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Introduction

La lutte contre le cancer est devenue lors de ces derniéres décennies un enjeu majeur en
termes de santé publique. Cette maladie qui a pour mécanisme, une prolifération cellulaire
anarchique, incontrolée et incessante.

Le cancer colique est le 3eme type de cancer le plus répondu dans le monde (1) En effet,
I’incidence de ces cancers est largement plus élevée dans les pays développés que dans les
pays en voie de développement (1) En Algérie, la cause colique est classée en troisieme
position, apres le cancer du pommons et de la vessie, chez ’homme et le cancer du sein et du
col utérus, chez la femme (2)

Les risques de cette maladie sont liés a plusieurs facteurs dont I'age, I'hérédité, I'alimentation,
le tabagisme et certains facteurs environnementaux.

A 1’échelon moléculaire, le développement d’un adénome puis d’un cancer colorectal
correspond a I’accumulation progressive de mutations de génes au sein du noyau des cellules
épithéliales coliques, l'activation d’oncogénes et l'inactivation de génes suppresseurs de
tumeurs (3)

Par ailleurs, il pourrait que des facteurs genétiques influencant le métabolisme du cholestérol
soient également impliqués dans le CCR.

L'apolipoprotéine E (apoE) joue un role majeur dans le métabolisme des acides biliaires, étant
donné le rdle potentiel des acides biliaires dans I’étiologie du CCR, il est raisonnable de
penser que le risque de CCR pourrait étre modifié par le génotype Apo E(4).

A la base de cette hypothése nous nous sommes intéressées au déterminisme du génotypage
de I’ApoE chez des patients atteints de CCR et témoins sains de la région Est algérienne.
Ainsi, les objectifs du présent travail sont :

1- de voir s’il existe une relation entre certains facteurs de risque (sexe, age, tabagisme,
ATCD familiaux, et alimentation) et atteinte par le cancer colorectal.

2- La manipulation de technique de base de Biologie Moléculaire (extraction d’ADN PCR-
RFLP) a travers l'analyse de la distribution alléliques et génotypiques du polymorphisme
APOE des patients atteints de cancer colorectal et les sujets témoins pour comparer les

résultats et quantifier le degré de liaison entre ce polymorphisme et le CCR.
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Chapitre | : Le cancer

1. Définition du cancer

L’organisation Mondiale de Santé attribue au cancer la définition suivante : « Cancer
est un terme général appliqué a un groupe de plus d’une centaine des maladies qui
peuvent toucher n’importe quelle partie de I’organisme. L’une des caractéristiques du
cancer est la prolifération rapide des cellules anormales qui, au-dela de leur
délimitation normale, peuvent envahir des parties du corps adjacentes et semer dans
d’autres organes formant ce qu’on appelle des métastases. » (5).

2. lacellule cancéreuse
Le nombre important de cellules qui constituent les différents tissus de 1’organisme
naissent et meurent de fagcon a maintenir la forme, I’architecture, et les fonctions
propres a chaque organe ou systéme. Pour maintenir ’harmonie de I’ensemble, la
prolifération des cellules est régulée par les contacts avec les autres cellules. Le
propre du cancer est de briser cette harmonie (6).

a. Caracteres généraux de la cellule cancéreuse

Les cellules cancéreuse rompent les régles les plus fondamentales du comportement
qui édifient et entretiennent les organismes multicellulaires et exploitent chaque
opportunité pour ce faire.
Elles sont définies par deux propriétes transmissibles : elles et leur descendance

e se reproduisent au mépris des restrictions normales de la division cellulaire

e cnvahissent et colonisent des territoires normalement réservés a d’autres

cellules.
C’est I’association de ces actions qui rend les cancers particuliérement dangereux.
Une cellule isolée anormale, qui ne prolifere pas plus que ses voisines normales,
n’occasionne pas de lésions significatives quelles que soient les autres propriétés
nuisibles qu’elle peut avoir ; mais si sa prolifération n’est plus contrdlée, elle donnera
naissance a une tumeur, ou néoplasie- masse constamment croissante de cellules
anormales (Fig.1). Cependant, tant que les cellules néoplasiques restent rassemblées
en une seule masse, on dit que la tumeur est bénigne (7).
a. Origine clonale des cellules cancéreuses

Les cancers ont « une origine clonale », a partir d’une seule cellule somatique, dont
les mécanismes de régulateur de la croissance, de la différenciation, et de la

prolifération ont été gravement perturbés. De plus les caractéres nouveaux acquis sont
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transmis a la descendance cellulaire. Alors, les cellules tumorales n’obéissent plus aux

mécanismes de controle d’une croissance normale chez 1’hote (8).

Echappement a
I’apoptose

Induction de
IFangiogénése

Invasion des tissus et
métastases

Figure1: les caractéristiques d’une cellule cancéreuse (Hanahan,D et al. 2000).

3. Lestypes de tumeurs

Les tumeurs sont dues a une prolifération cellulaire excessive aboutissant a une masse

tissulaire. Elles peuvent étre bénignes ou malignes. Les différences entre ces deux

types de tumeur sont présentées dans le tableaul:

Tableau 1 : récapitulatif tumeur bénignes/malignes (10).

Tumeurs bénignes

Tumeurs malignes

Bien limitée

Mal limitée

Encapsulée

Non encapsulée

Histologiquement semblable au tissu

d’origine (bien différenciée)

Plus ou moins semblable au tissu

d’origine.

Cellules régulieres

Cellules irrégulieres (cellules cancéreuses)

Croissance lente

Croissance rapide

Refoulement sans destruction des tissus

Voisins

Envahissement des tissus voisins

Pas de récidive locale aprés exérese

compléte

Exéréese compléte difficile. Récidive

possible aprés exérése supposée compléte

Pas de métastase

Métastase

~3~
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4. Lacancérogenese

La carcinogenése décrit tous les mécanismes et les facteurs impliqués dans la
transformation de la cellule. Plusieurs types d’inducteurs et de nombreuses étapes sont
en cause dans la cancérisation d’une cellule saine.
Ces mécanismes peuvent étre divisés en plusieurs phases que sont les phases
d’initiation, de promotion et d’invasion

e La phase d’initiation
Correspond au tout premier événement que subit la cellule. Elle survient aprés une
mutation irréversible au niveau de ’ADN, qui est le plus souvent due a un agent
initiateur tel que les carcinogénes physiques, chimiques et les virus a cancer (11).

e La phase de promotion
C’est une prolifération des cellules transformées apres ’initiation, qui forment alors
des tumeurs, sous 1’action d’un agent promoteur qui n’est en lui-méme ni mutagene ni
cancérigéne. En outre, il n’a d’effet biologique que s’il est appliqué en permanence ;
quand I’action du stimulus promoteur est supprimeée, ses effets disparaissent (12).

e La phase de progression et d’invasion
Elle concrétise [l'acquisition de la malignité tumorale. En impliquant des
remaniements génomiques, des translocations, des recombinaisons, des mutations
d'oncogenes et/ou de génes suppresseurs de tumeurs. Menant a la dissémination des
cellules tumorales dans l'organisme vont entrainer des métastases, via la voie
sanguine et lymphatique, atteignant alors d’autres organes (13).

5. Les génes impligués dans le cancer

a. Oncogenes

Tout geéne cellulaire, appelé proto-oncogene (c-onc), susceptible de devenir,
par suite d’une modification qualitative ou quantitative, un géne transformant,
capable de conférer expérimentalement le phénotype cancéreux a une cellule normale
eucaryote._L’altération d’un allele est suffisante pour entrainer une activation
anormale (14).

Les oncogénes sont répartis en 6 grandes classes en fonction des onco-protéines pour
lesquels ils codent :

1. les facteurs de croissance (assurent une boucle de régulation autocrine),

2. les récepteurs transmembranaires de facteurs de croissance.

3. les G-protéines ou proteines membranaires liant le GTP.

~4 ~
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4. les tyrosines protéine-kinases membranaires
5. les protéine-kinases cytosoliques
6. les proteines a activité nucléaire : contrdlent la transcription de genes cibles en
interagissant avec 1’ADN (14).
e Mécanisme d’activation des oncogénes
Ils sont multiples :
- Intégration virale, mutation ponctuelle, délétion ou réarrangement structural.
- Amplification génique, dérégulation de 1’expression, stabilisation d’un ARNm
(14).
b. Anti-oncogénes ou genes suppresseurs de tumeurs
Ces genes sont aptes a inhiber la croissance cellulaire lorsqu’ils sont introduits par
transfection dans les cellules tumorales. Cette propriété s’explique par la capacité de
ces genes a réguler négativement le cycle cellulaire et a induire I’apoptose ou mort
cellulaire programmeée. Action cellulaire récessive : une altération des 2 alleles est
nécessaire a I’obtention d’une perte d’activité (14).

e Mécanisme d’action

Les anti-oncogenes agissent principalement en phase G1/S. La transition G1/S est
sous la dépendance des facteurs de transcription de la famille E2F qui contrdlent
I’expression de génes indispensables a la phase S de synthése de I’ADN (14).

e Altération des génes suppresseurs de cancers

Les altérations moléculaires a 1’origine de la perte de fonction des genes
suppresseurs dans les tumeurs solides sont variées. Il peut s’agir de mutations
ponctuelles, de délétions, d’insertions, d’anomalies de méthylation des promoteurs
inhibant la transcription (14).

C. Les génes de réparation de ’ADN

I s’agit de la 3éme catégorie de genes dont I’altération intervient dans la
cancérogenese. lls interviennent indirectement dans ce processus.

Les systéemes de réparation sont répartis en 2 catégories en fonction de 1’origine de la
mutation (14).

e Systéme de réparation des mésappariements (mismatch repair)

Intervient lorsque les mutations de I’ADN résultent d’erreurs de la réplication. Il
comprend les génes hMSH2, hMLH1, hPMS1, hPMS2, hMSH6 dont I’altération

constitutionnelle est a I’origine du cancer colorectal familial non associ¢ a une

~ 5~
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polypose colique, ou syndrome HNPCC (Hereditary non Polyposis Colorectal
Cancer), ou syndrome de Lynch qui représente une des premieres cause de cancer
colorectal héreditaire touchant exclusivement 1’adulte (14).

e Systeme de réparation NER (Nucleotide Excision Repair)

Il s’agit d’un systeéme de réparation de mutations induites par des carcinogenes
environnementaux (UV, carcinogénes chimiques). L’altération constitutionnelle des
génes du systeme excision-resynthése prédispose a des maladies caractérisées par une
hypersensibilité aux rayonnements UV (14).

6. Mécanismes moléculaires de I’oncogenése
a. Apoptose

Le cancer résulte d’un défaut de mort cellulaire des cellules transformées par
inhibition de I’apoptose. L’index apoptotique (Al) est corrélé a un grade élevé, a une
aneuploidie, a un index mitotique élevé, a une phase S élevée, a des récepteurs
hormonaux negatifs, a une surexpression de p53 mutée (14).

b. Télomérase

Les télomérases sont responsables du pouvoir prolifératif indéfini des cellules
tumorales. Une activité télomérase est retrouvée dans 85 % des cancers humains.
L’activité télomérase est absente dans la majorité des lignées cellulaires, a 1’exception
des lignées tumorales et de lignees a capacité mitotique constante (14).

c. Néoangiogenése tumorale

Le processus de néoangiogénése résulte d’un déséquilibre entre facteurs

proangiogéniques et facteurs antiangiogéniques (14).

7. Lagénétique du cancer

Le cancer est une maladie génétique somatique, dans la mesure ou la cellule
cancéreuse présente de multiples anomalies génétiques correspondant a 1’activation
ou I’inactivation d’une série de genes. C’est I’accumulation de ces anomalies, qui est
responsable de la prolifération cancéreuse.

