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Introduction

Le cancer colorectal est un cancer qui se développe dans le gros intestin. Il regroupe le
cancer du cdlon qui se développe dans le colon, la plus longue partie du gros intestin et le
cancer du rectum qui se développe dans la derniere partie du gros intestin (Belov et al. 2016).
Le cancer colorectal par sa fréquence et sa gravité est un probleme de santé publique dans le
monde. En Algérie, I’incidence des cancers colorectaux (CCR) demeure faible par rapport aux
pays développés, en dépit du fait qu’elle est en constante augmentation. En effet, les CCR
sont devenus les premiers cancers digestifs chez les deux sexes, surclassant le cancer de
I’estomac, et comptent parmi les cancers les plus fréquents, occupant ainsi la troisieme place
de I’ensemble des cancers apres le cancer du poumon et de la prostate chez les hommes et
apres la cancer du sein et du col utérin chez les femmes (Abderrahmane et al 2015). Son
incidence est de 12 nouveaux cas pour 100 000 habitants annuellement, Il existe une nette
augmentation qui est de ’ordre de 7% chaque année et qui est liee au changement du mode
alimentaire ainsi qu’a d’autres facteurs de risques dont I'hérédité, 1’age, les polypes
hyperplasiques ou inflammatoires, le tabac, I’alcool et d’autres facteurs environnementaux
(Aleksandrova et al 2014). La détection précoce des cancers colorectaux et le dépistage des
populations doit étre une priorité pour diminuer la fréquence élevée des cas, qui arrivent a un

stade tardif et ainsi élever les taux de survie et baisser la mortalité (Puddu & Tafforeau 2006).

Notre travail a porté sur I’étude de cas de cancer colorectal au niveau du service d’ocologie
dans la région de Constantine. 11 a été réalise au niveau du laboratoire de biologie et génétique
moléculaire du CHU Ibn Badis Constantine (CHUC) d’un c6té et au laboratoire de biologie
moléculaire (Faculté des sciences de la nature et de la vie, Université Freres Mentouri
Constantine 1) de l’autre coté. Il comprend une étude prospective sur les dossiers des
malades, une étude généalogique réalisée via des questionnaires, une étude biochimique
faisant ressortir les marqueurs tumoraux et une étude moléculaire qui vise a étudier le
polymorphisme A1298C du gene de la MTHFR
Le présent mémoire est structuré de la maniére suivante :

- Une introduction

- Une revue de littérature qui met ’accent sur les différents mots clés du sujet, tout en
essayant d’actualiser les données bibliographiques

- Une partie pratique qui renferme la méthodologie adoptée et les résultats obtenus

- Une conclusion.
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Chapitre 01 Anatomie

. Anatomie du gros intestin
I.1. Anatomie du cdlon

Le co6lon ou gros intestin est la portion du tube digestif située dans 1’abdomen, entre la
jonction iléo-caecale et le rectum. De droite a gauche, il est constitué par: le caecum, l'appendice,
le c6lon ascendant, I'angle colique droit (hépatique), le cblon transverse, I'angle colique gauche
(splénique) et le colon descendant. Ce dernier se prolonge par une partie terminale ayant une
forme de S et constituant le colon sigmoide, lui-méme se poursuivant par le rectum (figure 1)

(Bouregba et al.2015).

angle gauche
du colon
angle droit
u colon
colon
transverse
colon
ascendant "
colon
descendant
intestin
gréle
caecum
colon
sigmoide
rectum
muscles
7
de I'anus anus
sphincter
anal

Figure 1 : Vue d’ensemble de ’intestin gréle et du gros intestin (Lorins 2006).

1.1.1-Caeco-appendice

Le Caeco-appendice est la partie initiale du colon faisant suite a I’intestin gréle, il posséde un
prolongement atrophi¢ : I’appendice vermiculaire.
Le coecum est un segment de 6 cm de long, sa limite supérieur est marqué par ’abouchement sur
sa face interne de I’iléon, ’abouchement de ’appendice est situé de 2 cm au-dessous de I’orifice
iléo-caecal lequel est muni de 2 valves supérieur et inférieur appelé valvule de Bauhin (Bouregba
et al.2015). L’appendice est un tube flexueux de longueur trés variable 8 cm en moyenne et 4
la valvule de

mm de large, ’orifice appendiculaire est parfois muni d’un repli muqueux :

