjointe de l'expression de la CK20 et de la CK7 nous a semblé la plus
discriminante. Ainsi, le phénotype CK7'/CK20 serait trés rare dans les adénocarcinomes
colorectaux. A l'inverse, le phénotype CK7/CK20 serait fréquent, Le profil
CK7'/CK20" est en revanche observé dans un grand nombre de tumeurs et ne permet donc

pas d'orientation vers un type particulier.

La mutation V60OE de I’exon 15 du gene BRAF a été analysée car son intérét est né
initialement de I’hypothése selon laquelle ces altérations génétiques pouvaient constituer,
chez les patients avec tumeur KRAS ou RAS non muté, un marqueur de résistance aux
anticorps anti-EGFR. Chez un nombre trés réduit de patients dans notre série composée de 30
patients, deux cas ont enregistrés cette mutation rare, un statut du géne BRAF qui confére a la
tumeur un trés mauvais pronostic, et ce quels que soient les traitements regus. Sa présence est

associée a une nette diminution de la survie globale.
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Un grand nombre d’études rétrospectives non randomisées ont été en faveur de cette
hypothése en rapportant une réduction significative de la survie et I’absence ou quasi-absence
de réponse objective sous cetuximab ou panitumumab chez les patients avec tumeur KRAS

sauvage/BRAF muté comparés aux patients KRAS et BRAF sauvages.

Comme perspective, I’appréhension du réseau moléculaire, responsable de ce type de
cancer nécessite des études d’immunomarquage a grandes échelles, sur un grand nombre de
tumeurs colorectales. Dans ce contexte, la technologie TMA “Tissue MicroArrays ” se montre

une alternative séduisante, aux approches classiques de I’immunohistochimie.

Par ailleurs 1’essor du séquencage de nouvelle génération (Next Generation Sequencing
NGS) améne de nouvelles perspectives scientifiques dans I’ensemble des affections malignes,
les NGS identifient I’ensemble des anomalies génomiques (délétions, translocations,
mutations) affectant le tissu malade, en s’efforcant d’identifier des mutations « druggable »
susceptibles de faire I’objet de thérapeutiques ciblées comme la mutation V60OE du gene

BRAF.
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VII- Recommandations



Arréter de fumer et limiter la consommation de boissons alcoolisées.

Limiter la consommation de viandes rouges a moins de 500 g par semaine. Pour compléter
les apports en protéines, il est conseillé d’alterner avec des viandes blanches, du poisson, des
ceufs et des Iégumineuses.

Augmenter la consommation de fibres alimentaires : légumes verts, légumes secs et
céréales peu transformées.

Augmenter la consommation de laitages : la consommation de lait étant associée de
maniere probable a une diminution du risque de cancer colique.

Augmenter 1’activité physique.

Maintenir son poids dans les limites d’un poids normal : c'est-a-dire un indice de masse
corporelle (IMC) compris entre 25 et 27 kg/m2

Le test (test Hemoccult) de dépistage est un test de recherche de sang occulte dans les
selles. Ce test concerne les hommes et les femmes agés de 50 a 74 ans a risque modéré de
cancer colorectal.
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Je soussigné(e) (nom et prénom du patient),

Accepte de participer aux études: Aspect histologique, immunohistochimique et
moléculaire du cancer colorectal et Implication de la nutrition et du stress oxydatif dans

la survenue du cancer colorectal dans la région de I’Oranie.
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Tableau : Fiche de renseignement des patients étudiés.

Généralités :

> Numéro du dossier :
> Nom :
> Prénom :

> Etat civil : ~——=——mmee
> Sexe : féminin (J
masculin U

> Date de naissance : ----------

> Poids , Taille

> Groupe sanguin

> Age de découverte de la
maladie.

> Evaluation des marqueurs

sériques (ACE, CA19-9)

Es que vous faites du sport?
Type du régime alimentaire ?

