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Introduction

Le cancer colorectale (CCR) constitue un probléme majeur de santé publique par sa
fréquence et sa gravité dans les pays développés a population vieillissante (Mohamed S et
al., 2018). C'est le deuxiéme cancer dans le monde chez I’homme et le troisiéme chez les
femmes (Heike P et al., 2017). Le CCR représente la troisieme cause de mortalité liée au
cancer avec un million de nouveaux cas diagnostiqués chaque année (Masood G et al.,
2014). A I’échelle mondiale, les taux d’incidence du CCR sont trés variés, cette différence
démontre que le CCR dépend de plusieurs facteurs environnementaux tels que le
tabagisme, 1’alcool, le surpoids et 1’alimentation riche en viande rouge (Heike P et al.,

2017).

En Alggérie le (CCR) est le deuxiéme cancer le plus fréquent aprés le cancer du sein,

et le cancer du poumon chez les hommes (Abid L, 2016).

L’Enzyme de conversion de I’angiotensine (ECA) est une métallopeptidase a base
de zinc (Zhang K et al., 2014). 1l a été identifié pour la premiere fois en tant que
composant clé du systéme rénine-angiotensine, dont la fonction principale est de convertir

I’angiotensine I en angiotensine II et de dégrader la bradykinine (Christoph R et a/., 2007).

Le polymorphisme d’insertion /délétion (I/D) du géne de I’enzyme ECA est situé
sur I’intron 16 est caractérisé par la présence (1) ou I’absence (D) d’un fragment de 287 Pb,

séquence répétitive Alu et qui donne 3 génotypes : II, DD et ID (Yonggang Z et al., 2011).

Ce polymorphisme a récemment été 1i¢ a la pathogenese et a la progression des cancers
humains notamment le CCR (MinXue L et al., 2015). L’explication de cette association
peut étre mise en évidence par le fait que I'angiotensine II, le principal substrat de ’ECA
est le régulateur majeur de la tension artérielle et de 1'homéostasie cardiovasculaire soit
impliqué dans la régulation de la prolifération cellulaire, de I'angiogenese, de
l'inflammation et du remodelage des tissus, ce qui suggere que ce peptide pourrait

¢galement jouer un réle dans les cancers (MinXue L et al., 2015).

Bien qu’une association entre ce polymorphisme et le CCR soit biologiquement
plausible, en Algérie, a notre connaissance il n’y a aucune étude rapportant cette relation.
A cet effet, nous avons assigné comme objectifs de démontrer une possible association
entre un nouveau marqueur génétique qui est le polymorphisme I/D de I’ECA et le cancer

colorectal.
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Notre mémoire est réparti en :

- une partie théorique : le cOlon et le rectum (anatomie et physiologie), le cancer

colorectal, ainsi que 1’association du polymorphisme I/D de L’ECA et le CCR.

- une partie pratique : une €tude cas/témoin, portant sur 48 sujets, dans le but d’explorer
les différents facteurs de risque du CCR, d’étudier 1’aspect clinique du CCR dans notre

population et de déterminer les fréquences génotypiques et alléliques du polymorphisme
I/D de L’ECA.
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Rappel sur le colon et le rectum

1. Anatomie du colon et du rectum

Le colon et le rectum sont des segments du gros intestin, ils mesurent environ 2
meétres (6 pieds) de long, ils commencent au niveau de la portion iléo-caecale et se termine

a I’anus (Figure 01) (Alain R et al., 2007).
1.1. Colon
Le colon comprend plusieurs segments distincts:

- Caecum c’est la portion initiale du colon, il est placé dans la fosse iliaque droite, ou
sont éclos I’intestin gréle et I’appendice.

- Colon ascendant situé¢ a droite dans la cavit¢ abdominale, il monte verticalement
jusqu’au colon transverse pour former 1’angle colique droit (angle hépatique).

- Colon transverse qui s’étend entre 1’angle colique droit et I’angle colique gauche,
et se continu avec le colon descendant pour former 1’angle colique gauche (angle
splénique).

- Colon descendant situé¢ dans le flanc gauche, il descend verticalement jusqu’au
c6lon sigmoide.

- Colon sigmoide derniére portion du colon, il est mobile et relie le colon descendant

au rectum (Chin I et al., 2008 ; Michel L, 2015).
1.2. Rectum

C’est la partie terminale du gros intestin qui fait suite au colon sigmoide, il est
compos¢ de deux parties ; une partie supérieure, I’ampoule rectale et une partie inférieure,

le canal anal (Martini F et al., 2012 ; Michel L, 2015).
1.3. Anus

L’anus, situé a Dextrémité inférieure du rectum, est formé d’un sphincter anal
interne a motricité involontaire et d’un anneau externe a motricité volontaire (Alain R et

al., 2007).
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Angle coligue droit Colon fransverse Angle colique

Figure 01 : Anatomie du gros intestin (W1)
2. Histologie du colon et du rectum

Le tissu colique et le tissu rectal sont identiques et constitués de I’extérieur vers

I’intérieur de quatre couches (Figure 02).

e la muqueuse contient des glandes tubulaires rectilignes plus longues que les
glandes de I’intestin gréle (Abraham L, 2002). Elle est constituée d’une:

- couche mince appelée épithélium ou lame épithéliale

- couche de tissu conjonctif appelée le chorion ou lamina propria

- couche mince de muscle appelée musculaire muqueuse (Martini F et al., 2012).

¢ la sous-muqueuse constituée de tissu conjonctif, contenant des nerfs, des vaisseaux
sanguins et lymphatiques (Martini F et al., 2012).

¢ la musculaire c’est une couche épaisse de muscle. Elle est constituée d’un anneau
circulaire interne de fibres musculaires et d’un anneau externe fait de longues fibres

musculaires (Martini F et al., 2012).




Rappel sur le colon et le rectum

¢ la sous-séreuse ou le méso rectum est la couche tissulaire conjonctive la plus
externe du gros intestin, et qui n’existe pas sur la plus grande partie du rectum
(Martini F et al., 2012).

& R

Les différentes couches de la paroi du colon

mugqueuse

| SouUsS-Mmugqueuse

musculeuse

séreuse

" | /

Figure 02 : Les différentes couches histologiques de la paroi du colon (W2)

3. Fonctions du colon et du rectum

Les principales fonctions du colon sont ’absorption de I’eau et certains éléments
nutritifs, et I’évacuation des selles et des gaz (déchets) hors du corps. La muqueuse produit
un mucus qui aide a déplacer facilement les selles dans le colon et le rectum. Des
mouvements péristaltiques du colon font avancer ces selles jusqu’au rectum (Chin I et al.,

2008).
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1. Le cancer colorectal

Le cancer colorectal (CCR) apparait le plus souvent dans les cellules glandulaires qui
tapissent la paroi du colon et du rectum. La tumeur se développe premie¢rement dans la
paroi de I’intestin puis migre dans les ganglions lymphatiques et ensuite se propage dans

tout le corps pour former des métastases (Libutti S et al., 2011 ; Aimery G et al., 2018).
2. Epidémiologie

Le CCR est I’'une des maladies les plus répondues dans le monde. Il existe des
différences significatives entre les régions et les pays. Le taux d’incidence du CCR est plus
¢levé en Europe, en Australie et en Amérique du Nord, environ 10 fois plus que les taux

d’Afrique, d’Inde ou d’ Amérique centrale (Heike P et al., 2017).

Dans les pays occidentaux développés, le CCR est le deuxiéme type de cancer le
plus répondu chez les hommes et le troisiéme type de cancer le plus répondu chez les
femmes (Heike P et al., 2017). On estime que, 1 million des cancers colorectaux sont

détectés chaque année dans le monde (Masood G et al., 2014).

En 2012, environ 614 000 femmes soit 9,2% de tous les nouveaux cas de cancer et
746 000 hommes soit 10,0% des nouveaux cas de cancer ont été¢ diagnostiqués d’un CCR

(Ernst J et al., 2016).

En 2013, environ 771 000 personnes sont décédées du cancer colorectal dans le
monde, entre 1990 et 2013, la mortalité du colorectal a augmenté d’environ 57% (Ernst J.

etal., 2016).

L’Algérie reste jusqu’a présent un pays a faible risque avec un taux de réponse
annuel inférieur a 20, voire des taux voisins de 10 dans les wilayas disposant d’un registre.
Le nombre d’incidents annuels augmente régulierement d’année en année (0.5% par an).
La majorité¢ des cas surviennent chez des personnes agées de plus de 50 ans, mais 23%
d’entre elles surviennent avant 1’age de 40 ans. Le sex-ratio est égal a 1 au niveau du colon

et égal a 1.2 an niveau du rectum (Abid L, 2016).