Les cancers eux-mémes ne sont pas hérités, puisqu’ils intéressent des cellules
somatiques et non la lignée germinale. Pourtant, a coté des cancers sporadiques, qui
sont de loin les plus fréquents, il y a des cas de cancers qui tendent a apparaitre de

maniére récurrente au sein d’une méme famille de fagon héréditaire (15).
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1. Epidémiologie
Le cancer du colon est le 3eme type de cancer le plus répandu dans le monde.
L’incidence de ce cancer est largement plus élevée dans les pays développés que dans
les pays en voie de développement (1). Chaque année dans le monde, prés d’un
million de personnes développent un cancer colorectal et environ 655 000 personnes
décédent des suites de ce cancer. Ces données en font la seconde cause de décés di au
cancer dans le monde (16). Il représente 23% parmi les cancers digestifs
(’eesophage, 1’estomac, le pancréas, le foie et les voies biliaires, le colon et le rectum)
soit un quart des cancers en Algérie : Il vient en deuxiéme position avec 8500 cas par
an soit 4500 hommes apres celui du poumon et 4000 femmes aprés celui du sein (17).

2. Histoire naturelle du CCR
L’¢épithélium intestinal est composé de cellules capables de proliférer de manicre
rapide et perpétuelle. Ainsi, 1’épithélium est en constant renouvellement. Selon le
modele des cellules souches cancéreuses, les tumeurs malignes seraient issues d’une
petite population de cellules cancéreuses capables d’auto-renouvellement et de pluri-
potentialité et capables de 1’initiation et du maintien de la croissance tumorale (18).

3. Rappel anatomique
Le cOlon, ou gros intestin, s'interpose entre gréle et rectum. Il comporte
principalement deux portions : le célon droit, et le colon gauche. Il dessine un cadre
dans la cavité abdominale et, dans ses différents segments, entre ainsi successivement
en rapport avec la presque totalité des visceres intra-abdominaux. On distingue les
segments coliques accolés (ascendant et descendant) des segments mobiles

(transverse et sigmoide) (19).
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Angle colique (hépatique) droit Angle colique (splénique) gauche

\ Célon transverse
} :

——— Cdlon descendant

Colon ascendant

Rectum 3 \

Codlon sigmoide

Figure 2: représentation schématique du colon humain. (Gallot, D. 2006).

La paroi colique est constituée de 4 couches reliées entre elles par un tissu. Chacune
de ces couches est capable de fonctionner indépendamment des autres et sont ; de la
lumiere vers la périphérie ; la muqueuse, une couche intermeédiaire la sous muqueuse,
une couche constituée de muscles lisses innerves, la musculeuse et une couche
externe, la séreuse.

La muqueuse est composée d’un épithélium de revétement reposant sur un tissu
conjonctif, le chorion. Cet épithélium est composé de cellules épithéliales jointives

qui assurent 1’étanchéité de I’organe (21).
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Figure 3: Structure de la paroi colique (Parkin DM et al.1992).
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Le renouvellement de 1’épithélium colique se fait au niveau d’invaginations appelées
cryptes de Lieberkihn (Fig.4, Fig.5). Elles sont composées de plusieurs types
cellulaires qui se distinguent de par leurs fonctions et leur stade de différenciation : les
entérocytes, les cellules entéroendocrines, et les cellules de Goblet, productrices du
mucus (23).

4. Les tumeurs bénignes du colon

a. Foyer de cryptes aberrantes

La premiére étape du développement du CCR est D’apparition d’une  hyper
prolifération de 1’épithélium colique. Au plan morphologique, la premiére anomalie
décelable est le foyer de cryptes aberrante (FCA) (24).
b. Les adénomes (les polypes)

Les adénomes sont des Iésions néoplasiques qui peuvent évoluer vers un carcinome.
IIs peuvent étre classés selon deux critéres : ’histologie et le degré de dysplasie. La
plupart des CCR sont des adénocarcinomes et se développent a partir d’un adénome et
on estime que 5% des adénomes progressent vers un cancer (25).La durée de la

séquence « adénome-carcinome » est en moyenne de 10 a 15 ans.
i. les polypes non éepithéliaux

IIs peuvent étre de type inflammatoire par prolapsus de la muqueuse, souvent de
localisation sigmoidienne ou rectale, ou correspondre a une tumeur mésenchymateuse
qui souleve la muqueuse, comme par exemple un lipome, un Iéiomyome, une tumeur

stromale intestinale (26).
ii. Les polypes épithéliaux
IIs sont classiquement divisés en polypes adénomateux et non adénomateux.
1. Les polypes non adénomateux( Hamartomateux)

Le plus fréquent des polypes non adénomateux est le polype hyperplasique de
prolifération épithéliale bénigne de petite taille (moins de 1 cm), il siege le plus
souvent au niveau du colon sigmoide et du rectum. Certains polypes hyperplasiques

sont de plus grande taille (plus de 1 cm) siégeant au niveau du colon droit.
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2. Les polypes adénomateux

Les adénomes coliques sont des proliférations intra-épithéliales de cellules

néoplasiques, ce qui signifie que tout adénome comporte de la dysplasie. La taille des

adénomes varie d’un millimétre a plusieurs centimeétres.

Ces adénomes se présentent dans plus de 90% des cas sous forme de polypes (27).
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5. Facteurs de risque

a. Facteurs alimentaires
Les régimes riches en graisses animales et en cholestérol et pauvres en fibres
végétales favoriseraient le cancer colique. En stimulant la prolifération de
I’épithélium colique. La consommation de légumes,les fibres, I'huile d'olive
diminuerait le risque de cancer coliqgue. De méme que le calcium et la vitamine C
(22).

b. Facteurs liés I’environnement
Ils sont suggérés devant par la prédominance de [D’affection dans les pays
occidentaux : Europe, états Unis d’ Amérique, alors qu’elle est rare en Afrique (22).

c. Tabagisme
Il a été démontré que le risque de développer un cancer colique ou rectal est accru
chez les hommes ayant fumé de 30 a 40 paquets -année et chez les femmes au-dela de
45 paquets-année (22).

d. Sédentarité
Selon une analyse des recherches, 13 % des cancers du cdlon pourraient étre attribués
a un mode de vie sédentaire. Une activité physique réguliere divise par 3 le risque de
développer un cancer colique (22).

e. Manque de fer
L'anémie resultant d'une déficience en fer accroit le risque de développer ce type de
cancer (22).

f.  Alcool
Différentes études ont établi un lien entre la consommation d'alcool et le cancer du
cblon. Deux consommations d'alcool ou plus par jour augmenteraient le risque pour
les hommes; ce qui équivaut, pour les femmes, & une consommation ou plus (22).

g. Sucre
Selon des études préliminaires, la consommation de sucre et daliments qui en
contiennent augmente le risque du cancer du colon. Il ne faut pas négliger la grande
quantité de sucre caché que contiennent les aliments industriels, que I'on retrouve sous

les appellations dextrose, lactose, fructose, sirop de malt, sirop de mais, etc. (22)

~11 ~
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h. Les maladies inflammatoires

i. Rectolite ulcéro-hémorragique « Colite Ulcéreuse »

Le risque differe fortement en fonction de I'étendue de la rectocolite ulcéro-
hémorragique(RCH), de son ancienneté et de I'dge au moment du diagnostic. Par
rapport a un sujet de la population générale, une étude de 1990 proposait que le risque
de survenue d'un cancer colorectal soit multiplié par 14,8 en cas de pancolite et par
2,8 en cas d'atteinte limitée au colon gauche (30).

ii. Maladie de Crohn

Le risque de développer le cancer du célon lié a la maladie de Crohn reste encore
discuté. Il semble en fait que les sujets ne sont a risque élevé que si la maladie de

Crohn est étendue et diagnostiquée avant 30 ans (31).

6. Le cancer colorectal « Adénocarcinome »
Le cancer se développe au niveau de la muqueuse du colon ou du rectum. Les deux
cancers étant assez semblables ils sont regroupés sous le terme de cancer colorectal
(CCR). Le cancer du codlon est le plus souvent un adénocarcinome, développé aux
dépens de I'épithélium des glandes de Lieberkiihn. Ces adénocarcinomes surviennent
généralement aprés La transformation maligne d’un polype adenomateux préexistant
(22).

7. Filiation Adénome-Cancer

A I'épithélium normal, succede une hyperprolifération épithéliale qui se traduit sur le
plan morphologique par un foyer des cryptes aberrantes adénomateux caractérisé par
la présence de lésions de dysplasies. Cette prolifération de cellules épithéliales
immatures incapable d'envahir le chorion, tend a s'accumuler dans et au dessus de la
mugueuse aboutissant a la formation d'un polype adénomateux. Il s'agit d'une
véritable lésion néoplasique qui correspond déja a I'expansion clonale de cellules
mutées (32).

~ 12 ~
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Figure 6: Evolution du CCR (33).
8. Les différents types de cancers du cblon

Dans 5-10% des cas, les cancers du colon sont d’origine héréditaire .Les principaux
syndromes de prédisposition aux cancers du coélon sont la polypose adénomateuse
familiale (FAP), le cancer colorectal héréditaire sans polypose (HNPCC) et le
syndrome de polypose juvénile (JPS) (34).

La FAP est due a des mutations du géne suppresseur de tumeur adenomatous
polyposis coli (APC) conduisant a une inactivation du produit du géne.

Dans le HNPCC, ce sont les mutations de génes de réparation de ’ADN (MSH2,
MLH1) qui sont impliquées (35). Et pour les JPS, des mutations de SMAD4 ont été
mises en évidence dans un tiers des cas (32).

Les cancers du colon sont donc sporadiques dans 88-94% des cas. Cependant, il est
important de souligner que dans certains cas, le fait d’avoir un membre de sa famille
déja atteint augmente le risque de développer la maladie. Cela semble indiquer qu'une
origine génétique puisse exister. Ces cas sont évalués a 20% au minimum des cas de

cancers sporadiques (34).

~ 13 ~
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Cancers du colon avec origine héréditaire suspectée 20%

Cancers du c6lon sporadiques 68-74%

N

Z

Cancers du colon d’origine inflammatoire 1-2% Syndromes héréditaires 5-10%
(Colite ulcéreuse, maladie de Crohn) (FAP, HNPCC)

Figure 7: Répartition des différents types de cancers du célon (Weitz,J. et al.2005).
a. Les CCR Sporadiques

Par opposition aux formes familiales, il existe les formes sporadiques (soit 85% des
cas) qui ont un phénotype d’instabilité chromosomique et qui sont caractérisées par
une apparition nettement plus tardive. Ces formes sporadiques sont peu fréquentes
avant 50 ans et augmentent apres 60 ans. Dans les cancers sporadiques, certaines
mutations caractéristiques de cancers colorectaux familiaux peuvent étre retrouvees ;
par exemple, APC est muté dans 70% des cancers sporadiques (36).
b. Formes héréditaires du cancer Colorectal
i. Syndrome de Lynch « HNPCC »

Il est responsable d’environ 2-4% des CCR (37). Le SL est une maladie génétique du
cancer colorectal. Les génes impliqués sont des génes de la famille de réparation des
mésappariements Mis Match Repair « MMR ». Cette famille comprend une vaste
gamme de gene dont homologue Mut L humain 1 (MLH1), ségrégation post-
méiotique humain 1 et 2 (PMS2 et PMSL1) ainsi que homologue Mut S humain 2,3 et 6
(MSH2, MSH3, MSH6) en font partie. Des mutations dans ces génes sont également
responsables du phénomene d’instabilité des microsatellites qui est présent dans 15%
des tumeurs du colon sporadiques et dans plus de 90% des cas de syndromes de
Lynch (38).