Vous prenez combien de temps pour

manger ?
Antécédents médicaux et familiaux :

Etes-vous atteinte d’une autre maladie ?

Traitement ?

Des personnes de votre famille ont-elles eu

un cancer ou une tumeur bénigne ?

o Oui U non (J ne sait
pas O
> Si oui, quel type de cancer (sein,

poumon,....) et chez qui est-il survenu (mére,

grand-pére,...) ?

Paramétres anatomopathologiques :
> Organe et localisation :
> Y a-t-il des métastases ?

> Chimiothérapie :

Stade (TNM) :

Histologie :

Organe ?




Préparation des différentes solutions pour histologie et immunohistochimie

Solution albumineuse (100ml)

Solution Valeur et quantité
Albumine d’ceuf g
Eau distillée 100 ml
Hématoxyline

Porter a ébullition un litre d’une solution saturée d’alun de potassium (Merck 1047)
dans I’eau distillée.

Retirer de la source de chaleur et ajouter par petite dose 3g d’Hématein standard
Fluka.

Laisse bouillir,

Refroidir ;

Filtrer et ajouter 20 ml d’acide acétique glacial (Merck 60) ;

Toujours filtrer avant I’emploie.

Hématoxyline (100ml)
Solution Valeur et quantité
Solution (a)
Hématoxyline 0,5g
Ethanol absolue Sml
Solution (b)
Alain de K 10g
Eau distillée 100ml
Oxyde de mercure 0,25¢
Acide acétique gacial 2ml (pour conserver)
Solution (a)+(b)
Eosine B (100 ml)
Solution Valeur et quantité
Eosine B lg

Ethanol 70° 100 ml




Ethanol- Hel

Alcool éthylique 95° dénaturé a 1’éther 100ml, acide chlorhydrique fumant (Merck
317) 0,4 ml.

Phloxine

Phloxine B a 5% dans de I’eau distillée

Acide phosphotungstique (Merck) 5g dans 100 ml d’eau distillée.

Vert lumiere

Dissoudre 1g de light green SF yellowish (National Aniline Division) dans 100 ml
d’eau acitifiée a 1%.

Diluer 10 fois la solution a I’emploi.

Eau acétifiée

1 ml d’acide acétique dans 99ml d’eau distillée.

Tampon Phosphate (PBS Buffer)

1. Dissoudre le mélange dans 800ml d’eau distillée.
= 8g de NaCl (Biochem, Chemopharma)
= 0.2g de KCI (Biochem, Chemopharma)
= 1.44g de Na,HPO,4 (Normapur, Prolabo)
» 0.24g de KH,PO4 (Rectapur, Prolabo)
2. Ajuster le pH to 7.4 avec du HCI (Cheminova).
3. Ajuster le a 1000 ml en aoutant de I’eau distillée.
4. Stériliser la solution dans un autoclave.
e Tampon citrate (10mM acide citrique, 0.05% Tween 20, pH 9.0)
Acide citrique anhydre (anhydrous) (Janssen Chimica) --------------- 1.92¢g
Eau distillée 1000 ml
1. Me¢élanger pour dissoudre.
2. Ajuster le pH to 9.0 avec 1N NaOH puis
3. Ajouter 0.5 ml de Tween 20 et bien mélanger.
4. Conserver cette solution a température ambiante pendant 3 mois ou a 4 C° pour une

période plus longue.
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Présentation de I’article

Données bibliographiques et objectif du travail

Dans le monde, le nombre de nouveaux cas de cancer colorectal a été
estimé a 1,4 million en 2012, Cela montre une augmentation relative de l'incidence de ces
cancers. Pour cette période, par sa fréquence, le CCR est classé troisiéme chez les hommes
avec 746 000 nouveaux cas et le deuxieme chez les femmes avec 614 000 nouveaux cas.