En Algérie, le CCR représenté 50% des cancers digestifs (Abid et al., 2009). 1l est
classé¢ comme le deuxieme type du cancer le plus répondu apres le cancer du sein chez les

femmes et le cancer du poumon chez les hommes (Abid L, 2016).
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3. Les facteurs de risque

La cause principale du CCR implique I’environnement, le mode de vie et la

génétique.
3.1. Age et sexe

La majorité des nouveaux cas de CCR surviennent chez les personnes a 1’age de 50
ans et plus, les taux d’incidence sont faibles et proches entre les deux sexes puis

augmentent avec 1’age, plus rapidement chez I’homme que chez la femme (Manceau G et

al.,2014).
3.2. Facteurs alimentaires et environnementaux
3.2.1. Alimentation

Le CCR est la maladie la plus influencée par 1’alimentation. Le CCR est stimulé par
une alimentation riche en viande rouge et en graisse animale. En revanche, les aliments
riches en fibre végétale et en calcium présentent un role protecteur avéré (DalY-

Schveitzer N et al., 1998 ; Chan A et al., 2010).
3.2.2. Alcool

L’alcool est un facteur d’apparition précoce. Sa consommation chronique est

associée a un risque accru de CCR (Fatima A et al., 2009).
3.2.3. Tabac

Le risque du CCR est augmenté surtout lorsqu’il est important et dure depuis

longtemps (Libutti S et al., 2011).
3.3. Maladies inflammatoires

Les maladies inflammatoires chroniques peuvent augmenter le risque de développer
un CCR, parmi lesquelles la maladie de Crohn qui provoque une inflammation de toute
I’épaisseur de la paroi du tube digestif et la rectocolite hémorragique (colite ulcéreuse) qui

provoque une inflammation de la muqueuse du colon et du rectum (Fatima A et al., 2009).
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3.4. Facteurs héréditaires et génétiques

Les CCR sont sporadiques dans 80% des cas, surviennent dans 15% des cas dans
un contexte familial. Les facteurs génétiques sont évoqués dans la Polypose Adénomateuse
familiale (PAF) qui représente 1% des cas de CCR, le syndrome de cancer colique
héréditaire sans polypose ou syndrome de Lynch (SL) ou il représente 3 a 5% des cas de
CCR. 5% des cas sont liés a une prédisposition génétique et un antécédent familial de CCR
sporadique (avec au moins un parent du premier degré atteint par un CCR) (Manceau G et

al.,2014).
4. Stadification

La stadification classe un cancer en fonction de 1’étendue du cancer et de son
emplacement lors du diagnostic. Le stade comprend la taille de la tumeur, les parties de
I’organe atteintes, la propagation du cancer (métastases) et 1’endroit ou s’est propagé
(Bosman F et al., 2013). La premicre classification a été proposée par Cuthbert Dukes en
1932, cette classification a ét¢ modifiée a plusieurs fois, la version la plus largement
utilisée est la modification Astler-Coller (Stanley B et al., 1999) Depuis janvier 2010, il
est recommandé d’utiliser la classification la plus fréquemment utilisée aujourd’hui pour le
CCR. La classification TNM proposée par 1’union internationale contre le cancer (UICC)
et [’American joint commette on cancer (AJCC). Elle est régulicrement mise a jour et la
derniére édition TNM 8¢éme édition (8éme édition, 2017). La classification TNM étant
divisée en : (Lecomte T et al., 2019).

T pour la tumeur primitive (la taille de la tumeur primitive)
N pour les adénopathies (Nodes) (le nombre de ganglions lymphatiques)

M pour les métastases (la propagation du cancer)
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Tableau 01 : classification du cancer colorectal selon TNM (8e édition, 2017) (Lecomte
Tetal., 2019).

Tumeur primitive (T)

Tis Carcinome intraépithélial ou intra muqueux (carcinome in situ,

adénocarcinome intra muqueux envahissant le chorion ou la musculaire

muqueuse).
T1 Tumeur envahissant la sous-muqueuse
T2 Tumeur envahissant la musculeuse
T3 Tumeur envahissant la sous —séreuse
T4 Tumeur pénétrant le péritoine viscéral et /ou envahissant au moins une

structure ou organe de voisinage
T4a : pénétration du péritoine viscéral*

T4b : envahissement d’une structure de voisinage**

Ganglions lymphatiques régionaux (N.)

NO Pas de métastase ganglionnaire régionale

N1 Métastase dans 1 a 3 ganglions lymphatiques régionaux***

N1la : métastase dans 1 ganglion lymphatique régional

N1b : métastases dans 2-3 ganglions lymphatiques régionaux

Nlc : dépdts tumoraux «satellites» dans la sous-séreuse, ou dans le tissu
péri-colique ou péri-rectal non péritonisé, en [’absence de ganglion

métastatique™**

N2 Meétastase >4 ganglions lymphatiques régionaux
N2a : métastase dans 4-6 ganglions lymphatiques régionaux

N2b : métastase dans >7 ganglions lymphatiques régionaux

Métastases a distance (M)

MO Pas de métastase a distance

\% 8| Mila : métastase a distance confinée a un organe sans atteinte péritonéale :
fois, poumon, ovaire, ganglions non régionaux....
M1b : métastases atteignant plus d’un site métastasique

Milc : métastases péritonéales avec ou sans autre organe atteint
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La classification pathologique est clairement indiquée par 1’ajout de la lettre p
devant le T, le N. ou le M. le pTNM correspond aux catégories de la classification TNM
(Figure 03)

Tableau 02 : Classification par stade (Lecomte T et al., 2019).

Stade 0 pTis NO M0

Stade I pT1-2 NO MO

Stade ITA pT3 NO MO

Stade 1IB pT4a NO M0

Stade I1C pT4b N0 M0

Stade IITIA pT1-T2 N1/N1c MO et Pt1 N2a M0

Stade 11IB pT3-T4a N1N1c MO et pT1 N2a MO, pT1-T2 N2b M0
Stade I11C pT4a N2a M0, pT3-T4a N2b MO ; pT4b N1-N2 M0
Stade IVA Tout T, tout N, M1a

Stade IVB Tout T, tout N, M1b

Stade IVC Tout T, tout N, Ml1c

Figure 03
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5. Anatomopathologie des cancers colorectaux
5.1. Les formes histologiques du CCR
5.1.1. Les adénocarcinomes (ADK)

Ce sont des tumeurs malignes les plus fréquents et qui représentent 95% des cancers

colorectaux (Mallem D, 2010)
5.1.1.1. Aspect macroscopique

Les aspects microscopiques sont influencés par 1’histoire naturelle des tumeurs au
moment de la découverte, ces cancers peuvent étre exophytique, ulcératifs et infiltrant

(Hamilton S et al., 2000).

- La forme ulcéro-infiltrant : la plus fréquente (65%) touche surtout le colon
gauche, elle est faite d’une ulcération avec versant interne carcinomateux et avec
versant externe recouvert de muqueuse normale (Mallem D, 2010).

- La forme végétant : représente 25 % des aspects macroscopique. Il s’agit d’une
masse exophytique sessile irréguliere et friable qui apparait dans la lumiéere colique,

elle réalise aussi un bourgeon, mais peu ulcérée (Mallem D, 2010).

- La forme infiltrant : présente le plus souvent au niveau du rectum. Elle crucifie et

¢épaissit la paroi colique (Mallem D, 2010).
5.1.1.2. Aspect microscopique

La forme histologique la plus courante est 1’adénocarcinome lieberkuniens (Mohamed S,
2018) réparti en trois groupes selon les caractéres d’organisation et selon le degré de

mucosecretion (Mallem D, 2010).
- Adénocarcinome bien différencié

Caractéris¢ par une structure glandulaire formée de cellules cylindriques,
basophiles et pluristratifiées, la sécrétion et conservée ou diminuée, le stroma est fibro-

vasculaire, en quantité équilibrée avec la prolifération tumorale.
- Adénocarcinome moyennement différencié

Il est caractéris¢ par des tubes glandulaires légérement irréguliers, riches en mitoses. On
note également des massifs cellulaires pleins creusés de cavités cribriformes, polarité

cellulaire peu nette ou absente.
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- Adénocarcinome peu différencié

C’est un type histologique rare forme des cordons, des travées ou des massifs
cellulaires dans lesquelles on individualise rarement des lumiéres glandulaires (Ghalek M,

2010 ; Mallem D, 2010).
5.2. Les formes histologiques particuliéres
5.2.1. Adénocarcinome muscinal

Il représente environ 10% a 15% des adénocarcinomes. Cette description est
utilisée si plus de 50 % des Iésions sont composées de mucine. Il se caractérise par de
larges plages de mucus parsemés de cellules tumorales indépendantes, I’aspect
macroscopique est gélatineux colloide. Sur le plan histologique, les cellules tumorales
forment soient des tubes glandulaires distendus plus au moins fréquents parfois rompus
dans les larges plages de mucus soit des amas, soit des travées. (Hamilton S et a/., 2000 ;

Mallem D, 2010).
5.2.2. Carcinome a cellules indépendantes

Tres rare, représente environ 4% des adénocarcinomes. Plus de 50 % des cellules
tumorales sont des cellules indépendantes avec une gouttelette de mucus intra-
cytoplasmique. Cette forme histologique est caractéristique des limites plastiques
primitives. Ils infiltrent toute la paroi sous forme de cellules en bague a chaton et/ou de
cellules indifférenciées, épargnant relativement la muqueuse ce qui rend compte de la
négativité¢ fréquente des biopsies. Elle est donc découverte a un stade souvent avancé

(Hamilton S et a/., 2000 ; Mallem D, 2010).
5.2.3. Adénocarcinome a cellules claires