C’est un syndrome de transmission autosomique dominante. Les mutations sur
hMLH1 et hMSH2 representent environ 90% des SL, hMHS6 environ 10% et hPMS2

est rarement trouvée mutée (39). Les mutations doivent étre bialléliques afin
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d’inactiver ces génes suppresseurs de tumeur. La premiere est héritée et la deuxieme
est acquise. La mutation biallelique d’un des genes du systtme MMR entraine
I’accumulation de mutations somatiques dans différents genes impliqués dans le CCR.

ii. Polypose Adénomateuse Familiale « PAF »
La PAF est une des formes familiales les moins fréquentes, moins de 1% des cas de
carcinomes colorectaux. La manifestation la plus importante de ce syndrome est
d’apparition dés I’enfance a un age précoce de 35-40 ans, dans le colon et le rectum,
d’une multitude de polypes adénomateux (d’une centaine a plus d’un millier) (40).
La PAF est un syndrome de transmission autosomique dominante avec une
pénétrance de 100%. Son apparition est consécutive a une mutation congénitale sur le
géne APC. Constitué de 15 exons avec une séquence de 8972 pb codant pour une
protéine de 2857 acides aminés (41). Les mutations congénitales d’APC sont le plus
souvent des mutations ponctuelles (42). Les mutations de novo d’APC sont
responsables d’environ 20 a 25% des cas de PAF (43). Les mosaiques germinales sont
également une explication de PAF de novo dans 20% des cas (44).

iii. Polypose adénomateuse familiale atténuée
La forme atténuée de PAF est le phénotype variant le plus courant de polypose. Elle
se distingue de la forme classique par un nombre plus faible de polypes (inferieur a
100), mais garde intact son potentiel de transformation en cancer colorectal. Cette
forme sévére, soit un age d’apparition de 50 ans (40). Le phénotype atténuée était lié a
la présence d’une mutation sur certaines régions d’APC : 'extrémité 5°, I’extrémité 3’
et ’exon 9 (45)(46)(47).

iv. Polypose liée a MUTYH

Cette polypose est appelée polypose associée a MUTYH (MAP pour MUTYH
associated polyposis), représente entre 0.5% et 1% de la totalité des CCR (48) (49).
Les polypes observés sont moyennement dysplasiques, localisés préférentiellement
dans le colon gauche (50) (51).

Le syndrome MAP est de transmission autosomique recessive avec mutation
biallélique des alléles de MUTYH a la naissance. L’absence d’activité de MUTYH
(un géne qui appartient au systéme de réparation de I’ADN BER « Base Excision
Repair » dont le rble est de corriger les erreurs liées au métabolisme aérobie des
cellules lors de la réplication va entrainer I’accumulation de transversion GC TA sur

le géne APC au niveau des séquences GAA (52). APC est touché avec prédilection

~ 15 ~



Chapitre 11 : Le cancer colorectal

car il présente 216 sites GAA ou une telle transversion peut conduire a un codon stop
(53) (54). Ce sont ces transversions qui vont finir par inactiver somatiqguement APC
conduisant a I’apparition de polypes puis de CCR. La similitude des symptdmes entre
la PAF et le syndrome MAP vient de l’atteinte commune d’APC de maniere
germinale et somatique pour la PAF et purement acquise pour le syndrome MAP.
9. Cancérologie colorectal
a. Généralités

L’évolution des cellules épithéliales normales en adénome bénin puis en carcinome
malin suit un processus multi-étapes impliquant des altérations génétiques et
épigénétiques (55). Ces altérations sont la conséquence d’événements germinals ou
somatiques conférant a la cellule un avantage de croissance. D’un point de vue
histologique, deux sortes de cryptes aberrantes existent : les cryptes hétéroplasiques
associées aux muqueuses intestinales normales, qui seraient dues & une activation
mutationnelle de 1’oncogéne KRAS2 (56), et les cryptes dysplasiques liées a une
augmentation de la progression des cancers par une inactivation biallélique du gene
suppresseur de tumeur APC (56) (57).
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La pathogenése du cancer colorectal est un processus a étapes multiples.

Les altérations moléculaires surviennent au niveau de plusieurs proto-oncogenes
et genes suppresseurs de cancers selon une certaine chronologie.

Figure 8: Cancérogenése colorectale. (Fearon E.R, et al 1990)
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b. mécanismes moléculaires de la carcinogénese

i. Instabilité chromosomique (phénotype CIN)

Elle rend compte d’environ 80% des cancers (59) et est caractérisée par des pertes
alléliques sur les bras courts des chromosomes 8,17 et sur le bras long des
chromosomes 18, 5 et 22. Ces anomalies sont le plus souvent associées a des
mutations sur les genes APC ou TP53 qui entrainent une inactivation compléte de ces
génes suppresseurs de tumeur. Il existe fréguemment une aneuploidie cellulaire.
L’origine de cette instabilité est encore mal connue, mais il a ét¢ montré que des
mutations sur le géne APC, aboutissant a la formation d’un codon stop, peuvent
favoriser la CIN. En effet une des fonctions de la protéine APC est de maintenir la
polymérisation des microtubules du noyau cellulaire (60).

ii. Instabilité génétique (phénotype MSI)

Ce mécanisme est retrouve dans environ 15% des CCR (59) et se caractérise par une
instabilité des loccis microsatellitaires liee a un défaut de réparation des
mésappariements de I’ADN, Ces séquences microsatellitaires sont trés fréquentes
dans I’ensemble du génome et sont particulierement a risque d’étre mal répliquées par
I’ADN polymérase. Le systtme MMR peut étre inactivé en cas de mutation germinale
associee a une mutation somatique (Syndrome de Lynch) ou par méthylation du
promoteur de hMLH1 qui inactive sa transcription (forme sporadique). Contrairement
aux tumeurs avec un phénotype CIN, les cellules MSI sont le plus souvent diploides
et on retrouve moins fréquemment des mutations sur APC ou TP53 (61).
L’inactivation du systtme MMR conduit a I’accumulation de mutations secondaires
qui vont inactiver de nombreux génes aboutissant & la transformation de la cellule.
Les génes BAX, TGFRII, les facteurs de transcription TCF-4 ou E2F4 sont souvent
retrouvés mutés dans les cancers MSI+ (62).
iii. Hyperméthylation de I’ADN (phénotype CIMP)

Des dinucléotides CpG regroupés en ilots sont retrouvés dans les régions promotrices
pour la moitié des genes. Ces Tlots CpG peuvent inactiver un gene en empéchant sa

transcription si leur cytosine est méthylée.
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Figure 9: Mécanisme d’inactivation de la transcription (Leggett, B. et al. 2010)
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L’hyperméthylation entraine la désacétylation des histones ainsi qu’une condensation
de la chromatine empéchant la transcription active du géne suppresseur de tumeur.
(64). L’hyperméthylation des promoteurs est un phénomeéne trés répandu dans le
cancer colorectal. Plus d’une trentaine de génes ont jusqu’a maintenant été identifiée
comme étant porteur de cette abération épigénétique (65). Dans le CCR, plusieurs
génes suppresseurs de tumeurs peuvent ainsi &tre inactivés conduisant a ce phenotype
CIMP (66).

c. Lesvoies de signalisation cellulaire

I. voie de signalisation WNT

La voie Wnt est une des voies de signalisation majeure dans le processus
d’embryogenése et de cancérogenése (67).

Dans les cancers, la voie Wnt peut étre activée en absence du ligand par la mutation
de génes codant pour les protéines de cette voie. Le plus souvent, il s’agit de
I’inactivation par mutation du géne APC induisant la synthése d’une protéine APC
tronquée incapable d’interagir et de neutraliser la beta-caténine et/ou 1’Axine. Mais
dans 15% des tumeurs sporadiques ayant une protéine APC intacte, il peut aussi s’agir
de mutations au niveau de séquences répétées du gene de 1’ Axine, celles activatrices,
dans I’exon 3 du géne codant pour la beta-caténine (CTNNB1) au niveau des sites de
phosphorylation (68).
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ii. voie de signalisation du TGF beta /SMAD

La superfamille du Tumor Growth Factor beta (TGF-B) comprend différents membres
dont les BMPs (Bone Morphogenic Proteins), les activines et les TGF- : ce sont des
morphogénes dont le rdle est essentiel au cours de I’embryogenese. Dans les CCR,
une mutation inactivatrices du TGFBRII est retrouvée dans la plupart des tumeurs de
phénotype d’instabilité microsatellitaire « MIN » (90%), et dans 58% des tumeurs,
une mutation sur le récepteur de type II de I’activine (ACVR2). Ces mutations sont
beaucoup plus rares dans les tumeurs CIN (69).
iii. voie de signalisation Ras /MAPKinase

La cascade Ras/Raf/MEK/Erk (ou Ras/MAPK) transmet des siganux mitogenes via
des récepteurs a tyrosine kinase comme EGFR ou VEGFR.

Cette voie est particulierement importante pour la croissance et la prolifération des
cellules tumorales mais également pour I’induction de signaux pro-angiogéniques
(70). Dans les CC, les mutations de KRAS (codons 12,13 et plus rarement 61)
entrainent [’activation constitutive de la voie et sont retrouvées dans 50% des
tumeurs de phénotype d’instabilité micro-satellitaire « MIN ». L’activation de la voie
RAS/MAPK peut également étre associée a une surexpression de récepteurs de

facteurs de croissance, comme I’EGFR, surexprime dans 30 a 70% des CCR (71).
10. Les stades de cancer colorectal selon la classification TNM

Cette classification s'applique uniguement aux carcinomes. La maladie doit étre
confirmée histologiquement. La définition des catégories T (tumeur), N
(Adénopathies régionales) et M (métastase) repose sur I'examen clinique, lI'imagerie,

I'endoscopie et/ou I'exploration chirurgicale (72) (Annexe 7, Tableau 8 et 9).

11. Le traitement
e Lachirurgie
- La chirurgie est le traitement principal du cancer du célon. A un stade précoce de la
maladie, elle est décisive pour la guérison (73).
e Lachimiothérapie
La chimiothérapie repose sur I’emploi de médicaments qui empéchent la prolifération
des cellules en bloquant leur multiplication: les cytostatiques. Malheureusement, les

cellules normales a croissance rapide sont également affectées (les cellules de la
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moelle osseuse, les cellules des cheveux, ainsi que les cellules sexuelles
spermatozoides et ovules) (73).

e La radiothérapie
La radiothérapie repose sur I’utilisation de faisceaux de particules a haute énergie
utilisés pour endommager les cellules cancéreuses et détruire les tumeurs ou réduire
leur volume. Le traitement est local puisqu’on dirige les rayons directement sur la
tumeur. Les tissus sains sont toutefois aussi touchés. Les lésions qu’ils subissent sont

la source des effets indésirables (73).
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1. Apolipoprotéine E :
L’apolipoprotéine E est une protéine de 299 acides aminés, de poids moléculaire
apparent de 34 kDa, qui se présente sous trois formes majeures E2, E3 et E4. Elles se
distinguent par la présence d'un résidu de cystéine ou d’arginine aux acides aminés
112 et 158. L'apolipoprotéine E (apo E) est une protéine ubiquitaire, jouant un réle
dans le transport du cholestérol et des phospholipides, et dans le catabolisme des
lipoprotéines riches en triglycérides et cholestérol ainsi elle a un réle antioxydant et
anti inflammatoire (74).
Le géne APOE était surtout connu pour son implication dans les pathologies
artérielles. L’apo E est un des composants des lipoprotéines. Elle est un des
constituants des VLDL (Very Low Density Lipoprotein) dont la fonction premiére est
le transport des triglycérides du foie vers les tissus périphériques, des HDL (High
Density Lipoprotein) qui participent a la redistribution du cholestérol des cellules, et
des chylomicrons, d'origine intestinale, qui transportent les triglycérides et le
cholestérol alimentaire (74).
L’apolipoprotéine est lie¢ a plusieurs maladies comme L’hyperlipoprotéinémie de
type 11, les maladies ischémiques cardiaques, la resténose, les accidents vasculaires
cérébraux et, plus récemment, elle fait objet de recherches dans son implication dans
la maladie d'Alzheimer et la formation des calculs biliaires de cholestérol. Ainsi que
I'adénome et le carcinome du c6lon (75).