Gerlach (Bouchet et Cuilleret 1991).
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I.1.2- Colon ascendant

Le colon ascendant fait suite au caecum oblique en haut et en arriére, il mesure 8 a 15 cm de
long, il monte de la fosse iliaque droite selon un trajet rectiligne jusqu'a I’angle colique droit. Le
long de ce trajet, le colon ascendant est fixé a la paroi post par I’intermédiaire du fascia de told
droit, le péritoine qui ne tapisse que ses parties antérieures et latérale se réfléchie en dehors sur le
péritoine pariétal en déterminant une gouttiére qui longe le versons latéral du colon : c’est la
gouttiere pariéto-colique droite (Bouchet et al. 1991 ; Bougerba 2015).
1.1.3- L’angle colique droit

C’est I’angle que fait le colon pour prendre une direction transversale, un angle trés aigu qui
regarde en bas, en avant et en dedans situé en avant du rein droit et en arriére du foie, se projette
au-dessous de la 12éme cote, il est relié par le ligament phrenico-colique droit (Ghebriout et al.
2012 ; Bougerba et Boulenouar 2015).
1.1.4- Le colon transverse

Le colon transverse est un segment libre a concavité postérieur étendu entre 1’angle hépatique
du colon droit et I’angle splénique du colon gauche, il prend une direction oblique en haut et a
gauche jusqu'a I’extrémité inférieure de la rate (Ghebriout et al. 2012 ; Bougerba et Boulenouar
2015).
1.1.5- L’angle colique gauche

L’angle colique gauche est I'union du colon transverse avec le colon descendant, il est plus
haut et plus aigu que I’angle droit, il est situé en dehors du rein gauche sous la rate et derriere les
derniéres cotes, il est orienté dans un plan vertical et son ouverture regarde en avant en bas et en
dedans, il est rattaché au péritoine pariétal qui tapisse le diaphragme par le ligament phrenico-
colique gauche (Bouregba et Boulenouar 2015).
1.1.6- Colon descendant

Le colon descendant commence a I’angle colique gauche et se termine au niveau de la créte

iliaque gauche, descend verticalement dans la gouttiére située entre le rein gauche et la paroi
abdominale. Il est accolé au péritoine pariétal postérieur par I’intermédiaire du fascia de told
gauche (Bouchet et Cuillert 1991).
I.1.7-Colon ileo-pelvien

Le colon ileo-pelvien s’étend de la créte iliaque gauche a la 3éme vertébre sacrée ou il se
continue avec le rectum. Il comprend 2 parties :

- Le colon iliaque : qui occupe la fosse iliaque gauche fixé au plan postérieur par le fasica de
told gauche et s’étend de la créte iliaque jusqu’au bord médial de muscle psoas décrivant une

courbe concave en dedans.
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- Le colon pelvien ou sigmoide : est un segment libre fixé par ses deux extrémités a la paroi

postérieure par un méso (Bouchet et Cuillert 1991).

I.2.Anatomie du rectum
Le rectum fait suite au cblon sigmoide. Il est moulé sur la concavité sacrée, médian et
globalement vertical dans un plan frontal d’ou son nom (rectum en latin veut dire droit). Il
commence en regard de S3, et est dépourvu de bandelette, d’haustration et d’appendice omental,
ce qui le différencie du célon. Long de 15 cm, le rectum a une partie supérieure recouverte de
péritoine viscéral (partie péritonisée) et une partie non péritonisée (partie sous-péritonéale).Le
rectum peut étre divisé en trois parties en fonction de la distance par rapport a la ligne pectinée
(ou bord supérieur du sphincter) (figure 1) :
- Le bas rectum, a moins de 2 cm du bord supérieur du sphincter, soit moins de 5 cm de la
marge anale.
- Le moyen rectum, étendu de 2 a 7 cm du bord supérieur du sphincter, soit de 5 a 10 cm
de la marge anale. (Blanchard et al .2010).
- Le haut rectum, étendu de 7 a 15 cm du bord supeérieur du sphincter, soit de 10 a 18 cm

de la marge anale (Blanchard et al .2010).