Les cellules néoplasiques contiennent du glycogéne. Elles expriment souvent
I’antigéne carcinoembryonnaire ACE. Le nombre de cas décrits est trop peu important

pour permettre une évaluation pronostique (Hamilton S et al., 2000 ; Mallem D, 2010).
5.2.4. Adénocarcinome adénosquameux

Cette tumeur inhabituelle présente des caractéristiques de carcinome épidermoide et
d’adénocarcinome et composée de plusieurs foyers malpighiens. Pour classer une 1ésion
comme adénosquameuse, il devrait y avoir plus que deux petits foyers occasionnels de

carcinome épidermoide pur (Hamilton S et al., 2000 ; Mallem D ,2010).
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6. Symptomes
Il y plusieurs symptoémes du CCR parmi lesquels :

- diarrhée ou constipation

- apparition de sang ou mucus dans les selles

- perte d’appétit et de poids

- douleurs au rectum

- anémie, qui peut conduire a la fatigue et la faiblesse
- nausées et vomissements

- infection urinaire fréquente

- accumulation de liquide dans I’abdomen

- difficulté lors de défection

troubles respiratoires (Custem E et al., 2014)

7. Diagnostic

Le CCR est diagnostiqué chez les personnes présentant certains symptomes ou
apres les résultats de dépistage. La coloscopie est considérée comme un test de diagnostic,
c’est la méthode choisie chez les patients présentant des symptdmes, mais d’autres
méthodes endoscopiques sont disponibles ou en cours du développement. La coloscopie
permet de détecter un cancer du cdlon qui apparait sous forme de Iésion ulcérée polypoide
exophytique. Elle a une haute précision de diagnostic et peut détecter I’emplacement de la
tumeur, c’est la seule technique qui procure a la fois un effet diagnostique et thérapeutique

(Emst J et al, 2016 ; Heike P et a/, 2017).
8. Traitement

Le but du traitement du CCR est de ralentir la tumeur primaire et réduire les

récidives. Il existe trois traitements pour le cancer colorectal (Elodie G, 2013).
8.1. Chirurgie

C’est le principal traitement de la majorité des cancers colorectaux. Si le cancer se
développe au niveau des parois intestinales, le médecin procede a I’ablation partielle du
colon (colectomie partielle) en retirant une partie du gros intestin ou rectum, puis le
chirurgien reconnecte les parties restantes du tube digestif (Aimery G et al., 2012 ; Libutti

Setal., 2015 ; Wilkes G et al., 2016).
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Selon la localisation et le stade de la tumeur, le patient peut subir I’un des types de

chirurgie suivant:

e la résection locale : permets surtout d’éliminer un polype ou une tumeur de stade
précoce a la surface de colon ou de la muqueuse rectale.

e la résection intestinale : le type le plus fréquent permet d’éliminer une partie de
I’intestin et les ganglions lymphatiques voisins (Libutti S et al., 2015 ; Wilkes G et
al., 2016).

8.2. Chimiothérapie

La chimiothérapie est I’'un des traitements les plus courants du CCR. Elle implique
I’utilisation des médicaments pour détruire les cellules cancéreuses. Ce traitement souvent
pratiqué apres la chirurgie du cancer du colon de stades 2 ou 3 (Aimery G et al., 2012 ;

Libutti S et al., 2015 ; Wilkes G et al., 2016).
8.3. Radiothérapie

En général, la radiothérapie est utilisée pour traiter le cancer du rectum a 1’aide des

rayons trés énergétiques qui consistent a détruire les cellules tumorales.

La radiothérapie peut étre utilisée avant la chirurgie pour diminuer les symptomes
et détruire un grand nombre des cellules cancéreuses ou apres la chirurgie d’un cancer de
coOlon de stade 3 pour aider a prévenir la réapparition ou récidive du cancer (Aimery G et
al., 2012 ; Libutti S et al., 2015 ; Wilkes G et al., 2016) malgré que, la radiothérapie réduit
les récidives locales des cancers du rectum, son utilisation n’est pas courante chez les

patients agés (Aparicio T, 2005).
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1. Mécanismes de la cancérogenése colorectale
1.1. Mécanismes moléculaires de la cancérogenese colorectale

Les cancers colorectaux sont produits suite a 1’apparition progressive d’altérations
génétiques et épigénétiques, conduisant a la transformation d’une cellule colique normale
en cellule d’adénocarcinome du coélon (cancéreuse) (Grady W, 2004). Les modifications
des geénes associés au CCR sont impliquées par trois mécanismes principaux : 1’instabilité
chromosomique, I’instabilité des microsatellites et les altérations épigénétiques. La
compréhension de ces mécanismes a permis de progresser dans la caractérisation des
tumeurs colorectales quant a leur voie de progression, leur pronostic et leur réponse

potentielle au traitement (Karoui M et al., 2007).
1.1.1. Instabilité chromosomique

Elle correspond aux CIN pour chromosomal instability, ou aux cancers LOH pour
loss of heterozygoty, c’est le mécanisme le plus répondu dans le CCR, ou représente
environ 80% des tumeurs sporadiques. Elle provoque des anomalies de nombre des
chromosomes et des pertes alléliques fréquentes sur les chromosomes 5q, 8p, 17p, 18q et
22q. Ces altérations contribuent a des mutations (gain ou perte de matériel génétique) dans
les génes suppresseurs de tumeurs TP53, APC, SMAD2 et SMAD4. Cette voie est
représentée chez les personnes atteintes de la PAF. Les genes responsables de la CIN ne
sont pas encore connus, mais il pourrait s’agir du géne APC, dont la protéine joue un role
dans la séparation des chromosomes au cours de la mitose (Jais P et al., 1998 ; Laurent-

puig Petal, 2010).
1.1.2. Instabilité des microsatellites

L’instabilité microsatellite MSI survient dans environ 15% de tous les CCR,
environ 3% associés au SL et les autres 12% dans les cancers sporadiques (Boland C R et
al., 2010). Le MIS résulte de I’inactivation du systéme de réparation du déséquilibre de
mutation (MMR) par I’apparition des mutations du géne MMR ou par hyper méthylation
du promoteur MLHI.

Le MSI stimule I’apparition des tumeurs par la production des mutations dans les
genes qui possédent des répétitions microsatellites codantes telles que TGFBR2 et BAX,

ce qui entraine D’instabilité¢ génétique. Cette instabilit¢ microsatellite aboutissant a un
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phénotype dit MSI (microsatellite instability) ou RER (Replication Error) (Grady W,
2004).

1.1.3. Altérations épigénétiques

Les altérations épigénétiques sont des modifications de I’expression des genes,
mais ne provoquent pas de modification de la séquence de I’ADN et pouvant étre
transférées au cours de la mitose et la méiose (Wollfe A et al., 1999) 1l a ét¢ démontré que
les altérations épigénétiques de la chromatine, ou bien les composants de la chromatine
dans les régions promotrices des suppresseurs de tumeurs et des oncogeénes jouent un role
majeur dans la pathogenése des CCR (Bardhan K et al., 2013) On retrouve dans les CCR
sporadique 1’hyperméthylation de I’ilot 5> CpG de hMLHI, cette méthylation conduit a
une perte d’expression de la protéine hMLH1. (James G et al., 1998).

2. Les formes du CCR
2.1. Formes sporadiques

Le cancer colorectal suit un processus multi étapes. La séquence adénome-cancer a

¢été décrite comme un processus linéaire (Fearon E et al., 1990).

Les cancers sporadiques sont les plus fréquents, ils représentent 70 a 80 % des cas
de CCR (Karoui M, 2007). Leur développement est affect¢ par des facteurs
environnementaux, de plus des polymorphismes responsables d’une sensibilité plus ou

moins grande a ces facteurs environnementaux (Bonaiti-Pellié¢ C, 2005).

Ces cancers résultent d’un nombre important de mutations exclusivement
somatiques dans différents génes impliqués dans le processus de cancérisation (Calvert P et

al., 2002).
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2.2. Formes héréditaires

Les formes héréditaires de cancers colorectaux peuvent étre classées en deux

formes :
2.2.1. Formes polyposiques
s PAF

Dans tous les cancers colorectaux, environ 1% des cas sont causés par la PAF, qui
présente une transmission autosomique dominante. La PAF est associée a des mutations
constitutionnelles dans le géne suppresseur de tumeur APC localisé sur le bras long du
chromosome 5. La PAF est caractérisée par un taux de risque tres élevé de développer un
cancer colorectal, environ 100% se produisent & un age plus jeune que pour les patients
ayant une tumeur sporadique (Scotté F et al., 2002 ; Ferron M et a/., 2005 ; Fatima A et al.,
2009).

s MAP (MUTYH associated polyposis)

C’est une affection a transmission autosomique récessive liée a une mutation

germinale d’un gene appelé MUTYH localisé sur le chromosome 1 entre les bandes p34.3
et p32.1. La polypose associée a MUTYH est le plus souvent de type atténué : la majorité
des patients porteurs de mutation bi-allélique du géne MUTYH ont un nombre de polypes
colorectaux compris entre 15 et 100 (Bruno B, 2011).
Le géne MUTYH code pour une protéine du type ADN glycosylase du systeme de
réparation par excision des bases qui sont le BER (Base Excision Repair) (Slupska et al.,
1996 ; Tsai W et al., 2000 ; Cheadle J et al., 2007).