En Algérie, l'incidence du cancer colorectal est de 3380 cas / an, il est soit 8,9% en
deuxieme position apres le cancer du sein (8177 cas / année 21,6%). C'est le deuxieme cancer
chez I’homme (1690 cas ou 10,3%) apres le cancer du poumon.

Le taux de survie a cinq ans dans le cancer colorectal est d'environ 60% - 95% dans les
premiers stades et diminue de fagon spectaculaire a 35% dans les stades ou les métastases
ganglionnaires sont détectées.

Ces statistiques sont flagrantes car le cancer est une malignité bien étudiée, qui a
une progression lente, facteurs de risque connus et lésions pré-néoplasiques pouvant étre
détectés et traités.

Comme les symptomes et les signes d'alerte sont tardifs, les néoplasmes
colorectaux sont découverts le plus souvent a des stades avancés, ce qui réduit
considérablement les chances de 1’application d'un traitement curatif radical. Par conséquent,

il est nécessaire d'introduire des mesures pour le dépistage du cancer colorectal.


http://www.scirp.org/journal/jct
http://dx.doi.org/10.4236/jct.2017.81003

L'objectif de cette étude est d'évaluer 1'état histologique et immunohistochimique des
patients atteints d'un cancer colorectal métastatique.
Résultats obtenus

Dans notre série, nous avons remarqué que le risque du cancer colorectal augmente avec
l'age. Le patient le plus jeune du groupe était de 23 ans (tumeur rectal) et le plus agé était de
81 ans (adénocarcinome du bas rectum).

Sur le plan histologique, toutes les tumeurs étudiées sont de type adénocarcinome. Ces
formes carcinomateuses se distinguaient en adénocarcinomes Lieberkiihniens,
adénocarcinome mucineux et carcinome en bague a chaton.

A propos des degrés de différentiations, les adénocarcinomes bien différenciés sont
majoritaires suivi des moyennement différenciés et les peu différenciés.

Concernant les stades des cancers colorectaux ¢tudiés, les données cliniques ont permis de
noter que plus de la moitié des patients étaient diagnostiqués au stade III et IV.

Dans notre série, nous avons observé que I'immunomarquage cytokératines 7 et 20 des
adénocarcinomes colorectaux est souvent positif pour la cytokératine 20 et la plupart du temps

négatif pour la cytokératine 7.

Conclusion

En conclusion, nous remarquons que les hommes sont un peu plus affectés par les cancers
colorectaux que les femmes. La majorité des cancers colorectaux se trouve dans la plus basse
partie (colon gauche et rectum). L analyse histologique a montrée que le type le plus fréquent
observé est 1’adénocarcinome Lieberkiihnien, plus de la moitié des patients ont été
diagnostiqués a des stades avancés stade III et IV.

L'immunohistochimie avec les cytokératines 7 et 20 aide a mieux connaitre 1’origine des
adénocarcinomes métastatiques, dans notre étude, nous avons constaté que plus de 20% des
patients avec ck20 + / ck7- phénotype avait une métastase hépatique et un cancer primaire

colique.
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Abstract

Colorectal cancer (CRC) is significant publichealth problem in rich countries of the
world, because of its frequency and mostly because of its severity. Our aim was to
improve histologic diagnosis of malignancy with topographic coloration (HE) and
cytokeratins 7, 20 immuno-labeling. The risk for colorectal cancer incease with age,
but in our series, 10% of colorectal cancer exist in patients younger than 40 years old.
In histological study, adenocarcinoma represented 100% and the evaluation for stage
of disease showed that the most dominant isstage IV (32.6%). In our trial, we found
that cytokeratins 7 and 20 immunoreactivity in colorectal adenocarcinoma are often
positive for cytokeratin-20 and most of time negative for cytokeratin-7.

Keywords

Adenocarcinoma, Colorectal Cancer (CRC), Cytokeratin (7, 20)

http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

1. Introduction

Worldwide, the number of new cases of colorectal cancer was estimated at 1.4 million
in 2012. This shows a relative increase in the incidence of these cancers. For this period
by its frequency,CRC arranged third in men with 746,000 new cases and second in
women with 614,000 new cases [1].