I1- Histologie
I1.1.Histologie du colon
Le cOlon est constitué par quatre tuniques, qui sont de I’intérieur vers 1’extérieur :

- La muqueuse du c6lon : qui comporte généralement trois sous couches : un épithélium de
revétement, une lamina propria et une musculaire muqueuse. L’épithélium de la muqueuse est
généralement un épithélium prismatique simple, qui ne posséde ni plis circulaires ni villosités et
pratiquement pas de cellules sécrétrices d’enzymes digestives. La muqueuse est constituée de
nombreuses glandes de lieberkiihn en profondeur et on y trouve une multitude de cellules
caliciformes. La lamina propria, située sous 1’épithélium, est formée de tissu conjonctif
aréolaire. Elle est parcourue de capillaires qui nourrissent 1’épithélium et absorbent les
nutriments digérés. A ’extérieur de la lamina propria se trouve la musculaire muqueuse, une
fine couche de cellules musculaires lisses qui produit les mouvements locaux de lamuqueuse
(Lorins 2006).

- La tunique sous muqueuse : située juste a I’extérieur de la muqueuse, est un tissu
conjonctif lache qui renferme des vaisseaux sanguins et lymphatiques, des follicules

lymphatiques et desneuro-fibres.
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- La tunique musculaire : se compose de deux couches : I'une, superficielle, longitudinale,
incompléte, épaisse seulement au niveau des bandelettes ; I’autre, profonde, formée de fibres
circulaires.

- La séreuse : la couche la plus externe, a un rdle protecteur et est formée par le péritoine
viscéral (Lorins 2006).

11.2.Histologie du Rectum

Le rectum a une structure voisine de celle du cdlon : muqueuse, sous muqueuse contenant le
plexus veineux hémorroidal, musculeuse en deux couches, couche superficielle de fibres
longitudinales et couche profonde de fibres circulaires (figure 2).

La séreuse toutefois ne tapisse pas toute I’ampoule rectale mais seulement la partie haute de ses
faces latérales et la moitié inférieure de sa face antérieure correspond au cul de sac de Douglas.
Le rectum périnéal (ou canal anal) présente outre le changement de muqueuse, une architecture

musculaire beaucoup plus complexe correspondant a I’appareil sphinctérien (Lorins 2006).
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Figure 2: Histologie du tube digestif (Lorins 2006)
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I1l- Physiologie du colon
I11-1- Absorption d’eau et d’électrolytes
Le cdlon controle le volume et la composition ionique des selles, absorption de Na*
et Cl, et sécrétion de K™ et HCO3 (Bouregba et Boulenouar 2015).
I11-2- Activité métabolique
L’importance de la flore microbienne se résume dans les points suivants :

- Bactéries anaérobies dans le colon et aérobies dans le gréle.

- 99% des bactéries de I’organisme, de 1 millier a 1 million dans le gréle a 1milliard/ml
dans le ceecum et mille milliard dans le colon gauche.

- Les bactéries coliques dégradent les protéines endogénes issues de la desquamation
cellulaire grace a des peptidases bactériennes : dégradation en acides aminés et
désamination ou décarboxylation avec production d’ammoniac ou d’amines volatiles.

- Les glucides non absorbés par I’intestin gréle sont dégradés par fermentation sous
I’action des bactéries coliques (gaz intestinaux) pour former des acides gras a chaine
courte (AGCC) (Bouregba et Boulenouar 2015).

I11-3- Motricité colique
La motricité du colon lui permet d’assurer une double fonction :

- Dans le cadre colique se situe le brassage qui conduit a une déshydratation du contenu
endoluminal terminant 1’absorption de I’eau et des ¢électrolytes commencée par 1’intestin
gréle.

- Le stockage des maticres fécales dans I’intervalle des exonérations.