2. Le géne de I'apo E et son polymorphisme :

Le géne de I'apo E est situé a I'extrémité centromerique, sur le chromosome 19, dans
région q13.2

Figure 10 : Localisation cytogénétique du géne de I’'apo E sur le chromosome 19
(Ki paik., David J.et al ) .

Ce gene de 3,7 kb comporte quatre exons et trois introns. Le premier exon est non
codant, le deuxieme exon code pour un peptide signal, le troisieme exon pour les 61
premiers acides aminés et le quatrieme pour l'essentiel de la protéine mature.
L'ARNmM a une longueur de 1163 paires de base. (74)
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Figure 11 : Positions exons —introns dans le gene d’apo E. (Ki paik., David J.et al 1985)

La particularité de I’ ApoE humaine est qu’elle existe sous trois formes : les alléles E2
(112Cys/158Cys), E3 (112Cys/158Arg) et E4 (112Arg/158Arg). Les fréquences des
alleles sont respectivement 78.3%, 2.2% et 19.6% dans la population. Ces trois alléles
peuvent donner six génotypes: trois génotypes homozygotes (E2/E2, E3/E3, E4/E4) et
trois géenotypes hétérozygotes (E3/E2, E3/E4, E2/E4). Le génotype E3/E3 est le plus
courant (env. 60%), « type sauvage » (74).

I’ ApoE3 comporte un résidu cystéine en position 112 et une arginine en position 158.
Les deux alleles E2 et E4 différent de E3 par la substitution de la cystéine 112 par
une arginine pour I’alleéle E4 et de I’arginine 158 par une cystéine pour I’allele E2.
Ces mutations (Arg = CGC - Cys = TGC) entrainent un polymorphisme de
longueur des fragments de restriction lors d’une digestion de I’ADN de I’exon 4 du
géne de I’Apo E par I’enzyme Hhal (74).

La présence des deux sites identifie I’allele E4 et leur absence 1’allele E2. Dans
I’allele normal (E3) le site Hhal coupe ’ADND en 158 mais pas en 112 . Ces
substitutions d’acide aminé engendrent une différence de fonctionnalité des trois
alleles notamment dans leur capacité a se lier aux récepteurs et aux particules
lipidiques (74).

L’allele E4 du gene de I’ApoE augmente le risque de développer la maladie
d’Alzheimer, les individus qui héritent une seul copie de I’alléle E4 ont un risque
moyen de développer cette maladie, quant a ceux qui héritent les deux copies de
I’allele E4 ont un risque élevée de développer la maladie. L’alléle E4 est aussi associé
a une perte de mémoire et autres symptémes (75).

L’allele E2 du geéne de I’ ApoE est grandement impliqué dans le risque de développer
une maladie rare qui est I” hyperlipoproteinemia de type III. La majorité des individus
ayant cette maladie ont deux copies de 1’allele E2, c’est ce qui a permis aux
chercheurs de conclure que ’all¢le E2 Est liée avec cette maladie (75).

Les alleles de I’Apo E présentent des substitutions aux positions 112 et 158 qui
induisent des changements de point isoélectrique (Apo E2 pl=5,5; Apo E3 pl=5,4;
Apo E4 pl=5,3) ; ce qui rend possible leur détection par électrophorése (75).
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3. Laprotéine apo E et ses modifications post-traductionnelles
L'apo E est clivée par une peptidase pour les 18 acides aminés composant le peptide
signal, lors du passage a travers la membrane du réticulum endoplasmique. L'apo E
intracellulaire subit des O-glycosylations, accompagnée de sialylation. La
glycosylation, qui s'accompagne généralement d'une sialylation, a lieu a un seul site
de l'apo E, a la thréonine 194 .La protéine est ensuite secrétée et désialylée
extracellulairement. 90 % de l'apo E plasmatique est désialylée .L'apo E mature
secrété est une protéine de poids moléculaire apparent de 34 kDa (299 acides aminés)
(77).

4. Role de ’ApoE :
L'apo E joue un réle clairement établi dans le transport des lipides, mais il est
probable qu'elle joue dautres rdles notamment au niveau du systéme nerveux.
L'intervention de l'apo E dans la régénération du systeme nerveux ne semble pas
limitée a son rdle de transporteur du cholestérol; I'apo E peut également jouer un
réle dans la croissance neuritique, la toxicité neuronale ou la stabilisation du
cytosquelette neuronal (77).
L’Apo E intervient activement dans le phénoméne de transport a rebours du
cholestérol vers le foie en entrant dans la constitution de 1 a 2 % des HDL .elle
représente un ligand spécifique du récepteur de I’Apo E exclusivement hépatique, qui
interagit avec les lipoprotéines contenant I’ Apo E en vue de leur catabolisme (77).
- Réparation neuronale : L'apo E serait impliqué dans la réparation, la croissance et le
maintien de la myéline pendant le développement et aprés agression dans le systeme
nerveux.
- Toxicitée : L'étude de l'apo E, en tant qu'inhibiteur de prolifération cellulaire des
lymphocytes T a permis d'envisager un role toxique de l'apo E (77).
Plusieurs foncions peuvent étre également décrites pour 1I’Apo E, cette molécule
polymorphe et pléiotrope a permis d'apprécier I'effet modulateur puissant d'un géne et
de dévoiler les mécanismes qui expliquent I’expression de maladies répandues comme

I’athérosclérose et I’ Alzheimer et d’autres pathologies moins fréquentes (77).

5. Distribution tissulaire :
L'apo-E est présente dans les organes ou le cholestérol joue un réle important, car elle
sert a la captation cellulaire de cholestérol, a son transport et a sa redistribution a

l'intérieur de cet organe. L’apo E est synthétisé par de nombreux tissus. Des quantités
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importantes d’/ARNm d'apo E ont été détectées dans le foie, le cerveau, les poumons,
les reins, les ovaires... La source majeure de production d'apo E est le foie: il serait a
I'origine des 2/3, voire des 3/4 de I'apo E plasmatique. Le second site de production de
I'apo E est le cerveau (environ 1/3 de I'apo E du foie).Elle est aussi présente de fagon
notable dans le liquide céphalo-rachidien L'apo E est la principale apolipoprotéine du
systeme nerveux (77).

6. Impact du polymorphisme de I’Apo E sur le métabolisme des

Lipoprotéines :

Plusieurs auteurs ont révélé la capacité qu’avait I’Apo E a déterminer la destinée
métabolique des lipoprotéines. Cette capacité touchait en particulier les lipoprotéines
riches en TG et en cholestérol et qualifiées de résidus de chylomicrons et de VLDL
correspondant a la fraction lipoprotéinéique de densité intermédiaire (IDL) (78).
La conversion des résidus de VLDL en LDL est également réduite chez les individus
porteurs de l’allele E2. Les déficiences se traduisent par une augmentation des
chylomicrons et des résidus de VLDL dans le plasma, ce qui a pour effet d’induire
une augmentation du nombre de récepteurs, d’ou un taux plus bas de cholestérol et de
LDL-C plasmatiques,et un taux plus élevé des TG que chez les individus (E3/E3) . Si
les individus sont porteurs de 1’all¢le E4 (E4/E4,E4/E3),les caractéristiques sont alors
a I’inverse des individus porteurs de 1’allele E2. Le nombre de récepteurs B/E se
trouve ainsi diminué, d’ou des niveaux plus ¢levés de choléstérol et LDL par rapport a
ceux portant 1’allele E3 (E3/E3) (79).
La variation de répartition de I'Apo E dans les lipoprotéines en fonction de I'isoforme
d’autre part, associée a une différence d'affinité pour les récepteurs d’autre part,
pourrait expliquer les différences des concentrations plasmatiques moyennes en LDL
que I'on tentre les sujets 3/2 qui ont la plus faible concentration plasmatique, les sujets
4/3 et les sujets 4/4 qui ont la plus forte concentration plasmatique (80).

7. Le polymorphisme de I’apo E et le cancer colorectal :
L'apolipoprotéine E (apoE) joue un rble majeur dans le métabolisme des acides
biliaires, le cholestérol et les triglycérides, en agissant comme un ligand de liaison au
récepteur, et a récemment été proposé comme étant impliqués dans le processus de
cancérogenese. |l a été montré pour étre un inhibiteur puissant de la prolifération de
plusieurs types cellulaires. Slattery, M. L. et al. ont suggéré que l'apoE peut étre
efficace dans la modulation de I'angiogeneése, la croissance des cellules tumorale et les

métastases (80).
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Le polymorphisme du geéne de 1’apolipoproteine E est un facteur majeur dans le
métabolisme des lipides. il a été réecemment reconnu que ce polymorphisme serait un
facteur de risque potentiel pour le cancer colorectal, une étude a rapporté que 1’allele
E4 de I’ApoE pourrait étre un facteur de protection contre le cancer colorectal
contrairement au génotype de 1’allele E2 et E3, qui augmenterait le risque de
développer un carcinome du colon chez les sujet males (81).

L’ApoE peut influencer le développement du cancer colorectal au moyen de trois
voies possibles: la régulation d'insuline, [I’inflammation et le métabolisme des
lipides.

La premiere voie est la régulation d’insuline qui implique des variantes de 1'apoE qui
ont été associés a des taux de lipides et de triglycérides et ont influencé la sensibilité a
I’insuline. La deuxiéme voie a travers laquelle 1'apoE pourrait surtout réguler le
risque de cancer colorectal est une inflammation qui donne une association entre
PPARYy et la baisse des niveaux de protéines C-réactives en présence d'un allele E4 ,
la derniere voie possible est celle du métabolisme du cholestérol et des acides biliaires
I’apoE peut influencer 1’absorption du cholestérol luminal et le métabolisme des
acides biliaires, il a été suggérer qu’avoir 1’allele E4 peut augmenter le risque de
développer des calcules biliaires . La production des acides biliaires a été présumée
avoir un role important dans I’étiologie du cancer colorectal ; les gens avec
des calculs biliaires ont été demontrés dans quelques études pour avoir un plus gros
risque de développer les tumeurs proximales du cancer colorectal (81).

Etant donné le réle potentiel des acides biliaires dans I'étiologie du cancer colorectal,
il est raisonnable que le risque de cancer colorectal puisse étre modifié par le
génotype apoE.

En effet Les porteurs de I’all¢le €2 avaient des taux plus bas de cholestérol et de LDL-
C plasmatiques que les porteurs de 1’allele €3 (phénotype E3/3). Inversement, 1’all¢le
€4 s’associait a des taux plus ¢élevés de ces variables. Les études ont montré que I’effet
de diminution de I’allele €2 était environ deux a trois fois plus grand que 1’effet
d’élévation de I’alléle &4 sur le LDL-C (82).

Dans une étude brésilienne, on a trouvé que la présence du génotype €4/e4 seulement
dans le groupe témoin , suggeére son effet protecteur contre le CCR, ainsi l'analyse
des composants principaux du profil lipidique a confirmé la présence de niveaux
réduits de TC, LDL-C, VLDLC, et TG dans son ensemble dans le CCR par rapport
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aux témoins, et suggere des altérations dans la synthese des lipides et des voie
métaboliques (82).