In Algeria, the incidence of colorectal cancer (3380 cases/year, or 8.9%) is in second
place after breast cancer (8177 cases/year 21.6%). It is the second cancer in humans
(1690 cases or 10.3%) after lung cancer [2].

Five-year survival rate in colorectal cancer is about 60% - 95% in the initial stages
and decreases dramatically to 35% in stages where lymph node metastases are detected
[3]. These statistics are baleful because cancer is a well-studied malignity, which has a
slow progression, known risk factors and pre-neoplastic lesions that can be detected

DOI: 10.4236/jct.2017.81003 January 16, 2017
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and treated [4]. Because the warning symptoms and signs are belated, colorectal neo-
plasm is found most often in the later stages, which drastically reduces the chances of
applying radical curative treatment. Hence, the need is to introduce measures for colo-
rectal cancer screening [5] and a better management of patients with this type of neo-
plasia. The aim of this study is to evaluate histological and immunohistochemical status

of patients with metastatic colorectal cancer.

2. Patients and Methods

The statstical test included 166 colorectal cancer patients hospitalized in the Medical
Oncologie Service in Oran University Hospital Center (CHUO), between January 2013
and Febrary 2016, aged between 25 and 80 years.

The data were recorded in clinical observation sheet of each patient.Clinical and
laboratory data were entered into a Microsoft Excel database for statistical processing.
With the program functions or averaged variables, confidence intervals, standard sig-
nificance tests were performed comparing the data series. The statistical significance of
the values was considered as p < 0.05.

For the histopathology study, there were surgically taken fragments of tumor tissue,
which were fixed in 10% buffered formalin for 48 - 72 hours and processed for his-
tological techniques including the classic paraffin. Paraffin-included samples were cut
using the microtome in 4-pm sections and then stained with Hematoxylin-Eosin. Immu-
nohistochemical study aimed to label abnormal intestinal epithelium cells. For immu-
nohistochemical study of paraffin-included material, we selected a total of 30 cases of
colorectal adenocarcinomas. Since the histological sections were made of 3-pum thick-
ness, biological material was collected on slides superfrost ultra plus, after which they
were kept in thermostat at 37°C for 24 hours to increase the adhesion of biological
material. Following deparaffination and hydration of the histological sections, We
pre-heat steamer or water bath with staining dish containing Sodium Citrate Buffer
or Citrate Buffer until temperature reaches 95°C - 100°C, immerse slides in the staining
dish. Place the lid loosely on the staining dish and incubate for 20 - 40 minutes
(optimal incubation time should be determined by user). Washed in tap water before
being cooked in citrate pH 6 solution for 20 minutes to expose the antigen. After
boiling, the solution was washed using phosphate-buffered saline (PBS).The sections
were incubated with primary antibodies overnight, at 4°C, and the next day the signal
was amplified for 30 minutes using the secondary antibody immpact DAB peroxidase
substrate (EnVision, Dako). The signal was detected with 3,3’-Diaminobenzidine (DAB,
Dako). For immunohistochemical study, we used the antibodies found in Table 1 be-

low.

Table 1. Antibodies used in the study.

K2
032: Scientific Research Publishing

Antibody Producer Clone Clonality Unmasking Dilution
Cytokeratin7 Dako OV-TL 12/30 Ms Monoclonal Sodium citrate, pH 6 1:200
Cytokeratin20 Dako Ks20.8 Ms Monoclonal Sodium citrate, pH 6 1:200
Ms—mouse.
27



F. Z.Bensaada et al.

3. Results

In our series, the risck of most of types of malignancies in colorectal cancer increases by

age. The youngest patient in the group was 23 years (diagnosed withrectal villous tu-

mor), and the oldest was 81 years (diagnosed with lower rectal adénocarcinoma) (Figure

1 & Figure 2).