La derniére fonction, assurée par le segment distal, est I’élimination contrdlée des résidus de la
digestion, cette étape terminale dépend de la volonté.
La motricité colique est caractérisée par 3 types de mouvements:

e Contractions annulaires segmentaires aboutissant a la formation d'haustrations.

e Mouvements de rétropulsion vers le colon droit.

e Mouvements de masse: apres le repas, le réflexe gastro-colique entraine une ondede
contraction péristaltique qui va du cdlon transverse au rectum (Bouregba et Boulenouar
2015).
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I. Définition

Les cancers du colon et du rectum sont regroupés dans la catégorie ‘colorectal’(CCR)
puisque ces organes sont faits des mémes tissus et qu’il n’y a pas de limite claire entre eux.
Le CCR est une tumeur maligne qui apparait dans les cellules glandulaires tapissant la paroi
du cblon ou du rectum. En effet, ¢’est un cancer qui se développe dans le gros intestin.
Le cancer du cdlon se référe au cancer qui se développe dans le colon, la plus longue partie du
gros intestin ; celui du rectum, se développe dans le rectum, la derniére partie du gros intestin
qui se termine par I’anus. L ’anus est ’orifice du rectum qui débouche a I’extérieur du corps et
permet I’évacuation des selles. Le cancer peut aussi se développer dans 1’anus, mais le cancer

anal est une maladie distincte (Belov et al. 2016).

I1- Epidémiologie
I1.1. Dans le monde

Le fardeau mondial du cancer s‘¢léve & 18,1 millions de cas et a 9,6 millions de décés. Le
Centre international de recherche sur le cancer (CIRC) estime qu'un homme sur cing et une
femme sur six dans le monde développeront un cancer au cours de leur vie, et qu'un homme
sur huit et une sur onze femmes mourront de leur maladie. Plusieurs facteurs semblent étre a
l'origine de cette augmentation, notamment une population mondiale croissante et vieillissante
et une augmentation de I'exposition aux facteurs de risque de cancer liés au developpement
social et économique. Pour les économies a croissance rapide, les données suggérent un
passage des cancers liés a la pauvreté ou aux infections a ceux associes a des modes de vie
plus typiques dans les pays industrialisés. Cependant, les pays sont confrontés a une
augmentation globale du nombre absolu de cas de cancer. L'Asie represente pres de la moitié
des nouveaux cas de cancer et plus de la moitié des décés par cancer. Les estimations
suggerent que la proportion de décés par cancer est plus élevée en Asie et en Afrique
(respectivement 7,3% et 57,3%) par rapport a leur incidence (5,8% et 48,4%
respectivement). Le CIRC suggeére que cette tendance est probablement due a la fréquence
plus élevée de types de cancer associés a un pronostic plus sombre, ainsi qu’a un acces limité
au diagnostic et au traitement en temps voulu. Les données de 2018 suggerent également que
les pays a indice de développement humain (IDH) élevé ont une incidence de cancer 2 a 3 fois
supérieure a celle des pays a IDH faible ou moyen.
Le cancer colorectal est classé le 4°™cancer en chaine mondiale en 2018 aprés le cancer du
sein (46.3), cancer de la prostate (29.3) et cancer de poumon (22.5) avec une incidence de
19.7 (figure 3) (Abbes et al 2018).
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Figure 3: Taux incidence estimés normalisés selon I’age en 2018 dans le monde (Abbes et
al 2018).
11.2. En Algérie
L’incidence des CCR demeure faible par rapport aux pays développés, en dépit du fait
qu’elle est en constante augmentation. En effet, les CCR sont devenus les premiers cancers
digestifs chez les deux sexes, sur classant le cancer de 1’estomac, et comptent parmi les
cancers les plus fréquents, occupant ainsi la troisiéme place de ’ensemble des cancers (Abbes

et al 2018).

I1l- Facteurs de risques
I11.1.Facteurs génétiques

On estime que 10 a 20% des cancers colorectaux ont une composante héréditaire, dont 2 a
4% relévent de deux affections bien individualisées, dont le diagnostic moléculaire est
possible :

I11.1.1. La polypose rectocolique familiale, affection autosomique dominante a

pénétrance variable

La mutation du géne APC sur le chromosome 5¢ peut étre dépistée a partir des leucocytes
du sang circulant, permettant un diagnostic génétique. La transformation maligne du polype
recto-colique est quasi constante. L’impossibilit¢ de surveiller et de prévenir la

transformation(Scotte et al. 2002).
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de certains de ces polypes impose une coloproctectomie totale avec anastomose iléo-anale
chez les sujets atteints de la mutation présentant une polypose. (Scotte et al. 2002).