On suspecte un role des acides biliaires dans I'apparition du cancer: l'augmentation de
la consommation de graisse entraine une augmentation de I'excrétion d'acides biliaires
qui aident a son assimilation. Les acides biliaires ainsi que leur précurseur cholestérol
sont intimement associés a la digestion, a I’absorption et au métabolisme des lipides.
Dans le c6lon, ils sont trés activement métabolisés par la flore en acides biliaires dits
« secondaires » pour les distinguer des acides biliaires primaires synthétisés par le
foie. Chez I’homme, les deux principaux acides biliaires secondaires sont les acides
désoxycholique et lithocholique. L’idée d’une association entre acides biliaires
secondaires et risque de cancer colorectal remonte au début de 1’année 1997 et,
depuis, un nombre considérable d’études sont venues conforter cette relation qui a fait
I’objet de plusieurs revues. Briévement, les acides biliaires les plus hydrophobes sont
toujours considérés comme les plus cytotoxiques. Ce sont de puissants détergents qui
peuvent altérer la perméabilité membranaire et permettre la diffusion de substances
toxiques a [I’intérieur des cellules ¢épithéliales. Les acides lithocholique et
désoxycholique sont considérés comme promoteurs de tumeurs colorectales. Ils sont
inducteurs d’un stress oxydatif dans les cellules coliques (83).

Il est prouvé que les niveaux sériques de cholestérol total (TC) et de faible densité
fraction du cholestérol des lipoprotéines (LDL-C) sont positivement corréelés avec
I'apparition de CCR (82).

L’Apo E module la concentration des acides biliaires fécaux, des substances qui
peuvent participer a la genése du cancer colorectal adénocarcinomes, en particulier du
cblon proximal, ou ils sont en contact direct avec la membrane muqueuse. Dans ce
cas, la présence de I'Apo E4 alléle est associée a des concentrations inférieures de ces
acides dans le tractus gastro-intestinal, ce qui suggére son réle protecteur contre CCR
(80).
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Patients et Méthodes
1- Patients

Populations étudiées
Notre étude a été effectuée aux services d’oncologie médicale CAC (Centre Anti
Cancéreux), laboratoire de Génétique et de Biologie Moléculaire au CHU
Constantine.
11 s’agit d’une étude transversale de type cas-témoins, Elle a duré deux mois et a porté
sur deux populations, I’une des témoins et I’autre des malades.
Population des malades
Ce groupe de patients comprend 25 malades des deux sexes atteints de cancer du
colon et/ou du rectum, &4gé de 20 & 70 ans, habitant I’Est Algérien.
Les témoins : population générale de référence, sujets sains des deux sexes (présumés
en bonne santé) habitants a Constantine durant la période de 1’¢tude et agés de 20 a
plus de 60 ans.
Critéres d’inclusion des malades
Tous les patients admis au service chimiothérapie atteints de cancer du colon et/ou du
rectum, en cours de traitements, patients en rémissions d’un CCR se présentant pour
un contréle et tous les patients réecemment diagnostiqués pour un CCR et venus pour
une consultation.
Critéres d’exclusion :
Pour les malades :

e Sujets refusant le prélevement.

e Sujets souffrants de déshydratation.

e Sujets aux veines fragilisées par la chimiothérapie.

2- Méthodes

1. Prélévement sanguin
Le prélévement sanguin préconisé pour I’extraction de I’ADN est recueilli stérilement
dans un tube a EDTA en quantité de 5 a 10 ml, apres consentement du patient. Les
tubes portent des étiquettes avec les noms et prénoms des patients ainsi que la date du

prélevement.
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2. Questionnaire et Enregistrements
2.1. Questionnaire
Un questionnaire a été réalisé afin d’enregistrer toutes les informations nécessaires a
notre étude avec le malade lui-méme et par la consultation de son dossier médicale
(annexe 1).
2.2.  Enregistrement
Les tubes de prélévement sont étiquetés, numérotés et est mentionné dans un cahier

d’enregistrement pour assurer la bonne démarche du travail.

3. Extraction de ’ADN
3.1. Principe

L’extraction de I’ADN consiste en 1’isolement de leucocytes du sang total par une
lyse hypotonique des globules rouges ; ils seront ensuite traités par :
Un détergent Sodium dodécyle sulfate (SDS), qui posséde une action lytique sur les
membranes cellulaires, il inhibe les nucléases et dénature les protéines par destruction
de leur structure tertiaire, une protéinase K, qui dénature et dégrade les protéines.
L’ADN nucléaire sera libére des différentes protéines ainsi digérées et éliminées par
précipitation au Na Cl. Le surnagent ainsi récupéré est traité par de 1’éthanol pur, dans
lequel une pelote de ’ADN se forme par précipitation a 1’éthanol. L’ADN est
solubilisé en phase aqueuse, sa pureté ainsi que sa concentration sont estimeées par
spectrophotométrie a UV. (Protocole en Annexe 2)
4. Génotypage de ’Apo E
Elle consiste a amplifier une partie de I'ADN contenant le géne Apo E, puis de
différencier les génotypes par digestion d'une enzyme de restriction spécifique. La
détermination du génotype a été effectuée en plusieurs étapes successives :
4.1. LaPCR (Polymérase Chaine Réaction)
La PCR est une technique de biologie moléculaire, mise au point en 1985 par Karry
Mullis et développée par Henri A. Herlich et ses collaborateurs de la compagnie
CETUS (Californie, USA).
4.1.1. Préparation du milieu réactionnel (mix) de PCR
Pour préparer le milieu réactionnel, multiplier la quantité de chaque composant par le
nombre de tubes voulu + un. L’ADN est amplifié par PCR a I’aide des deux amorces
encadrant la région comprenant les deux codons polymorphes des acides aminés 112
et 158 de I’Apo E (Annexe 3, Tableau 3).
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4.1.2. Déroulement des cycles de la PCR

Chaque cycle de la PCR repose sur trois étapes indispensables : Dénaturation,
hybridation et élongation (Annexe 3, Tableau 4).

4.1.3. Controéle des produits de la PCR
Le Contrdle de La taille des fragments amplifiés s’effectue par une électrophorése sur
un gel d'agarose a 1.5 % additionné de 10 ul de BET (Bromure d’éthidium).
Dans chaque puits du gel, il est déposeé :
- 15 ul de produit d’amplification + 2 pl BBP (Bleu de Bromophénol).
- 3 ul de marqueur de taille (PM 100pb LADDER, ref.018209) +10 pl H20 +2ul BBP
Les dépdts se font du coté cathode (-). Le systeme soumis a une migration sous un
courant de 90 a 120 volts pendant 30 min .Cette analyse permet aussi, d'observer si
une éventuelle contamination de I'ADN est survenue au cours de la PCR.
Apres la migration, le gel est soumit au rayon UV. Les molécules de Bromure
d’Ethidium fixées aux ADN émettent une lumiére visible et photographiable et
permettent de visualiser les fragments amplifiés sous forme de bandes fluorescents de

méme taille.

Figure 12: Profil d’électrophorése sur gel d’agarose 1.5% des fragments amplifiés
(292pb) par PCR

4.2.  Digestion des produits de PCR par I'enzyme de restriction Hhal
Préparer le milieu de digestion de I'enzyme Hhal pour le nombre de tubes voulu + 1
témoin (Annexe 6, Tableau 8).

Les produits de la PCR sont soumis a une digestion enzymatique par Hhal. lls sont
incubés pendant une nuit dans un bain marie a 37°C. Apres incubation ils sont
concentrés au speed -vac (System ISS 40-SAranta).

L'Hhal est une enzyme de restriction produite par Haemophilus haemolyticus. Elle

reconnait et clive la séquence GCG C codant pour les Arginines en position 112 et
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158 (isoformes E3 et quant aux séquences GCGC codant pour les cystéines en
position 112 (isoformes E2 et E3) ne sont pas reconnues par 1’enzyme ni coupées a ce

niveau (Figure).

Hha I

(enzvme de restriction)

Mgi+
Mathylation O
2 HZD
NNNNGCGZNNNN S . NNNGCG + CNNNN
NNNNCGCGNNNN NNNC GCGNNNN
ADN a 2 brins ADN "digére"

Figure 13: site de restriction par I'enzyme Hhal

4.2.1. Condition de migration

4.2.1.1.  Préparation d’un gel d’acrylamide 10% (Annexe6.Tableau9):
Apres préparation de persulfate d’ammonium 10% (0.01g dans 100 [J1 H20).
Monter le support du gel : maintenir deux plaques de verre bien serrées verticalement
et séparées par un joint de 2 mm d’épaisseur et placer de chaque coté des pinces
fixatrices.
L’addition de persulfate d’ammonium et de Temed (agents polymérisants), juste avant
de couler le gel (risque de polymérisation dans le bécher).
Homogénéiser, couler immédiatement en versant le contenu de bécher entre les
plagques de verre par une seringue en ayant soin de ne pas faire de bulles.
Placer le peigne plat afin de former les puits et laisser polymériser a température
ambiante pendant 1h 30 min a 2 heures.

4.2.1.2. Dépdts des échantillons
Quand le gel est polymérisé, plonger le systeme (gel + électrodes) dans la cuve
verticale contenant un volume (450ml) du tampon Tris Borate EDTA (TBE 1X) Oter
le peigne et deposer delicatement au fond de chaque puits un échantillon ou marqueur
(Annexe 3).
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4.2.1.3. Migration

Mettre sous tension le générateur a un voltage élevé soit 250 volts durant 1h 30 min a
2 h. La migration est terminée, quand le bleu atteint le bas du gel.

4.2.1.4.  Coloration
Apres préparation du colorant avec 100 ml de TBE 1X et 10 ul de BET dans un bac.
- Glisser délicatement le gel de fagon horizontale dans le bac pendant 10 a 15 min.
- Décolorer le gel, en I’'immergeant dans un bac contenant du TBE 1X de 10 a15 min.
- Visualiser le gel aux UV et prendre une photo.

4.2.1.5. Révélation du profil éléctrophorétique
Le BET fluorescent aux UV s’est fixé sur I’ADN (cette molécule s’intercale entre les
bases de la molécule d’ADN) et va permettre de visualiser les fragments de restriction

dans le gel placé sur la table a UV.

M(20pb _E

Figure 14: Profil d’électrophorése sur gel d’acrylamide des fragments issus par

clivage de Hhal E
4.2.2 Profils RFLP obtenus

Chacune des isoformes de I’Apo E se distingue par une combinaison unique de
polymorphisme des longueurs de fragments de restriction (RFLP) issus par clivage de
Hhal et possédant différentes tailles (Figure 15, tableau 2).

Chaque allele a un site de coupure spécifique. L'allele €2 (Cys112, Cys158) est
caractérisé par I'absence de codon CGC de l'argénine 158, par conséquent la coupure
donne un fragment de 83 pb spécifique de cet alléle et un fragment 91 pb encadrant le
site 112.
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L'allele €4 (Argl12, Argl58), se distingue par la présence du codon CGC en position

158, par conséquent, I’enzyme agit a ce niveau et libere deux segments d'’ADN 48 et
35 pb, un fragment 72 pb issu de clivage a la position 112.

L'allele € 3 (Cys112, Argl58), c'est lI'allele commun, se caractérise d'une part par la
présence du fragment 91pb due a lI'absence du codon CGC au position 112 retrouvé
dans l'alléle € 2 et dautre part par la présence des fragments 48 et 35 sont retrouvés

également dans l'alléle € 4.