Concerning the evolutionary stage of studied colorectal cancers, clinical, laboratory

and intraoperative data allowed us to note that out of the 166 tumors, 12 (7.41%) have
been diagnosed in stage I, 47 (28.14%) in stage II to stage III, 53 (31.85%), and 54
(32.6%) in stage IV (Table 2).

30 1
29 1
20 -
15 -
10 -
)
0 — T T T T
& & & &
AN IR G IN A
Figure 1. Distribution of patients by age.
Medium rectum [ 6.02%
High rectum I 11.45%
low rectum | 17.47%
Cacum T 2.41%
Transverse colon [ 422%
Right colon I 12.65%
Sigmoid 122.89%
Left colon 122.89%
Figure 2. Topographic distribution of the studied group.
Table 2. Evolutionarystage of the colorectal adenocarcinome studied group.
Stages I I I v
Patient Number 12 47 53 54
(%) 7.41 28.14 31.85 32.6
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Histopathological study showed that out of 166 cases of colorectal cancer, 166
(100%) cases were adenocarcinomas. Regarding the adenocarcinomas, 143 (86.4%) cases
were Lieberkuhnian adenocarcinomas, 20 (12.24%) cases were diagnosed as mucinous
adenocarcinomas and 3 (1.36%) patients were represented by the “signet ring cell”
carcinomas. Regarding the degree of cell differentiation, out of the 143 adenocarcinomas,
a number of 110 (66.43%) were well-differentiated adenocarcinomas, 28 (16.43%) were
moderately differentiated, and 5 (2.86%) cases were poorly differentiated adenocarcinomas.

For histopathological and immunohistochemical study we have choose30 specimens
from the archives of the Privat Laboratory (A. KORSO) of Pathology of pure adeno-
carcinomas of the colon processed to paraffin from as many patients, that were operated
in the General Surgery (CHU and EHU). we selected cases of pure adenocarcinoma
because they represented more than 3/4 of operated colorectal tumors. Histopatho-
logical and immunohistochemical aspects varied greatly from one tumor to another. In all
tumor types, concerning of the degree of differentiation we have observed many mi-
toses, including atypical mitotic figures.

The well-differentiated adenocarcinomas were all shown to contain immature mu-
cous cell in varying proportions and cells with abundant microvilli (Figure 3(a) and
Figure 3(b)). In moderately differentiated adenocarcinoma, we observed unequivocal
intracytoplasmic mucin vacuoles, cellular and nuclear atypia were more numerous
(Figure 4). The most extensive cellular changes occurred in poorly differentiated ade-

nocarcinomas, generally composed of sheets of undifferentiated cells (Figure 5).

- ks ke ANSHN

Figure 3. (a) Colon adenocarcinoma infiltrating in the mucous tunic. Hematoxylin-Eosin staining,
10x; (b) Well-differentiated adenocarcinoma with polymorphic epithelium, partially pseudo-
stratified, which delineates large, irregular lumen glands filled with tumor, inflammatory or par-
tially degraded cells. Hematoxylin-Eosin staining, 40x.
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Figure 4. Image of moderately differentiated colon adenocarcinoma.
Hematoxylin-Eosin staining, 10x.

Figure 5. Image of poorly differentiated adenocarcinoma associated
with moderate inflammatory reaction, 40x.

Interpretation of immunohistochemical reactions focused primarily over highlighting
the chromogen on the antigenic targets and the number of positive tumor cells. Thus, if
no cell has been immunohistochemically labeled, we considered an absent reaction; if
the reaction was positive in less than 10% of examined cells with a microscope objective
of 20x, we considered a poor response; if they were positive in 10% to 25% of the cells,
we considered a moderate reaction reaction, and if it was positive in more than 25%, we
have found that the reaction was intense.