2.2.2. Formes non polyposiques (Syndrome de lynche HNPCC)

Le SL est le syndrome héréditaire de CCR le plus commun, il représente environ 3
a5 % de tous les CCR, de transmission autosomique dominante. Il est associ¢ a une
mutation constitutionnelle du MMR (MLHI1 et MSH2) et représente une instabilité des
microsatellites MSI (Ferron M et al., 2005). Pour les personnes présentant des mutations

liées au HNPCC, le risque du CCR peut atteindre 70 a 80% (Fatima A et al., 2009).

Les mutations MLH1 et MSH2 présentent également un risque accru d’autres cancers
comme les cancers de I’estomac, de I’utérus, de I’intestin gréle, du rein, du pancréas et de

I’ureteére (Fatima A et al., 2009)
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1. Enzyme de conversion de ’angiotensine

L’enzyme de conversion de 1’angiotensine (ECA) est un peptidyl dipeptide
hydrolase de la famille des métallopeptidase a base de zinc, de distribution large, qui agit
comme une dipeptidyl carboxypeptidase (DCP1). On lui connait de nombreux substrats :
angiotensine I, bradykinine et enképhaline (Domnita C et al., 2000). L’ECA existe sous
trois formes: une forme membranaire pourvut de peptide d’ancrage, de poids moléculaire
160 kDa; une forme circulante soluble légérement plus petite, de PM 140 kDa, et une
forme testiculaire de PM 90 kDa. Ces 2 types sont différents en ce que I’ECA somatique a
2 sites actifs, alors que I’ECA germinal a un seul site actif analogue a la partie C-terminale

d’ECA (Sayed T et al., 2006).
1.1. Structure de ’ECA

L’ECA a une structure protéique a chaine unique contentant quatre domaines
distincts : un court domaine intracellulaire carboxy-terminal de 24 acides aminés; un
domaine transmembranaire hydrophobe de 20 acides aminés qui ancre la protéine dans la
membrane cellulaire; deux domaines extracellulaires, ayant entre eux une forte homologie
(60 %) et possédant chacun un site actif pouvant lier le zinc (Peter A et al., 1994 ; Laraqui

A, 20006)
1.2. Fonction de ’ECA

L’ECA enzyme clé¢ du systeme rénine-angiotensine (SRA) permet de convertir
I’angiotensine I en angiotensine Il vasoconstrictrice par clivage des dipeptides C-terminaux
des substrats oligopeptidase avec un C-terminal (vasodilatatrice). L’ECA intervient
également dans le systetme Kallikréine-Kinine (SKK) en inactivant la bradykinine

(Christoph R et al., 2007).

L’ECA joue un role majeur dans la régulation de I’homéostasie circulatoire et dans
le tonus et la perméabilité vasculaire par la formation d’angiotensine II, vasoconstrictrice,
et par la dégradation des kinines qui est vasodilatatrice, et le contrdle de la pression
artérielle, et du débit sanguin local ainsi que de I’équilibre entre I’eau et le sel (Johnston C,

1990).
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2. Géne de ’ECA

Le géne de I’ECA, localisé sur le bras long du chromosome 1723, mesurant
environ 21 kb est constitué de 26 exons sa longueur est estime entre 88pb a 481 pb et 25
introns (Christine H et al., 1991 ; soujataya D et al., 2012). Chez I’homme, il existe deux
types d’ECA : ’ECA somatique et ’ECA germinale qui est codée par le méme geéne qui

comprend 26 exons.

L'ECA somatique la plus longue est transcrite en ARNm (4.3 Kb de long) de I’exon
1 a I’exon 26 sauf I’exon 13 a partir d'un promoteur situé¢ dans la région adjacente en 5' du
premier exon, tandis que I’ECA germinal la plus courte est transcrite de I’exon 13 jusqu’a

I’exon 26 a partir du promoteur situé dans I’intron 12 (Cuie G et al., 2012).
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Figure 04 : Localisation et structure du géne de ’ECA (Lefebvre J, 2008)
2.1. Polymorphisme I/D du géne de ’ECA

The National Center for Biotechnology Information (NCBI) enregistre plus de 160
polymorphismes génétiques sur le géne de I’ECA. La plupart des formes sont des
polymorphismes mononucléotidique (SNP), dont seulement 34 sont présentes dans les

zones codantes et 18 d’entre eux sont des mutations faux-sens (Sayed T et al., 2006).

Le clonage de ’ADNc du geéne de I’ECA a démontré le polymorphisme I/D basés
sur la présence (insertion I) ou sur I’absence (délétion D) d’un domaine d’ADN non-sens

de 287 pb, de type Alu dans I’intron 16, menant a trois génotypes : II (homozygote), DI
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(hétérozygote) et DD (homozygote). L’homozygote II peut offrir jusqu’a la moitié du taux
plasmatique de I’ECA par rapport a ’homozygote DD, alors que I’hétérozygote DI a un
niveau moyen (Costerousse O et al., 1998 ; Yonggang Z et al., 2011).

3. Association de PECA aux cancers

Le polymorphisme I/D de ’ECA a été étudié dans différent type de cancer et il a
été considérée comme un facteur de risque dans le développement de divers types de
cancer, comme le cancer du poumon, le cancer du sein, le cancer de la prostate, le cancer
de I’estomac et le cancer de la bouche. Les variantes génétiques de I’ECA, en particulier le
génotype DD, peuvent augmenter le risque de tumorigenése dans plusieurs tumeurs
malignes en affectant la prolifération et la migration des cellules cancéreuses,
I’angiogenése et le comportement métastatique (Yonggang Z et al., 2011 ; Finger R et al.,
2013). Les études épidémiologiques ont démontré que les inhibiteurs de 'ECA peuvent

réduire le risque et le taux de mortalité par cancer (Christoph R, 2007).
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Patients et Méthodes

Notre étude est une étude de type cas-témoin, effectuée durant un mois et a portée
sur 2 populations. La population témoin et la population des patients avec un CCR. Notre
volet pratique de PCR a été réalisé au sein du service oncologie et au niveau du laboratoire

de biologie moléculaire (Université 1).
1. Population d’étude
1.1. Population des patients

La population étudiée est constituée de 10 patients (5 femmes et 5 hommes)
présentant un cancer colorectal et dont 1’age varie entre 35 et 87, sélectionnés parmi les
patients admis au sein du service d’oncologie au niveau CHUC selon les critéres de

sélection suivants

a- Critéres d’inclusion

e tous les patients admis au service d’oncologie, atteint d’un cancer colorectal en
cours de traitement (chimiothérapie) et diagnostiqués par des médecins spécialistes
comprenant les deux sexes et touchant toutes les tranches d’age.
b- Criteres d’exclusion

e sujets refusant le prélévement.

e sujets aux veines fragilisées par la chimiothérapie.
1.2. Population témoin

Il s’agit d’une population composée de 20 sujets sains des 2 sexes ages de 20 a 56

ans habitants a Constantine.
2. Méthodes
2.1. Recueil des données

Toutes les informations nécessaires des patients sont recueillies dans un
questionnaire (Annexe 01) établi pour notre étude. Les renseignements sont pris apres

avoir consulté le dossier médical du patient et I’avoir interrogé nous-mémes.
2.2. Prélévement sanguin
Le prélévement sanguin s’effectue selon certains critéres :

e le prélevement se fait lors de I’hospitalisation d’un patient.

e le prélevement se fait par des professionnels de la santé (infirmier(e)s).
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e chaque tube porte une étiquette avec le nom et prénom du sujet.
e le prélévement se fait dans deux tubes EDTA en quantité de 5 a 10 ml, apres

consentement du patient.

Les tubes EDTA sont préservés pour I’extraction de I’ADN; au sein du laboratoire de

biochimie CHUC, en vue de 1’étude moléculaire.
3. Etude moléculaire
3.1. Extraction d’ADN

Les études génétiques ciblent le génome humain, origine de 1’information génétique
(ADN), contenue dans les globules blancs (leucocytes) a partir de prélévement sanguin, ou

par autres techniques comme la biopsie (une partie de I’organe ou tissu).