£ 2 Cys-Cys Cys Cys
62 16 |18 8 |7 14
Cys-Arg Cys 13 Arg
62 |10 | | l |71 ][4
€4 Arg-Arg Alg Alg
. 62 1] 72 ll@ |18 | JY J7 4
Figure 15 : Digestion par Hha I des trois alléles.
€3/e3 e3/e4 e3/e2 ed/ed ed/e2 €2/e2
83 83 83
72 72 72
62 62 62 62 62 62

Tableau 2: Tailles des fragments de restriction en (Pb) correspondants aux six

génotypes possible
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Résultats et Discussions

Nos résultats concernent une population de patients atteints du CCR, corrélés a un
groupe des témoins supposés sains, en tenant compte de 1’age et du sexe.
1- Répartition des patients selon I'age et le sexe :
e Les sujets témoins
Les sujets témoins sont au nombre de 25 répartis entre:
- 12 du sexe masculin soit 48%

- 13 du sexe féminin soit 52%

® Homme

B Femme

Figure 16: répartition des témoins selon le sexe
-1ls sont classés en tranches d'age de 20 ans a plus de 60 ans. (Tableau2, Figurel6)

Tableau 9: représente la répartition des sujets de référence selon I'age et le sexe

Homme Femme Total
Age n % n % n %
120-30] 1 8.33 3 23.07 4 16
1 30-40] 1 8.33 2 15.38 3 12
1 40-50] 4 33.33 2 15.38 6 24
1 50-60] 5 41.67 4 30.76 9 36
>60 1 8.33 2 15.38 3 12
total 12 100 13 100 25 100
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45,00%
40,00%
35,00%
30,00%
25,00%
20,00%
15,00%
10,00%

5,00%

0,00%

v 41,67%
1
L~ 33,33%
6%
1
23,07%
'/ 4 B Homme
- mF
b emme
15,38% 8% 15,38%
1
120-30] 1 30-40] 140-50] 1 50-60] >60

Figure 17 : Répartition de la population de référence selon I'dge et le sexe

e Les sujets malades

Les sujets présentant un Cancer colorectal sont au nombre de 25 répartis entre :

- 10 du sexe masculin soit 40%

- 15 du sexe féminin soit 60%

H Homme

H Femme

Figure 18:

Larépartition des sujets présentant un cancer colorectal selon le sexe.

On observe que les hommes et les femmes représentent 40% et 60% respectivement ;

Ces résultats obtenus durant notre étude ont montrés une prédominance d’atteinte du

cancer du colon chez les femmes que les hommes. Contrairement a ce qui a été

retrouvé dans nombreuses études, celle épidémiologique réalisée a travers 1’Ouest

algérien dans une période allant de 2000 a 2006 ou I’échantillonnage comporte 501

patients atteints de cancer du célon (272 hommes, soit 54 % et 229 femmes, soit 46

~ 34 ~




Résultats et Discussions

%) avec un sex-ratio de 1,2 (84). Les résultats obtenus s’approchent de 1’étude de
Rougier P 2004 (France) au sex-ratio de 1,5 (85). Montrant cette Iégere prédominance
masculine d’atteinte par le cancer du colon.

Nos résultats refletent d’un recrutement tres limité en nombre de sujets malades qui
coincidait avec une admission plus ou moins élevé de femmes que d’hommes dans
cette période d’étude et avec un sex ratio de 0,56.

La répartition selon le sexe el 1’age des malades présentant un cancer colorectal est

représente dans le tableau 3, figure 19 :

Tableau 10: Répartition des sujets présentant un CCR selon I'age et le sexe.

Homme Femme Total
Age n % n % n %
] 20-30] 0 0 0 0 0 0
] 30-40] 0 0 3 20 3 12
] 40-50] 3 30 2 13.33 5 20
] 50-60] 4 40 8 53.33 12 48
>60 3 30 2 13.33 5 20
total 10 100 15 100 25 100
60% v
50,33%
50% 1%
409
a0%
30% 30%
B Homme
30% i
B Femme
20%
20% I
33% 33%
10% 1
0, 0, 0,
L
0% T T T T 1
120-30] ] 30-40] ] 40-50] 1 50-60] > 60

Figure 19: Répartition des malades atteints d’'un CCR selon I'age et le sexe.
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En ce qui concerne la répartition selon I'age et le sexe du cancer colorectal : Durant
notre étude et pour les deux sexes, nous n‘avons pas trouvé de cas de CCR dans la
tranche 20-30 ans. Comme le montre la figure 18 une absence de la maladie chez chez
le sexe masculin de 30 a 40 ans puis il existe une diminution de ’atteinte par le
CCR chez les femmes dans la tranche de 40-50 ans , ce qui est plus remarquable
encore dans la derniere tranche , alors qu’on trouve que les hommes sont plus atteints
que les femmes pour la tranche d’age 50 & 60 ans .
Nos résultats montrent une diminution de 1’atteinte par cette maladie dans la derniere
tranche d'age pour les deux sexe ce qui s’oppose avec de nombreuses enquétes de
grands effectifs. Celles-ci ont montré que les CCR augmentent avec 1’age pour les
deux sexes aprés 1’age de 50 ans (86,87, 88, 89,90).
La non concordance avec nos résultats s’explique par plusieurs facteurs :
- le nombre de notre échantillon est limité
- les sujets ageés refusent souvent le prélevement
- les sujets agés ne supportent pas la lourdeur du traitement par chimiothérapie
- leur état de santé défectueux rend tout prélevement difficile.

2- Répartition des sujets malades

2.1 Selon la localisation de la tumeur

Le tableau et le graphique présentés ci-dessous expriment en pourcentages la

localisation du cancer chez la femme et ’homme confondus

Tableau 11: Répartition des sujets malades selon la localisation de la tumeur

Localisation de la
tumeur

colon rectum Recto-sigmoidien
N % N % N %
17 68 3 12 B 20
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M colon
M rectum

M Recto-sigmoidien

Figure 20: Répartition des sujets malades selon la localisation des tumeurs

Concernant la localisation de ce type de cancer, nos résultats montrent que le colon
est touché dans 68 % des cas, le rectum lui est a 12 %, quand au cancer Recto-
sigmoidien représente 20%. On peut donc conclure que le colon est le plus affecté par
le cancer chez les deux sexes en accord avec plusieurs études, en effet environ un tiers
des cas sont localisés dans le rectum, dans les derniers 15 cm du gros intestin (91).
Et environ 40 % des cancers touchent le rectum et 60 % le cdlon, ou la localisation

principale est le sigmoide. (92)

2.2 Selon le stade TNM :

Tableau 12: Répartition des sujets malades selon le stade TNM

1

Stade 0 8.33
Stade | 0 0
Stade 11 10 83.33
Stade 111 1 8.33
Stade IV 0 0
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90,00% -
80,00% <~

70,00%

60,00% 1

50,00%

y B nombre de malades
40,00%

30,00%

20,00% <

e -
— e

0,00% . . . . T
stade 0 stadel Stade Il Stade lll  Stade IV

Figure 21: Répartition des sujets malades selon le stade TNM

Malheureusement dans le cas de la répartition selon le stade TNM on a pu obtenir

que 12 patients parmi les 25, qu’était bien mentionné le stade TNM sur leur

dossier médical, les résultats montrent que le stade Il est le plus fréquent dans

notre étude avec un pourcentage tres élevé par rapport aux stades.
La survie des patients ayant un cancer colorectal dépend de différents facteurs
pronostiques dont : le stade du cancer, l’atteinte ganglionnaire, la présence de
métastases, la précocité du traitement, la profondeur de I’envahissement pariétal,
I’existence d’une invasion par contiguité aux organes de voisinage.
Le cancer colorectal est un cancer de bon pronostic lorsqu’il est diagnostiqué a un
stade précoce (stade | selon la classification TNM). Le taux de survie relative a 5 ans
varie en fonction de la classification TNM :

v 94 % pour les cancers diagnostiqués au stade | ;

v 80 % au stade Il ;

v 47 % au stade 11 ;

v' 5 9% au stade IV.
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2.3 La répartition selon les wilayas

Tableau 13: La répartition selon les wilayas

1 4

Guelma

Sétif 3 12
Constantine 15 60
Mila 2 8
Biskra 1 4
Jijel 3 12
total 25 100

H Guelma

| Sétif

m Constantine
H Mila

M Biskra

m Jijel

Figure 22 : larépartition des malades selon les wilayas

Notre population malade est de la région de I’Est algérien qui présente des fréquences
différentes de cancer colorectal dans chaque wilaya.
Suivant cette étude nous avons trouvé que les wilayas les plus touchés par le cancer
colorectal sont : Sétif, Constantine, Jijel.

Dans une autre étude la répartition de cancer du cdlon dans la population de
I'Ouest Algérien comporte les villes suivantes : Oran, Mascara, SBA, Relizane, Ain-
Temouchent selon la période de 2000 a 2006. (105)
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Pour ce qui est des pays d’Afrique de Nord on peut résumer I’incidence du

cancer colorectal dans le tableau suivant :

Tableau 14 : le cancer colorectal en Afrique du Nord. (106)
Paye
Afrique du nord
Algérie
Egypte

Lybie
Maroc

Soudan

Tunisie

Cette différence de répartition est due a plusieurs facteurs ethniques,
environnementaux, les habitudes alimentaires, le mode de vie, qui peuvent intervenir
soit comme facteur protecteur, en diminuant le risque d’étre atteint de cancer

colorectal, ou en tant que facteur de risque.
3- Les facteurs de risques du cancer colorectal :

Parmi les facteurs de risque que nous avons étudiés sont : le tabagisme, la sédentarité
et l’alimentation.ces facteurs ont été choisis car ils semblent avoir un effet

considérable sur I’atteinte et la progression du cancer colorectal.
3.1 Répartition des malades selon la prise du tabac :

Dans notre étude le sexe féminin est négligé de cette partie car dans la population des

malades, Les fumeurs n’étant que des hommes. (Tableau 7, Figure 23).

Tableau 15: représentant la répartition des malades selon la consommation du tabac

Non fumeurs Fumeurs
N % N %
6 60 4 40

On peut observer que sur 10 hommes, il y a 6 soit 60% ne fument pas, et que 4
homme soit 40 % des hommes atteints de CCR est fumeur.
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m Non fumeurs

M Fumeurs

Figure 23 : Répartition des fumeurs et des non fumeurs dans le CCR selon le sexe

masculin

Dans notre étude, on peut remarquer que le risque du cancer colorectal augmente en
fonction de la consommation de tabac, plus le nombre des cigarettes consommé par
jour est élevé, plus le risque de CCR est accru, en accord avec plusieurs études qui ont
montré que deux facteurs principaux interviennent(95), le nombre de cigarettes
consommeées en une journée (96) et la durée en année (95), (97).

Le réle du tabac en tant que facteur de risque, a été bien établi, la fumée du tabac
contient plus de 50 molécules potentiellement carcinogénes, au moins 20 d'entre elles
sont directement impliquées dans l'induction de cancers chez I'nomme, au premier
plan des quelles les hydrocarbures aromatiques polycycliques (PAH) contenus dans le
goudron forme de gros adduits au niveau de I'ADN. Devant des adduits volumineux,
I'ADN polymérase peut s'arréter, ou placer une base inadéquate en regard du site non
instructif.

La prévalence des transversions G — T au niveau de mutations de p53 est de 40%
chez les fumeurs contre 10 chez les non fumeurs et les nitrosamines dérivées de la
nicotine conduisent a I'addition d'un radical alkyle (R-CH2+) a un site nucléophile de
I'ADN, produit par I'nydroxylation d'un carbone aliphatique de la molécule (Pr
Bergerat. 2006 )

Le Pr Ag Mourad Abid a démontré qu'un usage abusif et a long terme de la
cigarette (20 paquets-années) augmente de 2 a 3 fois le risque d'apparition de gros
adénomes colorectaux .1l est maintenant démontré que le risque de développer un
cancer colique ou rectal est accru chez les hommes ayant fumé de 30 a 40 paquet-
années selon 1’étude de Pr Ag Mourad Abid (99).
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3.2 Répartition des malades selon I’alimentation

Pour réduire le risque de cancer, les organisations de santé internationale
recommandent une alimentation équilibrée et diversifiée, un apport calorique adapté
aux dépenses énergétiques et une activité physique réguliére. Selon un rapport
international de 2009, environ un tiers des cancers pourraient étre évités en suivant

ces regles. (100)

Tableau 16: la répartition des malades selon la consommation de certains aliments :

Viande rouge & 19 72 8 32 1 4
blanche

Le tableau représente la répartition des malades selon la consommation de certains

aliments, qui semblent avoir un effet sur le risque de CCR.