I11.1.2. Le syndrome de Lynch ou syndrome HNPCC (Hereditary Non Polyposis

Colorectal Cancer), forme héréditaire sans polypose

Le risque de développer un cancer du cdlon est de 1.6% par an chez I’adulte, avec un
risque de 100% a I’age de 40 ans. Une mutation germinale des génes de réparation des
mésappariements de I’ADN est retrouvée dans la moitié des cas. Les tumeurs de ces sujets ont
un phénotype RER (RER pour « Replicationerror »). Les particularités cliniques des tumeurs
RER+ sont une localisation fréquente au colon droit, une évolution explosive, contrastant
avec un pronostic plutét meilleur par comparaison aux tumeurs RER-.
Il existe un risque d’autres localisations cancéreuses associées (endometre chez 50% des
femmes porteuses de la mutation, mais aussi cancer du sein, de I’ovaire et de I’estomac).

La prévention impose des coloscopies de dépistage tous les 18 mois. (Scotte et al. 2002).
Il existe aussi des sujets a risque augmenté :

e Antécédents familiaux de cancer rectocolique (risque multiplié par 2 a 4).

e Sujet avec antécédents personnels d’adénome.

e Des sujets ayant un parent du ler degré (pere, mere, frére, sceur) de moins de 60 ans,
ayant eu un cancer de I’intestin ou ayant deux parents atteints quel que soit leur age.
Sujet avec antécédents de cancer épidémiologiquement liés (cancer de 1’endomeétre,

cancer du sein). (Scotte et al. 2002).

I11.2.Lésions locales
111.2.1. Les adénomes

Ce sont des tumeurs épithéliales bénignes affectant 30 a 60% de la population de plus de
55 ans. Or les % des cancers colorectaux proviennent de la transformation maligne d’un

adénome permet d’envisager la prévention secondaire du cancer colique. (Scotte et al. 2002).

I11.2.2.Maladies inflammatoires
-Rectocolite hémorragique : risque de développement d’un cancer colorectal trés élevé, de
I’ordre de 2% par an chez I’adulte. Le dépistage est peu efficace mais recommandé, avec

intervalles courts, de I’ordre de 18 mois, effet préventif trés probable de 1’aspirine.

-Maladies de Crohn : risque élevé mais de fagcon moins importante. (Scotte et al. 2002).
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I11.3.Autres facteurs de risques

I11.3.1. L'age : comme pour la plupart des cancers, le risque d'avoir un CCR augmente
avec l'age. Avant 40 ans, les CCR sont tres rares. Le risque commence & augmenter a partir
de 50 ans et s'accroit ensuite nettement jusqu'a 80 ans. 94 % des CCR se manifestent chez
les personnes de plus de 50 ans. L'age moyen des personnes au moment du diagnostic est de
70 ans. (Scotte et al. 2002).

111.3.2. L’activité physique: les études antérieures démontrent que la pratique réguliére
d'exercices physiques au cours de la vie est liée a une baisse du risque de CCR. (Scotte et al.
2002).

I11.3.3. L’obésité : le CCR apparait plus souvent chez les personnes qui présentent un

surpoids ou qui sont obéses que chez celles qui ont un poids santé. (Scotte et al. 2002).

111.3.4. Le tabac : serait un facteur favorisant (>10% de cancers coliques pour I’American

Cancer Society). (Scotte et al. 2002).
111.3.5. Habitudes de vie

- ROle protecteur des régimes riches en légumes, en fibres et en calcium et en
vitamine D, acides gras oméga 3 (les poissons), des vitamines anti-oxydantes
(A,C,E), et des folates.
- Role favorisant d’un régime riche en viande, graisses animales et en protéine,
en sucre et des hydrates de carbone raffinés, alcool.
- Role protecteur de la prise réguliére de faible dose d’aspirine (Scotte et al.
2002).
I. Classification TNM du cancer colorectal
La classification TNM du cancer colorectal se fait selon trois criteres : la taille et la
profondeur de la tumeur, D’atteinte ou non des ganglions lymphatiques et le nombre de
ganglions atteints, présence ou non de métastases, permettent de définir le stade du cancer
selon la classification TNM.
- Le stade des cancers colorectaux au moment du diagnostic est généralement exprimé par
un chiffre romain allant de 0 a IV (figure 4) (Bosman et al. 2010 ; Brierley et al. 2017). La

signification de ces cing stades est expliquée ci-dessous :
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Stade 0 : la tumeur est in situ, ce qui signifie qu’elle est trés superficielle et qu’elle
n’envahit pas la sous-muqueuse, que les ganglions lymphatiques ne sont pas atteints et
qu’il n’y a pas de métastase a distance.