La technique d’extraction des acides nucléiques doit étre adaptée a 1’échantillon, a
la nature du génome et a la méthode de biologie moléculaire. La méthode utilisée dans

notre étude est la méthode utilisant un solvant inorganique, le Na Cl (Annexe 03).
3.1.1. Principe de I’extraction d’ADN

L’ADN des patients est extrait a partir des leucocytes de sang périphériques
recueillis sur tube EDTA qui sont isolé de sang total par une lyse hypotonique des
globules rouges et traiter par un détergent, sodium dodécyle sulfate (SDS) et une
protéinase K. L’ADN nucléaire est libére dans le milieu et les protéines qui lui sont
associées sont digérées et €liminées par précipitation au Na Cl. Le surnagent ainsi récupéré

est traité par de 1’éthanol dans lequel une pelote de I’ADN se forme par précipitation.
3.2. Recherche du Polymorphisme I/D de PECA

Le polymorphisme de ’ECA est défini par la présence d’insertion (1) /délétion (D)
d’un fragment de 287 pb au niveau de I’intron 16 du géne de I’ECA. Ce polymorphisme a
¢été identifié selon une amplification par PCR suivie d’un contrdle de PCR sur gel

d’agarose.
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3.2.1. La PCR (Polymerase Chain Reaction)

La PCR (Polymérase Chain Reaction ou réaction de polymérase en chaine) est une
technique de la biologie moléculaire, permet d’amplifier un fragment d’ADN pour obtenir
un trés grand nombre de copies d'une séquence d'ADN spécifique. Chaque cycle de PCR
est constitué de 3 étapes : une dénaturation de I'ADN suivie d’une hybridation des amorces
aux extrémités de la séquence recherchée, puis une élongation grace a l'action dune ADN
polymérase, Tag-polymérase. Ce cycle est répét¢ de 30 a 40 fois pour obtenir une

multiplication exponentielle de la séquence d'ADN cible.
» Préparation du milieu réactionnel de la PCR

Pour préparer un milieu réactionnel de la PCR ou un mix de PCR, nous avons
besoin d’un volume final de 25ul. Le mix comprend des désoxyribonucléotides
triphosphates, une enzyme d’amplification (la Taq polymérase), un environnement

réactionnel (tampon, MgCl2, H20) et deux amorces oligonucléotidiques (Tableau 03).
Les amorces utilisées sont :

- ECA IF (Forward): 5' CTG GAG ACC ACT CCC ATC CTT TCT 3'

- ECA 1R (Reverse): 5' GAT GTG GCC ATC ACA TTC GTC AGA T 3'

Tableau 03 : Composants du milieu réactionnel de la PCR.

Mix de PCR Quantité en pl

Tampon 10X 2.5

Mix de dNTP (2 mM) 2

MgCI2 (50 mM) 2

ECA 1F (20 pmol/l) 0.5

ECA IR (20 pmol/l) 0.5

1 U Taq polymérase (bioline) 0.2

H20 16.3

ADN 1

Volume total 25

Apres la préparation du mix de la PCR selon le nombre d’échantillons, nous avons pris 24

ul de ce mix mélangé avec 1 ul d’ADN dans chaque microtube de PCR pour chaque sujet.
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» Déroulement des cycles de la PCR

Le déroulement des cycles de la PCR a été assuré par un thermocycleur
(Eppendorf) selon les conditions d’amplification suivant : une dénaturation initiale a 94°C
pendant 1 minute, suivie de 30 cycles de PCR, comprenant chacun une dénaturation a 94°C
pendant 30 secondes, une hybridation a 65.8°C pendant 30 secondes et une ¢longation a

72°C pendant 1 minute et enfin une ¢longation finale a 72°C pendant 8 minutes.

Tableau 04 : Conditions d'amplification de la PCR.

Nombre Etapes Température (°C) Durée

de cycles

X1 Dénaturation 94 IMin
initiale

X30 Dénaturation 94 30s
Hybridation 65.8 30s
Elongation 72 1Min

X1 Elongation finale 72 8Min

3.2.2. Controle des produits de la PCR
» Préparation du gel d’agarose a 2 %

Le controle de la PCR s’effectue sur un gel d’agarose a 2 %. Le gel est préparé en
mélangeant 2 g d’agarose et 100 ml du TBE 1X (Tris Borate EDTA) (Annexe 04)
additionnés de 10 ul du BET (Bromure d’éthidium) qui est un agent intercalant qui sert a
émettre une fluorescence pendant le contrdle de la PCR. Le gel est déposé sur une plaque
d’une cuve horizontale ou on a déposé un peigne. On laisse le gel se polymériser a Iair

libre.
» Migration électrophorétique et révélation de la PCR

Le Controle de la taille des fragments amplifiés s’effectue par une électrophorese
horizontale sur un gel d’agarose a 2 %. Dans chaque puits du gel, nous déposons 10 pul du
produit d’amplification en présence de 2 pl d’un tampon de charge (DNA Loading Buffer)

ou un bleu de bromophénol (BBP) qui permet d’alourdir les fragments et de suivre le front
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de migration. Un échantillon sans ADN (blanc : témoin négatif), est inclus dans la série a
amplifier et sert de controle négatif. La migration se fait en paralléle avec un marqueur de
taille (100 Pb LADDER) qui déposé dans le dernier puits pour déterminer
approximativement la taille des fragments. Le dépot se fait du coté cathode (-) soumis sous

un courant de 100 volts pendant 30 a 45 minutes.

Apres la migration, le gel est soumis au rayon UV dans un Transiluminateur. Les
molécules de BET fixées a I’ADN émettent une lumicre visible (fluorescence) et
photographiable et permettent de visualiser les fragments amplifiés sous forme de bandes
fluorescentes. Ce controle permet aussi de confirmer I’amplification de notre ADN et
d’exclure toute contamination d’ADN survenue au cours de la PCR grace au puits

contenant le blanc.
» Profil électrophorétique

La visualisation des fragments amplifiés correspondant aux différents génotypes
sous forme des bandes fluorescentes: le génotype homozygote inséré II
(Insertion/Insertion) est représenté par une seule bande de 490 pb, le génotype homozygote
déleté DD (Délétion/ Délétion) est caractéris€é par une bande de 190 pb et le génotype
hétérozygote ID (Insertion/Délétion) est représenté par 2 bandes de 190 et 490 pb (Figure
05).

490pb 190 pb

II ID DD

Figure 05 : Profil électrophorétique des fragments amplifiés par PCR du géne de
I'ECA sur gel d'agarose a 2 %.
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4. Etude statistique

Notre enquéte de type cas témoins consiste a comparer la fréquence d’exposition
antérieure a un ou plusieurs facteurs(s) de risque dans un groupe de « cas » atteints de la
maladie étudiée, et dans un groupe de « témoins » indemnes de celle-ci. Toutes les données
de notre étude ont été traitées a I’aide de logiciel Microsoft Excel 2007 et par feuille de

calcul des Odds ratio.

4.1. Calcul de ’Odds Ratio (OR)

L’OR représente une mesure d’association épidémiologique entre un facteur et une
maladie, en particulier lorsque la maladie est rare parmi la population.

Pour calculer I’OR nous avons établi un tableau de contingence : il est sous forme
de tableau croise 2x2. Le statut malade /non malade des sujets de I’étude est présenté en

colonne et le caractere exposé/non expose en ligne.

Tableau 05 : Tableau de contingence pour le calcul de ’Odds ratio.

Malades Témoins
Exposé A C
Non exposé B D

L’intensité de 1’association entre le polymorphisme et la maladie est calculée

comme
Suit: OR=AxD/Bx C

4.2. Choix de la « p value »

Le seuil critique a priori est de 0.05 (risque a). Si la valeur de p calculée a posteriori
est inférieure a ce seuil, la différence entre les parametres est déclarée statistiquement
significative. L usage a retenu de maniere consensuelle I’ensemble des seuils (0.05, 0.01,

0.001) qui représentent des risques raisonnables pour prendre une décision.
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Notre étude est de type cas- témoins, elle concerne une population de patients
atteints du CCR, corrélés a un groupe des témoins supposé€s sains. Plusieurs parametres

individuels et cliniques ont été pris en considération.
1. Répartition des témoins selon le sexe et I’age

La population témoin est composée de 20 sujets répartis entre 13 personnes de
sexe masculin soit 65 % et 7 personnes de sexe féminin soit 35 %. Ces témoins sont
classés en tranches d'age de 10 ans sauf pour les plus de 50 ans qui sont classés en une

seule tranche.

80 /

70 A

60 -

50 A

B femme
40 +

homme
30 -

20

10 A

20-30 30-39 40-49 =50

Figure 06 : Répartition des témoins selon 1'dge et le sexe

2. Répartition des patients selon le sexe et ’age
2.1. Répartition selon le sexe

La population des patients atteints de tumeurs colorectales regroupe 10 sujets
répartis entre 5 sujets de sexe masculin soit 50% et 5 du sexe féminin soit 50% (Figure

07).
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M femme

B homme

Figure 07 : Répartition des patients selon le sexe.

La répartition des patients selon le sexe ne présente aucune différence entre
I’incidence de la maladie et le sexe. La littérature montre une légére prédominance
masculine. La non-concordance de nos résultats avec ces études peut étre expliquée par le

nombre de la population d’étude qui est limité en raison de la courte durée de notre stage.

L’incidence du cancer colorectal est plus fréquente chez I’homme. Ce résultat peut
étre expliqué par la consommation d’alcool et de tabac chez les hommes qui multiplie le

risque par deux ou trois (Meddah D et al., 2009 ; Mohamed S et al., 2018).

2.2. Répartition selon I’age

Nous avons classé nos sujets en tranches d'dge de 10 ans sauf pour les individus agés de
moins de 29 ans qui sont classés en une seule tranche, parce que nous n’avons pas trouvé

de patients dans cette tranche d’age

L’4ge de la population de notre étude se situe entre 35 et 89 ans avec une moyenne

de 54,90. Nos résultats sont représentés sur 1’histogramme ci- dessous (Figure 08).
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Figure 08 : Répartition des patients atteints du cancer colorectal selon 1'age.

D’aprés nos résultats, 1’incidence du cancer colorectal augmente avec 1’age et la
tranche d’age la plus touchée semble étre entre 40 et 49 ans, avec un pourcentage de 50%,
suivi de la tranche d’age de 60 a 69 ans soit de 20% et elle diminue pour les autres ages

(10%).