80% 72%

70% -

60% - 56%

50% -
M 1 fois/semaine

40% -
° 2% | 2 fois/semaine

30% - i plus 2 fois/semaine

20% -

10%

0%

%

viande rouge

poisson

& blanche

Figure 24 : larépartition des malades selon la consommation de certains aliments.

La viande :

Nos résultats montrent que le nombre des malades qui ne consommaient pas ou peu
de viandes est plus élevé par apport a ceux qui mangeaient des quantités plus
importantes. D’apres ces résultats, la viande rouge ne semble pas étre un facteur de
risque pour le CCR dans notre étude ce qui contredit plusieurs études qui ont prouvé
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que la viande rouge riche en gras est associée a un risque accru de CCR environ 18%
(homme) et 48% (femme) (101).

On peut expliquer la non concordance avec nos résultats d’une part par le fait que
notre population malade est d’un effectif limité¢ en comparaison avec celui des études
publiées , insuffisant pour arriver a des statistiques significatives ,d’autre part que les
malades n’ont pas donné¢ des informations exactes en ce qui concerne leur
alimentation qui ne suit pas un programme régulier , de plus puisque les viandes
rouges sont chéres , les malades n’ont pas tous la capacité financi¢re pour en acheter

et consommer réguliérement.

Les poissons

Le tableau N° 8 montre que la consommation du poisson une fois par semaine est de
56% et de 32% pour 2 fois par semaine et quasi inexistante plus de 2 fois/semaine.
Nos résultats illustrent que 1’alimentation de la population malades est pauvre en
poisson et le nombre de malades augmente avec la diminution de consommation de
poisson qui pouvait avoir un role protecteur en accord avec plusieurs études chez les
animaux et in vitro indiquent que des acides gras de chaine longue dont I’huile de
poisson est riche, pourraient inhiber la carcinogenése. (102)

Les légumes et fruits et les produits laitiers :
Tableau 17 : Répartition des malades selon la consommation des Iégumes, fruits et les

produits laitiers
- Moins de 1 fois/jour 2fois/jour 2 fois ou plus/jour
- % o %o

Légumes et 14 56 8 32 0 0
fruits
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60% - ~"56%

- 48%
50%

40% -

M Moins de 1 fois/jour

30% .
m 2fois/jour

20% 2 fois ou plus/jour

10%

0% T T f
légumes et Produits
fruits laitiers

Figure 25: la répartition des malades selon la consommation des légumes, fruits et les

produits laitiers

La majorité des malades consommaient moins qu’une fois par jour les différents
Iégumes et fruits ainsi que les produits laitiers alors que la minorité voire aucune des
personnes les consommaient 2 fois par jour ou plus.

Les mécanismes qui ont été évoques pour expliquer le rdle protecteur des fibres sont
multiples : élimination de carcinogénes par voie physique (adsorption), influence sur
le métabolisme des acides biliaires (inhibition de la production d’acides biliaires
secondaires mutagenes). Les fibres diminuent le risque d'attraper un cancer du colon
en faisant évacuer les matiéres alimentaires résiduelles de l'intestin et aussi en
réduisant le contact des substances cancérigenes, quand elles sont présentes, avec la
muqueuse du colon. (103)

Une étude récente de la prestigieuse revue Nature, montre que 1’alimentation
occidentale est riche en gras, en viande et pauvre en fibres, contrairement a
alimentation du tiers monde qui est riche en végetaux, Ce n’est que suite aux
bouleversements alimentaires associés a l’industrialisation de la nourriture, et en
particulier I’arrivée de la malbouffe, que I’incidence de cette maladie a littéralement
explosé pour devenir une cause majeure de mortalité dans la société. Cette influence
de I’alimentation est bien illustrée par les extraordinaires variations de ’incidence de
cancer du c6lon entre différentes régions du globe.

Pour mieux comprendre comment les différences dans 1’alimentation des Africains et
des Afro-américains pouvaient contribuer a ces variations de cancer colorectal, des

scientifiques américains ont eu 1’idée d’interchanger les habitudes alimentaires de ces
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deux peuples. Pendant deux semaines, 20 volontaires africains ont consommé un
régime americain typique (riche en gras et pauvre en fibres), tandis qu’a I’inverse 20
volontaires afro-américains ont été soumis a un régime africain (riche en végétaux, en
fibres et pauvre en gras). A la fin de I’étude, les scientifiques ont mesuré une panoplie
de phénomenes connus pour participer au développement du cancer colorectal,
notamment la composition de la flore microbienne de I’intestin et I’inflammation de la
muqueuse.

Les résultats de cette étude sont tout a fait renversants et démontrent & quel point

I’alimentation exerce un impact majeur sur la santé de I’intestin. (104)

3.3 Les antécédents familiaux :

Tableau 18 : la répartition des malades selon les ATCD familiaux

Avec des ATCD Sans des ATCD

N % N %
1 4 24 96

H Avec des ATCD
M Sans des ATCD

Figure 26: la répartition des malades selon les ATCD familiaux

D’apres les résultats de cette étude, on a trouvé que les malades ayant des ATCDF,
représentent 4% de la population, donc la forme héréditaire de cancer colorectal est
rare par apport a la forme sporadique. En accord avec I’étude frangaise qui a retrouvé
que le cancer colorectal survient le plus souvent de maniére sporadique et il ne s’agit

d’une affection héréditaire que dans environ 5% des cas (93).
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Les études epidémiologiques de cohortes ou cas-témoins ont toutes montré
I’augmentation du risque de développer un cancer du colon pour un sujet dont un
parent au premier degré a été atteint par cette maladie. Ainsi le risque est compris
entre 2 et 3 pour un apparenté au ler degré d’un sujet atteint. Ce risque est
inversement corrélé a 1’age de survenue du cancer chez le proposant et il est corrélé

au nombre de malades atteints dans la famille (94).
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Conclusion et perspectives

Le cancer colorectal présente un véritable probléme de santé publique, sa fréquence
est en croissance progressive dans notre population algérienne. Notre étude avait
pour objectif de déterminer les facteurs de risque associés aux CCR ainsi sa relation
avec un facteur génétique qui est le polymorphisme de I’ Apo E.

A Dlinstar de nos résultats, le CCR augmente considérablement avec 1’age chez les
deux sexes avec une prédominance féminine 60 %. On a pu déduire qu’un certain
nombre de facteurs semblent étre associés a un risque de cancer colorectal : comme
le tabagisme qui pourrait contribuer dans 1’apparition du cancer, nos données
suggeérent également que I’alimentation pourrait jouer un réle important dans
I’étiologie de cette pathologie d’ou la consommation de fruits, légumes ainsi que les
produits laitiers peuvent diminuer le risque de tumeurs colorectales par contre la
consommation de viande rouge connue par son effet prédisposant le CCR n’était pas
significative dans notre étude. Par contre la consommation du poisson semble avoir
un role protecteur, et est en rapport avec une diminution du risque de CCR dans notre

groupe de malades.

Malheureusement pour 1’étude du polymorphisme de I’apo E : Malgré que nous avons
réalisé ’application de tout le protocole du génotypage, nous avons été confronté a la
fin, @ un probleme technique (nous dépassant) ce qui a mis impossible de réussir la
révélation des résultats des différents génotypes attendus. Pour cela nous n’avons pas

pu atteindre 1’un des objectifs majeurs de notre étude.

Enfin, les associations observées soutiennent I'nypothese que les CCR pourraient étre
modifiés par des facteurs environnementaux.

Par ailleurs en perspectives, afin de mieux cerner les risques, identifier les facteurs de
grande causalité de ce type de cancer et améliorer les connaissances de pouvoir
évaluer leurs effets sur le risque de CCR, cela nécessite :

- Une enquéte plus approfondie avec élargissement de la taille des populations
étudiées.

-Incorporation des dosages de profil lipidique qui pourrait agir indirectement sur le
phénomeéne carcinogenese du cancer.

- Etude d’autres facteurs de risque de prédisposions génétique aux cancers

colorectaux
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En outre, il est important de s’intéresser a ce groupe de patients afin d’améliorer les
stratégies d'intervention alimentaires et mode de vie, cela pourrait réduire

efficacement le risque.
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Annexes
Annexe 1 : Fiche de renseignements du patient

Fiche de renseignements du patient

WO 5 svawnmeesesesmms e
Date et lieu de naissance ..
Etatcivil.......................

OBENE SHAMGUE:. ...+ eoeooeemsersoevseessersesemmemsn

Caractéristiques cliniques au diagnostic:

Diagnostic de lamaladie :................ooooiinn...

Age au moment du diagnostic: ............ Année de diagnostic.........cccooiiannnnes
Diabéte toui ] non({ ] Dyslipidémies : oui 31 non [J

Maladies cardiovasculaires :oui [] non[_] Typedemaladie........................
ADres ATCD DOTSONMMICIS: ..c.uniessmmasusisnmams e smmmisas s s e s an e s oo

Analyses biologiques
CAL9D.sviccnssmssvaiss ACE oo svvsvmmuesvessimwis ABTES . .uoviavsavien
Examens cliniques:

TERNIOMBORNCT . .voxm i om0 7 A A D 388 SR R B R S R O 8 58

Chirurgie seule
Chirurgie + CT

Caractéristiques tumorales

A- Données macroscopique :
- Localisation tumorale : rectum []colon sigmoide [] colon gauche []

colon transverse [ ] colon droit [}
- Aspect: bourgeonnant [] infiltrant (] plan[]
- Polypes synchrones : Absents [] présents [ ]
- Métastases synchrones : Absentes [] présentes []

B- Données histologiques :
- Type d’adénocarcinomes : bien[_] moyennement [_] peu différencid_]
- Envahissement en profondeur : Intramugquex (Tis) []
Limité a la sous muqueuse (T1) ] Limité a la musculeuse (T2) []
Envahissement a la sous séreuse (T3)[]
Envahissement de séreuse ou a des organes de voisinage( T4)[]}
- Extension ganglionnaire :
Nombre de ganglions prélevés [[] Nombre de ganglions envahis []
E  ISEA0ES PEINIVLE .oosisamnininainnmsmsmimersisioissisinsiisnsiainlsmel s isssois o osisana




Habitudes de vie personnelle :

Prise du tabac :
Non fumeur [] Fumeur actuel [ ] Ancien fumeur [] date d’arrét................ccc.... .