Stade | : la tumeur envahit la deuxiéme couche (sous-muqueuse) ou la couche musculaire
(musculeuse) de la paroi du c6lon ou du rectum, les ganglions lymphatiques ne sont pas
atteints et il n’y a pas de métastase a distance.

Stade 11 : les cellules cancéreuses ont traversé plusieurs couches de la paroi du cdlon ou du
rectum, mais aucun ganglion n’est atteint et il n’y a pas de métastase.

Stade 111: les cellules cancéreuses ont envahi les ganglions lymphatiques proches de la
tumeur.

Stade IV : le cancer s'est propagé au-dela du cdlon ou du rectum, vers des emplacements
ou des organes éloignés, généralement le foie ou les poumons (Bosman et al. 2010 ;
Brierley et al. 2017).

Stade 0 Stade | Stade Il Stade 1N Stade IV

Tumeur U :

.-

oo MO K e
‘-.'m.--“,

Figure 4 : Stades du cancer colorectal (Bosman et al. 2010).

IV.1.Classification clinique TNM

La classification classigue TNM s‘applique uniquement aux carcinomes. La maladie doit

étre confirmée histologiquement. La définition des catégories, T, N et M repose sur lI'examen

clinique, I'imagerie, I'endoscopie et/ou I'exploration chirurgicale (Brierley et al. 2017).
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IV.1.1.T-Tumeur primitive
Le tableau 1 représente la signification de la catégorie T selon la classification TNM

Tableau 1 : signification de la catégorie T selon la classification TNM
(Brierley et al. 2017)
TX | Renseignements insuffisants pour classer la tumeur primitive
TO | Pas de signe de tumeur primitive

Carcinome in situ : intra-épithélial ou envahissant la lamina propria (chorion de la

Tis
muqueuse)

T1 | Tumeur envahissant la sous-muqueuse

T2 | Tumeur envahissant la musculeuse

Tumeur envahissant la sous-séreuse ou les tissus péri-coliques ou péri-rectaux non

T3 . .
péritonisés

Tumeur envahissant directement d'autres organes ou d'autres structures et/ou
perforant le péritoine visceral

T4 T4a : tumeur perforant le péritoine visceral

T4b : tumeur envahissant directement d'autres organes ou d'autres structures

IV.1.2. N- Adénopathies régionales
Le tableau 2 représente la signification de la catégorie N selon la classification TNM

Tableau 2 : Signification de la catégorie N selon la classification TNM
(Brierley et al. 2017)

NX Renseignements insuffisants pour classer les ganglions lymphatiques régionaux

NO | Pas de métastase ganglionnaire régionale

Métastases dans 1 a 3 ganglions lymphatiques régionaux

Nla : métastases dans 1 seul ganglion régional

N1 | N1b : métastases dans 2-3 ganglions lymphatiques régionaux

N1c : nodules tumoraux (c'est-a-dire satellites) dans la sous-séreuse ou dans les tissus
mous non péritonéalisés péri-coliques ou péri-rectaux sans atteinte ganglionnaire
lymphatique

Métastases dans 4 ou plus ganglions lymphatiques régionaux

ND N2a : métastases dans 4 a 6 ganglions lymphatigques régionaux

N2b : métastases dans 7 ou plus ganglions lymphatiques régionaux.
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1V.1.3.M-Métastases a distance

Le tab

leau 3 représente la signification de la catégorie M selon la classification TNM

Tableau 3 : Signification de la catégorie M selon la classification TNM
(Brierley et al. 2017)

MO | Pas de métastase a distance

Présence de métastase(s) a distance

M1a : métastases dans un seul organe (foie, poumon, ovaire, ganglion(s) lymphatique(s)
M1 | non régional (aux))

M1b : métastases dans plus d'un organe ou dans le péritoine.