Several panels of immunohistochemical markers have been developed to allow for re-
cognition of patterns suggestive of specific tumor types. One such immunohistochemical
phenotype charachterized by markers commonly seen in colon cancer is inceasingly
being recognized as a distinct favorable subset of cancer of unknown primary (CUP).
We investigated the expressions of CK7 and CK20 in 30 cases of colorectal carcinoma
[6] (Figures 6-10).

4. Discussion

The colorectal cancer deaths rates have dropped significantly in the past couple of
decades. The death rate (the number of deaths per 100,000 people per year) of colorectal

cancer isdecreasing,presumably through increased colorectal cancer screening [7]. In UK
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theincidence by age stratification is 4 cases/100,000 for people under the age of 50, 100
cases/100,000 for those aged 50 - 69 and 300 cases/100,000 for those over the age of 70,
same result are obtained in our study where the incidence rate of CRC has increased
solely in people over 50 years, something [8], overall it growth dramatically after 40
years in patients in urban areas and those in rural areas [9]. which suggests that co-
lorectal cancer typically results from a complex interaction between genetic and envi-
ronmental influences.

Figure 6. Well-differentiated adenocarcinoma with intense reaction to
CK20. Anti-CK20 antibody immunostaining (a) 10x, (b) 40x.

Figure 7. Poorly differentiated adenocarcinoma with moderate reac-
tion to CK20. Anti-CK20 antibody immunostaining, 40x.
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Figure 8. Mucinous adenocarcinoma with moderate reaction to
CK20. Anti-CK20 antibody immunostaining, 40X.

Figure 9. Normalcolonic mucosa showed negative staining to
CK?7. AntiCK7 immunostaining 100x.

Figure 10. Well-differentiated adenocarcinoma with Weak reac-
tion to CK7. Anti-CK7 antibody immunostaining 40x.
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Investigations have shown that DNA damage and somatic mutations occur during
cancer progression in humans. [10]. In humans mucus production and composition
changes with age [11]. All these data highlights the complex nature of malignant de-
generation in the colon and the importance of age as a risk factor in the development of
this cancer.

The difference in sex of patients with colorectal cancer, was not statistically significant.
Of 166 patients with colorectal cancer, 68 (41%) were females and 98 (59%) males,
According to some scientists the difference of incidence of such disease has to do with
gender [12] [13] [14] [15].

In our study, tumor localization was predominant in the colon if we compare it with
the segments of rectum. Two-third of colorectal cancer occur in the left colon and one-
third in right colon, although women more often develop right-sided tumors. About of
20% of colorectal cancers develop in the rectum [16].

Regarding the tumor stage, we found that over 60% of patient in our series were
diagnosed with stage III and IV tumors. 21% of colorectal cancers are diagnosed late,
but behind time diagnosis is more common among some sociodemographic groups
than others.It is distinctly clear that people living in areas with high proportion of
poverty and unemployment have their colorectal cancer diagnosed at a late stage by
comparing them with those living in other areas. Other authors have reported similar
dataln a study in Tunisia,analyzing a number of 280 colorectal cancers diagnosed,
found that 25% were found to have stage I/II disease, 52.5% stage III and 22.5% with
stage IV cancer [17].

Tumor grade refers to themicroscopic appearence of a malignancy of a predetermined
class and histologic type and the mesure to wich it resembles the tissue of origin. In our
series, more than halfof the tumors were classified as well-differentiated adenocarcinoma.

By against to some authors, moderately differentiated adenocarcinoma of the colon

and rectum cancers can reach up to 70% [18].

The identification of the metastatic| carcinoma jof unrevealedsource can be very

difficult. The determination of the primary site of the metastasis is a challenge to one
and the other oncologists and pathologists, having conceivably important clinical and
therapeutic consequences [19] [20]. Analysis of the expression pattern of CK7 and
CK20 can give the clinician a suggestion of the origin of the tumor [11] [21].

Differential cytokeratin expression may be of use with intestinal tumours showing a
different profile (Cytokeratin 20 positive/7 negative).