Nos résultats sont en parfaite concordance avec les résultats de (Kalmogho D,
2001) qui a observé augmentation plus marquée dans la tranche d'age [40-49]. L apparition
d’un cancer colorectal augmente avec 1’age quel que soit le sexe et la tranche d’age la plus
touchée semble étre 40-69ans (Meddah D et al., 2009), ces résultats sont similaires aux

notres.
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3. Etude des facteurs de risque

3.1. Le tabagisme

100%
80% i\
60%
40%

20% A

a’

fumeurs non fumeurs

0%

Hfemme ™M@ homme

Figure 09 : Histogramme représentant la répartition des patients fumeurs et non-

fumeurs selon le sexe.

Nous constatons que les patients fumeurs sont exclusivement de sexe masculin ce
qui fait la particularit¢ de notre population. Toutes les femmes sont des non-fumeuses,

alors que le tabac est considéré comme un facteur de risque de CCR (Fatima A et al.,
2009).

Les hommes fumeurs représentent un faible taux (20%). Néanmoins, parmi les 80%
des hommes non-fumeurs on retrouve un grand pourcentage d’ex-fumeurs.

La plupart des études confirment que le risque du cancer colorectal est augmenté en
fonction de la consommation de tabac (Josiane S et al.,, 2007). Le tabagisme est intervient

dans formation et le taux de croissance des polypes adénomateuse (Fatima A et al., 2009).

3.2. Les boissons alcoolisées

Tous nos patients ne prennent pas de boissons alcoolisées. En revanche plusieurs
études montrent que la consommation d’alcool est associée a une augmentation du risque
de CCR (Josiane S et al., 2007 ; Boris H, 2012 ; Eunyoung Ch et al., 2012).

Cette corrélation avec le CCR est expliquée par I’intervention des métabolites
réactifs de 1’alcool, comme 1’acétaldéhyde, qui peuvent étre cancérogenes. Donc la

consommation d’alcool est un facteur dans le début du CCR a un plus jeune age (Fatima A
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et al., 2009). D’aprés 1’étude de (Boris H, 2012), les patients ayant des antécédents
familiaux de CCR pourraient étre les plus a risque de développer un cancer colique
favorisé par 1’alcool.

Cependant, d’autres études expliquent qu’il n’y ait pas d’augmentation des risques
pour une consommation légére d’alcool, on a constaté une augmentation de 21% pour une
consommation modérée (12,5-49,9 g d’alcool par jour) et de 52% pour une consommation

forte >50 g/j (Anca S et al., 2012).

3.3. Le diabéte et les maladies inflammatoires

100% des sujets de notre population ne présentent aucun terrain pathologique que ce
soit un diabete ou une maladie inflammatoire. Cependant la plupart des études montrent
que les maladies inflammatoires de I’intestin sont associées a un risque accru de CCR
(Xavier D et al., 2008 ; Nicolas W et al., 2013) cela est expliqué aussi par 1’étude de
(Fatima A et al., 2009) qui indique que le risque relatif de CCR chez les sujets avec des
maladies inflammatoires de I’intestin est estimé entre 4 et 20 fois parce que la maladie de
colite ulcéreuse provoque une inflammation de la muqueuse du colon et du rectum alors
que la maladie de Crohn provoque une inflammation de toute I’épaisseur de la paroi
intestinale et peut toucher n’importe quelle partie du tube digestif, ces conditions

augmentent le risque de CCR.

Bien que le résultat de (Karim G et al., 2010) montre que le diabete augmente le
risque de survenue de plusieurs types de cancers notamment le cancer colorectal. Encore
les résultats de (He J et al., 2010) confirment I’hypothése qui dit que le diabéte est un

facteur de risque du cancer colorectal.
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3.4. Les antécédents familiaux

Hnon Ooui

Figure 10 : Répartition des patients selon les antécédents familiaux.

D’aprées nos résultats, on a trouvé que les malades ayant des ATCDF, représentent
50% de la population. Selon I’institut national de cancer (INDC), environ 10 a 15% des
CCR se manifestent chez des personnes ayant des antécédents familiaux de cancer
colorectal.

Le risque d'étre atteint de ce type de cancer est deux a deux fois et demie plus élevé
lorsqu'un membre de la famille au premier degré (parent, frére, sceur ou enfant) a déja eu
un cancer colorectal (INDC 2018).

La raison de cette augmentation du risque n'est pas claire, mais dans certaines
hypotheses, elle est attribuée a la présence d’un risque génétique non encore identifié

(INDC 2018).

4. Etude des caractéristiques cliniques de la tumeur
4.1. Localisation de la tumeur
La figure 11 montre la distribution des individus cancéreux selon la localisation de

la tumeur.
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Figure 11 : Répartition des patients selon la localisation de la tumeur.

Dans notre série, le rectum est le site tumoral le plus fréquent (40%), suivi par le
sigmoide (30%), le colon gauche (20%), puis le colon transverse (10%), aucune tumeur
n’est localisée dans le colon droit. Ces résultats montrent que le cancer rectal prédomine le

cancer colique.

Nos résultats sont semblables avec les travaux de (Dendane A et al., 2014 ;
Sedkaoui C, 2015 ; Bouchouk M et al., 2017) qui ont également trouvé que le cancer rectal
est plus dominant que le cancer colique. En revanche, ces mémes résultats sont en
désaccord avec les travaux de (Arfa N et al., 2006) qui a trouvé que le cancer colique est

prédominant.

4.2. Degré de différenciation de I’adénocarcinome

Notre étude révele que 1’adénocarcinome bien différenci¢ est 1’aspect histologique
le plus fréquent avec un pourcentage de 70%, suivie de la forme moyennement différenciée
avec une fréquence de 30%. L’adénocarcinome peu différencié n’est pas retrouvé chez nos

patients (Figure 12).
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Figure 12 : Répartition des patients selon la différenciation de ' ADK.

Nos résultats concernant le degré de différenciation de 1’adénocarcinome sont
conformes avec les résultats de plusieurs études antérieures qui ont trouvé que
I’adénocarcinome bien différencié est 1’aspect le plus fréquent parmi les trois types

(Mallem D, 2010 ; Tebibel S et al, 2014 ; Mohamed S et a/, 2018).

4.3. L’aspect macroscopique
La réparation des patients selon 1’aspect macroscopique montre que 1’aspect
bourgeonnement et infiltrant sont en parallele avec une fréquence de 50% et I’aspect plan

avec une fréquence de 0% (Figurel3).

0,6 50% 50%
0,4 \
0,2 LA A _ 0%
0
BOURGEONNEMENT INFILTRANT PLAN

Figure 13 : Répartition des différents aspects macroscopiques.

Nos résultats sont proches de la littérature. L’étude de (Bouchouk M et al., 2017)

trouve que I’aspect macroscopique ulcéro-bourgeonnant est le plus fréquent, par ailleurs
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Mallem montre que la forme ulcéro-infiltrante est la plus fréquente des formes

macroscopiques avec un pourcentage de 65% (Mallem D, 2010).

4.4. Le stade TNM
La figure14 présentée ci-dessous illustre la classification TNM du CCR

70% 70%
60% |
50%
40%
30%
20%

1% M—M--M-B

0%

30%

STADE 0 STADEI STADEII STADE STADE
111 1A%

Figure 14 : Répartition des sujets malades selon le stade TNM

Les résultats montrent que le stade IV est le plus fréquent dans notre étude avec un
pourcentage treés €levé 70% suivi du stade IIT avec 30%, on note qu’aucun de nos patients
étudiés n’appartient aux stades 0, [ et II.

Le statut clinique de nos résultats ne concorde pas avec les études de littérature ou
ces derniers montrant que la somme des malades de stade III et IV est moins fréquente que
celle du stade I et II (Mohamed S et al., 2018), cela peut étre expliqué par le résultat d’un
diagnostic tardif soit par négligence des malades ou des médecins qui passe a coté d’un tel

diagnostic devant des signes digestifs jugés banals.
4.5. La métastase synchrone

Nos résultats ont montré que 9 patients présentent la métastase synchrone parmi les

10 sujets.
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présentes absentes

Figure 15 : Répartition selon I’absence ou la présence des métastases synchrones.

Apres I’apparition du CCR, des métastases sont observées dans 40 a 60% des cas.
Des métastases synchrones, c’est-a-dire présentes lors de la découverte du cancer

colorectal, sont trouvées dans 15 a 20% des cas (Maximiliano G et al., 2014).

5. Etude moléculaire
5.1. Répartition des fréquences génotypiques du géne ECA
La comparaison des fréquences génotypiques entre les témoins et les malades atteints

de CCR est montrée dans 1’histogramme ci-dessous.
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Figure 16 : Répartition des fréquences génotypiques
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Dans notre étude, on note que le génotype DD présente un taux élevé de 75% chez
les cas CCR et 55% chez les témoins par contre le génotype ID est plus fréquent chez les
témoins (40%) par rapport a 12.50% chez les patients. Enfin le génotype II est le moins

fréquent par rapport aux autres génotypes en termes des patients ou des témoins.

Tableau 06 : Comparaison des fréquences génotypiques et alléliques du

polymorphisme I/D du géne de ’ECA chez les patients et les témoins.