M1c : métastases dans le péritoine avec ou sans atteinte d'un autre organe

IV.2.Classification histopathologique pTNM

Le tab

Les catégories pT et pN correspondent aux catégories T et N.
pM1 correspond a une métastase confirmée histologiquement.
L'examen histologique d'une lymphadénectomie régionale doit inclure au moins 12
ganglions lymphatiques (Brierley et al. 2017).
leau 4 représente la signification de la catégorie pN selon la classification TNM.

Tableau4 : Signification de la catégorie pN selon la classification TNM
(Brierley et al. 2017).

pNO

Si les ganglions lymphatiques ne sont pas atteints mais que le nombre minimal n'est pas
atteint, classer comme pNO.

Métastases dans 1 a 3 ganglions lymphatiques regionaux

Nla : métastase dans 1 seul ganglion régional

pN1

N1b : métastases dans 2 - 3 ganglions lymphatiques regionaux

N1c : nodules tumoraux (c'est-a-dire satellites) dans la sous-séreuse ou dans les tissus
mous non péritonéalisés péri-coliques ou péri-rectaux sans atteinte ganglionnaire
lymphatique

Métastases dans 4 ou plus ganglions lymphatiques régionaux

pN2

N2a : métastases dans 4 a 6 ganglions lymphatigques régionaux

N2b : métastases dans 7 ou plus ganglions lymphatiques régionaux
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IV.3.Groupement par stade

Le tableau 5 représente le groupement par stade selon la classification TNM.

Le CCR

Tableau 5 : Groupement par stade selon la classification TNM (Brierley et al. 2017)

STADE TNM
Stade 0 Tis NO MO
Stade | T1,T2 NO MO
Stade 11 T3, T4 NO MO
Stade 1A T3 NO MO
Stade 11B T4a NO MO
Stade 11C T4b NO MO
Stade |11 Quel que soit T N1, N2 MO
T1, T2 N1
Stade I11A T1 N2a MO
T3, T4a N1
Stade 111B T2, T3 N2a MO
T1, T2 N2b
T4a NZ2a
Stade I11C T3, T4a N2b MO
T4b N1, N2
Stade IVA Quel que soit T Quel que soit N Mla
Stade IVB Quel que soit T Quel que soit N M1b

V. Classification histologique
V.1.Grades du cancer colorectal

La classification histologique, aussi appelée grade de la tumeur, définit I'apparence des
cellules cancéreuses qu'on compare a celle des cellules normales et saines. Le grade du cancer
aide a prévoir comment le cancer se développera et a planifier le traitement. Les médecins ont
¢galement recours au grade pour prévoir I’efficacité d’un traitement et I’issue d’une personne
(pronostic).Dans le cas du cancer colorectal, on a surtout recours a la classification
histologique pour les adénocarcinomes. Pour établir le grade de la tumeur, le pathologiste
examine au microscope un peu de tissu préleve dans le cdlon ou le rectum (Diaz et al. 2017).
Les tumeurs sont souvent classées de bas grade ou de haut grade. Les cellules cancéreuses de
bas grade sont bien différenciées. Leur apparence et leur comportement ressemblent beaucoup
a ceux des cellules normales. Elles ont tendance a se développer lentement et risquent moins
de se propager (O’Sullivan et al. 2017).
Les cellules cancéreuses de haut grade sont peu différenciées ou indifférenciées. Leur
apparence et leur comportement sont moins normaux, ou plus anormaux. Elles ont tendance a

se développer plus rapidement et sont plus susceptibles de se propager (Rosenberg 2015).
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Le pathologiste peut aussi assigner un grade de 1 a 4 au cancer colorectal. Plus le nombre est
bas, plus le grade I’est aussi. Les grades 1 a 3 ne s’appliquent qu’aux adénocarcinomes. Le
grade 4, qui correspond au carcinome indifférencié, décrit les tumeurs dont les cellules
cancéreuses sont indifférenciées. Cela signifie qu’elles ne ressemblent pas aux cellules
normales ou qu’elles n’agissent pas comme elles. Le grade 4 ne s’applique qu’aux tumeurs
qui ne prennent pas naissance dans les cellules glandulaires ou qui ne produisent pas de
mucus, dont les tumeurs neuroendocrines et les carcinomes épidermoides (Markowitz et
Bertagnolli 2009).