Pratique d’une activité phls1que (sports ,marche, vélo ..
Moins d’une heure/ semaine [_] 1 & 3 heures /semaine D plus dc 3 heures /semaine []

Consommation d’alcool
Jamais []  occationnelement [(] 2 a3 fois /semaine [ ]  tous les jours []

Régime alimentaire :
Consommation de viande rouge (bceuf, agneaux... ....)
1 fois /semaine [] 2 4 4 fois /semaine [] plus de 5 fois /semaine []

Consommation de volailles et/ou de viande blanche (poulet,dinde ,Japin ........)
1 fois /semaine [] 2 a 4 fois /semaine []  plus de 5 fois /semaine []
Consommation de poisson :

1 fois /semaine [] 2 a4 fois /semaine [_]  plus de 5 fois /semaine []

Mode de cuisson privilégié
Au four avec matiére grasse [ ] Au four sans matiére grasse [ grillades[ ] vapeur[ ]

Consommation de légume :
Moins de 1 fois /jour [] 2 fois /jour [] 2 fois ou plus /jour []

Consommation de fruits :

Moins de 1 fois /jour [] 2 fois /jour (] 2 fois ou plus /jour []

Consommation de produits laitiers (lait, fromage, yaourt, créme.......) :
1 fois /jour ou moins [] 2 fois /jour [] 3 fois /jour (]

Antécédents tumoraux personnels:

Antécédents familiaux :

TypedecancerduPére : .........c.eevvnenn. Typede Cdelamére :................
Age de diagnostic...........c..eeuenee. Age de diagnostic.............ceueeee.
TypedeCdufrére ;....cooevvviniinnninnnes Typede Cdelasceur :...............
Age de diagnostic............coveviiiiiinnnn. Age de diagnostic..............co.eue.
Collatéraux:

Parent 1t vonmsmanssisvemssssissesas Parent 2 ¢ visismenesvavevais
Lien de parenté:.........ccocvvviviiniiniiininnn. Liende parenté:..........coevenennnn
Age de diagnostic.............ceeevneennnennnen Age de diagnostic.....................
071, o T Type de cancer. .....c.ccvvavinvivinns




Arbre généalogique :

Nom de I'investigateur ........................ Lieu d’investigation :......




Fiche de consentement du patient

Centre hospitalier Universitaire de Constantine
Gastroentérologie /Centre Anti cancéreux
Laboratoire de Biologic et génétique moléculaire
Etude génétique du Cancer colorectal

Dans le cadre de :

Etude de prédisposition génétique aux cancers colorectaux

Je soussigné(e) :
Nom :

Prénom :
Date de naissance :

-Déclare avoir pris connaissance des informations explicatives concernant cette étude.

- Paccepte le prélévement sous les conditions décrites en gardant tous mes droits
stipulés par 1a loi algérienne

- Jaccepte ce type de recherche :
- Je m’oppose i ce type de recherche :

-En cas de réponse affirmative, je souhaite que les résultats puissent m’étre communiqués

oul NON
Signature du patient(e) : Signature de Doctorant (investigateur)
En licu et date :

Signature du Médecin



Annexe 2 : Extraction d’ADN
-Les étapes de I'extraction de I'ADN :
1- Preéparation des leucocytes
- Dans un tube Falcon de 50 ml ; mettre le sang total (7-10 ml) et compléter a 45
- Mlavec du TE 20 :5. Laisser 10 min dans la glace.
- Centrifuger 15 min a 3900 g (3900 rpm).
- Déverser le surnageant prudemment afin de garder le culot leucocytaire
- Précipité au fond de tube.
- Rajouter le TE 20:5 au culot jusqu’a 25-30 ml, agiter pour le remettre en
- Suspension et laisser 10 min dans la glace.
- Centrifuger dans les mémes conditions précédentes.
- Déverser le surnageant : obtention d’un culot de leucocytes.
(Si on s’arréte a ce niveau, les mettre dans un tube nunc de 1.5 ml avec du TE
10 :1 et les conserver a -20°C dans un congélateur).
2- Extraction de PADN
- Décongeler les leucocytes.
- Centrifuger pendant 15 min a 3900 rpm
- dilacérer le culot de leucocytes soigneusement afin de les prendre completement
- et les mettre dans un tube Falcon conique de 15 ml.
- Ajouter 3 ml de tampon de lyse (NaCl 400 mM,EDTA 2mM,Tris 10mM,PH 8.2)
- Ajouter 200 uL de SDS & 10% (100 g SDS + 1000 ml H20)
- Ajouter 100 uL de protéinase K a 10 mg / ml.
- dans I’étuve,Agiter le tube sur une roue rotative a 37°C pendant une nuit.
- Le lendemain ; refroidir dans la glace.
- Ajouter 1 ml de NaCl 4 M et agiter rigoureusement a la main.
- Remettre 5 min dans la glace (précipitation des protéines).
- Centrifuger 15 min a 2500 rpm.
- Transvaser le surnageant dans un tube Falcon de 50 ml , ajouter 2 fois son
- volume d’éthanol absolu (100%) préalablement refroidi et agiter en tournant le
- tube plusieurs fois : la formation de la méduse visible a I’oeil nu . (laisser
- éventuellement 30 min a —20°C si la pelote d’ADN ne se forme pas).
- Récupérer la pelote d’ADN par une pipette pasteur et la rincer 2 fois dans

1’éthanol a 70% dans un tube nunc (eppendorf) stérile.



3- Solubilisation de ’ADN :
- L’ADN est réhydraté en ajoutant entre 300 et 1000 pL. de TE 10 :1 selon la
grosseur de la pelote et la concentration souhaitée.
- Laisser une nuit sur agitateur rotateur a 37°C, puis a température ambiante
jusqu’a dissolution compléte (de 1 jusqu’a 3 jour).
Annexe 3 :

Tableau 3: Préparation du milieu réactionnel du PCR

Mix de PCR Quantite en [l
Tampon de Tag 10X 7.5
DMSO 7.5
Mix de dNTP 25mM (au 1/10) 1.5
Taq polymerase 2.5 u| 0.5
Mgz C12  50mM 3
OG solution fille 12 (06 uM)
OD solution fille 1
H20 g.zp 65 ul 473 (06ud)
ADN 1 (250 ng/ pl)
Total du velume 75

- Oligonucléotides utilisées :

OD:5 - ATG GCG CTG AGG CCG CGC TC- 3

OG:5 - AACAACTGACCCCGG TGG CG-3

- Dilutions des solutions meres utilisées

e OG solution mere 0.93 mM (dilution 1/25)

OG solution fille : 3.7 01 de OG solution mere + 96.3 (01 H20

e OD solution mére 1.11 mM

OD solution fille : 4.4 [J1 de OD solution mere + 95.6 [J1 H20

e dNTP solution mere

dNTP solution fille : 10 01 de dNTP solution mére + 90 01 H20



Tableau 4: Déroulement des cycles de la PCR dans le thermocycleur

Nom_bre de . Température (°C) Durée
cyeles Etape
X1 Dénaturaticn 94 5 min
Hyhbridation 65 3min
Elongation 72 Smin
K30 Dénaturation 94 50s
Hybridation 65 50s
Elengation 72 305
10 10 min
4 Smin-24 h
Annexe 4

Tableau 5 : préparation du milieu de digestion par I'enzyme Hhal

Milieu de digestion

Quantité en pl

Tampon de 1"Hhal 25
Hhal 1
H20 6.3

Volume total

[
i

Tableau 6 : Préparation d’un gel d’acrylamide 10%

Composition de gel d*acrylamide 10% Quantiteé
Acrylamide /bis 30% (19:1) 25 ml
TEBE 1X 7.5 ml
persulfate d’ammonmm a 10% (NHa1):5:0g 350 ul
Temed { CsHisMN2) 70 nl
NHNN N Tetramethylethylendiamin

H20O 425 ml
Volume total 75 mli

Dépbts des échantillons :

- 15 ul de produits de digestion + 2 a 3 ul de Bleu d’acrylamide.

- 2 pl de marqueur (PM 20pb LADDER ref.018206) +2 a 3 pl de Bleu

d’acrylamide




Annexe 5
Tableau 7 : Classification TNM

Tx -+ Renssignements insuffisants pour classer la tumeaur prmitive
TO — Pas de signes de tumsaur primitive
Tis - Carcinome in situ : intra-épithélial ou envahissant la lamina propria
T ™ — Tumeur envahissant la sous-mugueuss
(tumeur primitive} T2 ~ Tumeur envahissant la musculause
— Tumaur envahizsant la sous-sérause ou les tissus péricoliques et périractaux non
péritonéalisés
T4a — Tumeaur parforant le péritoine viscéral
Tab — Tumeur envahissant directement les autres crganes ou structures
Mx - Renssignements insuffisants pour classer las adénopathies régionales
MO - Pas de métastase ganglionnaire régionals
Mia - Métastasae dans 1 ganglion lymphatigue régional
- M1ib - Méatastasae dans 2 ou 3 ganglions lymphatiques régionawx
régionales) ~ Modulejs) tumoraliaux), c-&-d satellits(s) dans la sous-séreuse, ou dans les fissus
Mic non péntondalisés péncoligues ou pérrectaux sans métastase ganglicnnaira
régionale
Mza - Métastasae dans 4-6 ganglions lymphatiques régionaux
MNz2b - Métastase dans 7 ou plus ganglions lymphatiquas régionaux
Mo -+ Pas de métastases i distance
M . -
R
Wb — Métastases dans plusieurs organes ou péritonéales




Tableau 8

Stades TNM
T N M
(tumeur) (adénopathies régionales) (métastases a distance)

Tis MO Mo
T Mo Mo
T2 No Mo
T3 Mo Mo
Tda Mo Mo
T4b MO Mo
TousT M1, N2 il
T, T2 N1 Mo
T Mza Mo
T3, T4a N1 Mo
T2, T3 Nza Mo
T, T2 Mzb Mo
Tda Mza Mo
T3, T4a Nzb Mo
T4b N1, N2 Mo
Tous T Tous M Mia
Tous T Tous M Mib




Résumé

La fréquence du cancer colorectal est en croissance progressive dans notre population
algérienne. Les risques de cette maladie sont liés a plusieurs facteurs dont I'age,
I'nérédité, I'alimentation, le tabagisme et certains facteurs environnementaux.
L'apolipoprotéine E joue un role majeur dans le métabolisme des acides biliaires, qui
ont un effet potentiel sur 1’étiologie du CCR, il est raisonnable de penser que le risque
de CCR pourrait étre modifié par le génotype Apo E.

Le but de ce travail est de savoir s’il existe une relation entre certains facteurs de
risque et I’atteinte par le cancer colorectal et déterminer le polymorphisme de I'Apo E.
On a effectué une extraction d’ADN (méthode NaCl) a partir du sang prélevés sur
deux populations : une des malades présentant un CCR et une autre de témoin .Durant
notre étude on a pu réaliser 1’application de tout le protocole du génotypage (PCR-
Digestion) mais malheureusement nous avons été confronté a un probleme technique
ce qui a mis impossible de réussir la révélation des résultats des différents génotypes
attendus, ceci nous a empéché de ne pas atteindre I’un des objectifs majeurs de notre
étude.

En conclusion, les associations observées, d’aprés nos résultats  soutiennent
I'nypothése que les CCR  pourraient étre modifiés par certains facteurs
environnementaux, mais il serait mieux d’élargir I’effectif des sujets étudiés et
approfondir les connaissances sur le plan moléculaire génétique afin de cerner les

risques de ce type de cancer.

Mots clés : Apo E, CCR, polymorphisme
Laboratoire de recherche : laboratoire de Biologie et Génétique
moléculaire



Abstract

The frequency of colorectal cancer is in progressive growth in Algerian population.
The risks of this disease is related to several factors including age, heredity, feeding,
smoking and certain environmental factors.

The apolipoprotein E plays a major role in the metabolism of bile acids, which have a
potential effect on the etiology of the CRC, it is reasonable to suggest that the risk of
CRC could be modified by the genotype Apo E.

The purpose of this study is to see if there is a relation between certain risk factors
and to determine the polymorphisme of Apo E in the colorectal cancer.

We were carried out a DNA extraction method (NaCl) from blood collected from two
populations: one of the patients with a CCR and another presumed safe population
during our study we realized the application of the whole protocol of genotyping
(PCR-Digestion) but unfortunately we have been confronted with a Technical
problem which has put impossible the revelation of the different genotypes expected,
this has prevented us from not achieving one of the major objectives of our study.
Finally, the different associations put some hypothesis that CRC could be changed by
environmental and other genetics factors, but it would be better to expand the strength
of the subjects studied and deepen the knowledge on the plan molecular genetics to
identify the risks of this type of cancer.

Key words: Apo E, CRC, polymorphism
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