Normal epithelium of the small bowel, appendix and colorectum, and adenocarcinomas
from these sites, are almost consistently CK7—/CK20+, helping to distinguish these ade-
nocarcinomas from adenocarcinomas of many other primary sites [22] [23].

The CK7-/CK20+ pattern was identified in 65% to 95% of the colorectal adenocarcinomas
in different series [9] [24] [25] [26] [27]. The CK7—/CK20+ immunopheno type was ex-
pressed by 20 (66.66%) colorectal tumors, CK7+/CK20- 7 (23.33%)and CK7+/CK20+ 3
(10%) in the present study. Therefore by colonic epithelial tumors. Interestingly, several
reports have described CK7 expression in colorectal adenocarcinoma, with expression
ranging from 5% to 74% [9] [24] [25] [26] [27].

CK20 reactivity was diffuse (more than 50% of cells were positive) in our cases and in
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the majority of colorectal carcinoma cases and mainly focal (<50% ofcells were positive)

in gastric and pancreatic adenocarcinomas as in previous studies [25] [26] [27] [28].

5. Conclusion

In conclusion, colorectal cancer is affecting together women and men in relatively equal
proportions. Most cancers were recorded in the left colon. More than half of the patients
were staged IIT and IV at first admission. The histopathological study showed that about
100% of colorectal neoplasms were adenocarcinomas, frequently with well differentia-
tion. Immunohistochemistry for CK7 and CK 20 help differentiate primary colorectal
adénocarcinoma from metastasis. In our study, we found that more than 20% of pa-
tients with ck20+/ck7— phenotype had hepatic metastasis.
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RESUME

Les cancers colorectaux regroupent toutes les tumeurs malignes primitives ou
métastasiques développées sur le cblon et le rectum. L’objectif de cette thése
est d’analyser les aspects épidémiologique, histopathologique et moléculaire
des adénocarcinomes colorectaux dans la région de I'Ouest Algérien. Notre
travail consiste en premier lieu en une étude rétrospective chez de 164
patients, se répartissant en 97 hommes et 67 femmes, recrutés au niveau du
service d’'oncologie médicale d’Oran au cours de la période allant de janvier
2013 a février 2016. Les ages extrémes étaient entre 23 a 87ans. La
répartition selon le site de la tumeur dans les deux sexes montre une
fréquence élevée de l'atteinte colique gauche avec un pourcentage de 80,49%
versus 19,51% pour la partie droite. Sur le plan histologique, la totalité des
tumeurs colorectales étudiées sont des adénocarcinomes et représentent :
141 cas (85,98%) d’adénocarcinomes Lieberkihniens, 22 cas (13,41%)
d’adénocarcinomes mucineux, 1 cas (0,61%) d’adénocarcinome a cellules en
bague a chaton. La classification histopronostique est estimée dans tous les
cas, les adénocarcinomes étaient classés : stade | 30 cas (18,29%), stade Il
45 cas (27,43%), stade lll 50 cas (30,49%) et le stade IV 39 cas (23,78%).
Dans notre étude, aprés chimiothérapie nous avons noté que 10 % des
patients ont eu une normalisation d’ACE et environ 13 % des patients ont eu
une normalisation CA19-9. L'immunomarquage par les cytokératines 7 et 20
indique que 33 cas (82,5%) ont un statut CK20+ et 7 cas (17,5%) ont un profil
négatif pour la CK7 (CK7-). L’analyse moléculaire du géene BRAF a révélé 2
cas (6,7%) de mutation V600E, 22cas (73,3%) avec un ADN normale et 6 cas
(20%) indéterminés. La présence de cette mutation rare du gene BRAF est
associée a un mauvais pronostic.

MOTS CLES :

Cancer colorectal; CA19-9; ACE; Adénocarcinome; histopronostique;
Chimiothérapie; Cytokératine 20; Cytokératine 7; Gene BRAF; Mutation
V600E.
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