Patients (n %) Témoins (n %) OR (IC 95 %) P
ID 1 12.5% 8 40% - -
DD 6 75% 11 55% 4.36 (0.43 —43.72) 0.21
II 1 12.5% 1 5% 8 (0,25-255,76) 0.23
D 13 81.25 % 30 75 % 1.44 (0.34-6.1276) 0.61
I 3 18.75 % 10 25% - -

D : délétion ; I : insertion ; OR (CI95%) : Odds ratio (intervalle de confiance a 95 %) ; * : p <0.05

Nous constatons que la fréquence du génotype DD est €levée chez les sujets avec
CCR par rapport aux sujets témoins. Le calcul des OR (tableau 06) indique qu’il n’y a pas
de différence significative (p>0.05) des fréquences du génotype DD entre les sujets
témoins et les sujets avec CCR (respectivement 75% et 55%). Encore les fréquences des
alleles D et I sont respectivement 75% et 25% chez les témoins alors que les fréquences
alléliques chez les sujets avec CCR sont respectivement 81.25% et 18.75% (p>0.05). Ceci
indique qu’il n’y a pas d’association entre le génotype DD et le CCR dans notre
population. Les résultats de notre étude concordent avec certaines études alors qu’ils

disconcordent avec d’autres.

Nos résultats cohobérent avec les résultats de la population du Kashmiri ou il n'y
avait aucune association significative entre le génotype DD de I’ECA et I'un des caracteres
clinico-pathologiques connus concluant ainsi que le polymorphisme ACE I/D n'est pas un
facteur de risque significatif dans la carcinogenese des CCR (Syed S et al., 2011). Encore,
les résultats d’'une méta analyse regroupant 11 études publiées entre 2000 et 2014 ont
démontré que le polymorphisme ACE I/ D n'est pas un facteur génétique du risque de

CCR (Zhou et al., 2015).
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Par ailleurs, seuls le génotype DD et ’all¢le D étaient associés a la susceptibilité
au CCR (P =0,038, OR = 2,158, IC 95% = 1,039—- 4,480; p = 0,026, OR = 1,501, IC 95%
= 1,048-2,150) (Xiao Z, 2017). Dans I’étude de Liu et al., les patients porteurs de l'all¢le
D étaient associés a un risque accru du cancer colorectal et de métastases peu différenciés
par rapport a ceux porteurs de l'allele I (OR = 1,54, 1C95%, 1,02-2,28; OR = 1,56, IC95%,
1,08 -2,26, respectivement), bien qu'aucune association significative n'ait été observée
entre les cas et les témoins dans l'analyse globale. Ces résultats indiquent que le
polymorphisme ACE I/ D est susceptible de jouer un rdle dans la progression du CCR
(LiuSetal, 2011).

D’autre part, dans une étude Romaine réalisée sur 108 personnes atteintes du
CCR et 150 personnes saines, le génotype II a été déterminé comme étant le facteur du

risque du CCR (Toma M et al., 2009).
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Conclusion et perspectives

Le cancer colorectal est une cause principale de la mortalité¢ et de la morbidité du
cancer. En Algérie ce type de cancer représente un réel probléme de santé dont la
fréquence est en croissance progressive. Les risques de cette pathologie sont associés a des
facteurs familiaux et héréditaires ainsi que des facteurs environnementaux tels que:

I’alimentation, le tabagisme et la consommation d’alcool.

Notre travail repose sur une étude cas-témoins comprenant 18 cas CCR et 20
témoins, dans le but de déterminer une possible association du polymorphisme I/D et le

CCR.

Nos résultats montrent que 1’incidence du cancer colorectal augmente avec 1’age,
elle diminue au-dela de 70 ans. L’age moyen de notre population est de 54,90 ans, avec des
extrémes allant de 35 a 89 ans. Il n’y a aucune différence entre 1’incidence de la maladie et
le sexe. Concernant le si¢ge de la tumeur, une fréquence plus élevée au niveau du rectum
par rapport aux autres parties du colon ; une prédominance de stade IV par rapport aux
autres stades ; ceci peut étre expliqué par un diagnostic qui est souvent tardif d’ou le taux
si élevé des stades avancés confirmé par la présence de métastase synchrone dans 90% des
cas. La part de I’hérédité est estimée par les ATCDF, qui représentent 50% de la

population.

La réalisation de notre travail nous a permis de déterminer les fréquences
génotypiques et alléliques du polymorphisme I/D du gene de I’ECA chez les patients
respectivement (DD 75%, ID 12.50% et II 12,50%) et (D 81,25%, 1 18,75%) ainsi que
chez les témoins respectivement (DD 55%, ID 40%, II 5%) et (D 75%, I 25%). Nos
résultats nous ont également permis d’observer une prédominance du génotype DD (75%)
pour les cas de CCR par rapport aux témoins, alors que les tests statistiques ne montrent
aucune différence significative ce qui explique qu’il n’existe pas d’association entre le

polymorphisme de ’ECA et la survenue du CCR dans notre population étudiée.

Notre étude a été confrontée a plusieurs limites parmi lesquelles la taille réduite de
notre échantillon, le manque de données épidémiologiques pour plusieurs sujets, les
difficultés rencontrées lors de la réalisation de la PCR ainsi que le temps réservé a la
réalisation de cette partie. Néanmoins, I’étude de nouveaux marqueurs génétiques, tels que
le polymorphisme de délétion/insertion du gene de I’ECA, ouvre des perspectives en

matiere de détection, de prévention et de traitement des cancers.
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Conclusion et perspectives

A la lumiére de notre travail nous émettons comme perspectives :
- de reprendre les travaux sur un échantillon encore plus large afin de mieux identifier, et
évaluer I’association de ce polymorphisme.
- un dépistage précoce du cancer colorectal doit étre réalisé tous les deux ans peut
permettre d’identifier la présence d’un cancer a un stade trés précoce de son
développement, ce qui implique des traitements moins lourds et augmente les chances de
guérison.
- une détection des polypes ou adénomes permet de les retirer avant qu’ils n’évoluent en
cancer.
- II faut se pencher sur ce probléme en préconisant une bonne hygi¢ne de vie, une
alimentation saine, éviter la sédentarité, exercer une activité physique, consulter son
médecin en cas de malaises abdominaux ou de présence de sang dans les selles, car tous
ces facteurs constituent des facteurs de prévention contre le cancer colorectal
- enfin, il faut procéder a la mise en place de campagnes de prévention des CCR, en ciblant

les FDR, les contrdler est impératif dans notre population.
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Annexe 01 :

FICHE DE PATIENTS ATTEINTS DE CANCER COLORECTAL (CCR)

D) Données relatives aux patients

IT) Données sur le mode de vie
1- Tabagisme : Oui Non Nbre de cigarette / jour :..................

2- Prise d’alcool : Oui Non

AULTES . .ot

IIT)  Terrain pathologie:
1- Présence de pathologies associées
-Diabéte : Oui Non
-Maladies inflammatoires de I’intestin (Crohn, colite ulcéreuse) : Oui Non
-Polype colorectal : Oui Non
2- Antécédents personnels
CCR..i AULTES CANCETS ..evvvvniiniiiiiiiiiii e,
3-Antécédents familiaux Non Oui : Nombre de sujets atteints :........
IV)  Caractéristiques tumorales
1-Données macroscopiques
-Localisation tumorale : Rectum colon sigmoide colon gauche

Colon droit colon transverse
-Aspect : bourgeonnement infiltrant plan
-Métastase synchrone : absentes présentes
2- Données histologiques :
-Type d’adénocarcinome : bien = moyennement peu différencié




Annexe 02 :

FORMULAIRE DE CONSENTEMENT

Lieu de réalisation :

Nom et prénom du Médecin investigateur :
Nom et Prénom du Patient(e) :

Adresse :

Date de naissance : Lieu de Naissance : Sexe :

Invitation a participer : Je déclare avoir été informé(¢), oralement et par écrit, de la maniére la
plus simple qui soit et dans la langue ou le dialecte que je maitrise le mieux par le médecin indiqué
ci-dessus, des objectifs et du déroulement de I’étude

(00 8 L0753 /0 2 ) 0 1| AN

.............................. des effets présumés, des avantages et des inconvénients possibles ainsi
que des risques éventuels.

Je certifie avoir lu et compris I’information orale et écrite qui m’a été remise sur cette étude.

J’ai recu des réponses satisfaisantes aux questions que j’ai posées sur ma participation a cette
¢tude. Je conserve I’information écrite aux patients et recois une copie de la présente déclaration
de consentement.

J’ai ét¢ informé(e) que le protocole n’interfere pas avec mes traitements antérieurs.

J’ai été informé(e) du caractere facultatif des analyses médicales prévues dans 1’étude, que je peux
accepter ou refuser sans aucune conséquence sur mon traitement et mon suivi.

Bienfaits : j’ai compris que ma participation a cette recherche permettra 1’avancement de la
recherche et du savoir.

Confidentialit¢ et anonymat : Je sais que mes données personnelles ne pourront étre
communiquées que sous une forme anonyme.

Conservation des données : j’ai recu les garanties que les échantillons biologiques recueillis ainsi
que les résultats des analyses biologiques seront conservés de fagon sécurisée.

Participation volontaire : Je prends part de fagon volontaire a cette étude clinique. Je peux, a tout
moment et sans avoir a fournir de justification, révoquer mon consentement a participer a cette
¢tude, sans pour cela en subir quelque inconvénient que ce soit dans mon suivi médical ultérieur.

De mon coté, je m’engage a informer le médecin investigateur de tout traitement prescrit par un




autre médecin ainsi que la prise de médicaments (prescrits ou achetés par moi-méme).

Je m’engage également a informer le médecin responsable de tout phénomene inattendu pouvant
survenir durant cette étude et a me conformer aux recommandations de ce médecin.

Acceptation : je déclare, accepter de mon plein gré de participer a cette recherche et je n’ai subi
aucune contrainte pour donner mon consentement. Cependant toute utilisation nouvelle des

prélevements effectués a des fins de recherche, nécessitera un nouveau consentement de ma part.

En lieu et date : Signature du patient/de la patiente




Annexe 03 : Extraction de PADN
1. Préparation des leucocytes

-Dans un tube Flacon de 50 ml ; mettre le sang total et compléter & 25 ml pour un seule

tube ou 45ml pour 2 tubes avec du TE 20 :5, Laisser le mélange 10min dans la glace.
- Centrifuger 10 min a 3900g (3900 rpm).

- Aspirer le surnageant avec la trompe a vide

- Rajouter le TE 20:5 au culot, et le remettre en suspension avec un pastelle stérile

- compléter a 25 ml avec TE 20:5 et Laisser 10 min dans la glace

- Centrifuger 15 min a 3900 g (3900 rpm)

- Centrifuger dans les mémes conditions précédentes.

- Déverser le surnageant avec la trompe a vide : obtention d’un culot de leucocytes.

(Si on s’arréte a ce niveau, les mettre dans un tube nunc de 1.5ml avec du TE 10 :1 et les

conserver a -20°C dans un congélateur).

2. Extraction de ’ADN

-Transvaser le culot de leucocytes dans un tube Falcon de 15ml
- Centrifuger 15 min a 3900 g (3900 rpm)

- Ajouter 3 ml de tampon de lyse (Na Cl 400 mM, EDTA 2mM, Tris 10mM, PH 8.2) en

dilacérant le culot avec un pastelle stérile

- Ajouter 200 pl de SDS a 10%.

- Ajouter 100 ml de protéinase K a 10 mg/ ml.

- Agiter le tube sur une roue a 37°C pendant une nuit.

- Le lendemain ; refroidir dans la glace.

- Ajouter 1 ml de Na CI 4M et agiter vigoureusement 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 pelote d’ADN se forme

-laisser éventuellement 30 min a- 20 °C si la pelote ne se forme pas

-Récupérer la pelote d’ADN par une pipette pasteur et la rincer 2 fois dans 1’éthanol a 70%
-Mettre la pelote dans un tube nue

3. Solubilisation de ’ADN

-Ajouter 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 complete (de 1 a 2 jour).
4. Détermination de la pureté de ’ADN

L’ADN est solubilisé en phase aqueuse par le rapport de la DO a 260nm (longueur d’onde
de I’absorption de ’ADN), sur la DO a 280nm (longueur d’onde de 1’absorption des

protéines).

* L’ADN est suffisamment pur lorsque le rapport R = DO260/ DO280 est compris entre
l.6et2 (1.6 <R<2).

* L’ADN est contaminé par les protéines si : DO260/ DO280< 1.6.

* L’ADN est contaminé par les ARN si : DO260/ DO280> 2.

La pureté de ’ADN est essentielle pour une action efficace des enzymes de restriction
utilisées par la suite. Dans le cas ou I’ADN est contaminé, ce dernier ne laisserait pas
aboutir a un bon résultat dans les étapes suivantes de son analyse par PCR. Il est donc
indispensable de procéder par la réextraction de la pelote de I’ADN afin d’obtenir la pureté

souhaitée .Les ADN purs sont conservés a + 4°C jusqu'a utilisation.
Annexe 04 : préparation du TBE 1X

On prépare le TBE 10X : Tris 108g + acide Borique 55g + EDTA 9.3g + H20 distillée 1L,
puis on fait une dilution pour obtenir un TBE 1X, on prend 100 ml TBE et on complete le

volume avec de I’H20 distillée jusqu’a 1000 mL.



Résumé

Le cancer colorectal est une tumeur maligne qui affecte le colon et le rectum et qui
présente un véritable probléme de santé en Algérie. Le but de notre étude est d’étudier les
facteurs de risque qui peuvent augmenter le risque de CCR et de déterminer 1’association du

polymorphisme I/D et le CCR dans notre population.

Notre étude cas-témoin comporte une population de 18 cas de CCR et 20 témoins.
Une extraction de I’ADN leucocytaire est réalisée pour la population d’étude. Le génotypage

du polymorphisme de ’ECA est déterminé par la méthode PCR directe.

La tranche d’age la plus touchée semble étre entre 40 et 49 ans. Tous nos patients ne
prennent pas de boissons alcoolisées et ne présentent aucun terrain pathologique. 50% de la
population présentent des antécédents familiaux. L’étude des caractéristiques cliniques de la
tumeur indique que le cancer rectal prédomine le cancer colique, 1’adénocarcinome bien
différencié est ’aspect histologique le plus fréquent (70%), le stade IV est le plus fréquent et

enfin 90% des patients présentent une métastase synchrone.

Les résultats de notre étude moléculaire montrent une prédominance du génotype DD
(75%) chez les sujets CCR par rapport aux témoins (55%) ainsi que des fréquences de ’all¢le
D (81,25% chez les patients et 75% chez les témoins). Néanmoins, le calcul de 1’Odds ratio
indique que le polymorphisme ID de I’ECA n’est pas associé significativement avec le risque
de CCR (OR= 1.44, IC 95 % p= 0.61). Des études supplémentaires sont nécessaires pour

confirmer cela.

Mots clés : Cancer colorectal, facteurs de risque de CCR, Enzyme de Conversion de

I’angiotensine, Polymorphisme I/D.
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Abstrat

Colorectal cancer is a malignant tumor which affects the colon and the rectum,
representing a serious health issue in Algeria. The aim of our study is to dissect the factors that can
increase the risk of CCR and to determine the relationship between the polymorphism and the CCR
factor for our population. Our controlling case encompasses a population of 18 CCR cases and 20
witnesses. A leukocytic DNA extract is then taken from the study population. The ECA
polymorphism genotyping is determined by the direct PCR method. The most effected age range is
between 40 and 49 years old. All of our patients do not consume Alcoholic substances and are not
diagnosed with any pathological disorders. 50 % if our population have family history. The study
of the clinical characteristics show that the rectal cancer is more predominant than colon cancer.
Our studies also showed that the adenocarcinoma is well distinguished in addition a more frequent
historical appearance of 70%. The fourth grade is the most frequent and finally, 90% of patients
present with a synchronic metastasis. The results of our molecular study show a predominance a
genotype DD (75%) for the CCR subjects in contract with the control (55%) as well as frequencies
of allelic D (81,25%) for the patients and (75%) for the control subjects. However, the calculation
of the Odds ratio demonstrates that the ID polymorphism of the ECA is not significantly associated
with the CCR risk (OR=1.44, IC 95% p= 0.61). More studies are necessary to confirm these
findings.

Keywords:

Colon Cancer, CCR risk factors, Angiotensin Conversion Enzyme, polymorphism 1/D.
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Le cancer colorectal est une tumeur maligne qui affecte le colon et le rectum et qui présente un véritable
probléme de santé en Algérie. Le but de notre étude est d’étudier les facteurs de risque qui peuvent
augmenter le risque de CCR et de déterminer 1’association du polymorphisme I/D et le CCR dans notre
population.

Notre étude cas-témoin comporte une population de 18 cas de CCR et 20 témoins. Une extraction de
I’ADN leucocytaire est réalisée pour la population d’étude. Le génotypage du polymorphisme de ’ECA
est déterminé par la méthode PCR directe.

La tranche d’age la plus touchée semble Etre entre 40 et 49 ans. Tous nos patients ne prennent pas de
boissons alcoolisées et ne présentent aucun terrain pathologique. 50% de la population présentent des
antécédents familiaux. L’étude des caractéristiques cliniques de la tumeur indique que le cancer rectal
prédomine le cancer colique, ’adénocarcinome bien différencié est ’aspect histologique le plus fréquent
(70%), le stade IV est le plus fréquent et enfin 90% des patients présentent une métastase synchrone.

Les résultats de notre étude moléculaire montrent une prédominance du génotype DD (75%) chez les
sujets CCR par rapport aux témoins (55%) ainsi que des fréquences de 1’allele D (81,25% chez les
patients et 75% chez les témoins). Néanmoins, le calcul de I’Odds ratio indique que le polymorphisme ID
de ’ECA n’est pas associ¢ significativement avec le risque de CCR (OR= 1.44, IC 95 % p= 0.61). Des

études supplémentaires sont nécessaires pour confirmer cela.

Mots-clefs : Cancer Colorectal, facteurs de risque de CCR, Enzyme de Conversion de I’angiotensine,
Polymorphisme I/D.
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