V1. Les marqueurs sériques
VI.1.L’Antigéne carcino-embryonnaire (ACE ou CEA)

Plusieurs marqueurs seriques ont été associes avec le cancer colorectal, notamment le CEA
et le CA-19.9 (carbohydrate antigene). Cependant, ces marqueurs ont une faible capacité a
détecter un cancer colorectal primaire en raison principalement d’une faible sensibilité au
stade précoce de la maladie. De plus, la spécificité du CEA est faible puisque le taux sérique
peut s’¢lever dans d’autres situations bénignes et malignes. Par conséquent, le CEA ne peut
étre utilisé comme outil pour le diagnostic du cancer colorectal. Cependant, le taux serique de
CEA a une utilit¢ pronostique chez les patients avec cancer colorectal nouvellement
diagnostiqué. En effet, un taux préopératoire > 5 ng/ml confeére un moins bon pronostic qu’un
taux normal. De plus, un taux élevé en préopératoire, qui ne se normalise pas apres résection
chirurgicale, implique la présence d’une maladie persistante et la nécessité de poursuivre les
investigations. Ainsi, les sociétés savantes oncologiques américaine (American Society of
Clinical Oncology, ASCO) et européenne (Société européenne d’oncologic médicale, ESMO)
recommandent le dosage préopératoire systématique du CEA, le dosage postopératoire et le
dosage série du CEA dans le cadre du suivi de la maladie opérée.
Finalement, le dosage du CEA s’effectue régulierement durant le traitement en situation
métastatique afin de suivre 1’évolution sous chimiothérapie (Duffy et al. 2003 ; Locker et al.
2006).
VI.2.L’antigéne CA 19-9
L’antigene CA 19-9 est élevé au moment du diagnostic de 48% des cancers colorectaux.
Comme pour I’antigéne carcino-embryonnaire, le taux initial pré-thérapeutique de 1’antigéne
CA 19-9 est un taux de référence pour suivre le patients. Il n’existe pas de corrélation
démontrée pour le CA 19-9 entre la valeur du marqueur et la masse cellulaire tumorale.
(Dubois et Grenier 2000).
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Cependant, une valeur initiale élevée est de fagon significative corrélé avec un mauvais
pronostic. Des taux élevés d’antigene CA 19-9, au-dela de 150 U/ml, semblent étre un
¢lément d’indication en faveur de I’existence de métastases hépatiques.

La corrélation avec ’efficacité thérapeutique est également retrouvée : apres traitement
chirurgical d’un cancer colorectal, la diminution du taux du CA 19-9 dépend du taux initial et
de Defficacité thérapeutique. La régression du taux du CA 19-9 est synchrone de celle de
I’ACE avec cependant une chute 1égérement plus rapide pour le CA 19-9 que pour L’ACE.
Comme pour I’ACE, les taux du CA 19-9 sont des témoins de I’efficacité du traitement
chirurgical ou des traitements adjuvants post-chirurgicaux radiothérapique au
chimiothérapique. Les dosages de I’antigéene CA 19-9 apres traitement peuvent montre des
taux élevés persistants de CA 19-9 au-dela de 3 mois suivant le traitement, signifiant un
poursuit évolutive néoplasique certaine.

L’augmentation du CA 19-9 au cours de la surveillance apres normalisation des taux permet
de suspecter I’apparition de récidive ou d’une métastase d’un cancer colorectale et la
constatation d’une élévation de I’ACE augmente de fagon tres significative la valeur de ces
marqueurs pour le diagnostic d’une récidive ou d’une métastase. En effet, une augmentation
conjointe de ’ACE est due au CA 19-9 correspond dans presque 100% des cas a une
authentique récidive ou a une metastase. De plus, ces augmentations sont précoces avant toute
symptomatologie clinique ou para clinique de la récidive ou de la métastase. L’¢lévation de
I’ACE et du CA 19-9 apparait dans 70% des cas a 4 mois et dans 90% des cas a 3 mois avant

le diagnostic de la récidive ou de la métastase (Dubois et Grenier 2000).

VII. Mécanismes moléculaires au service du cancer colorectal
VII.1.La voie Wnt/b-caténine

L’initiation de la cancérisation : I’altération de la voie Wnt/b-caténine est dans 90 % des
cas I’¢lément initiateur du processus de cancérisation des muqueuses colique et rectale, et
correspond a Dapparition d’un adénome précoce (cryptes dysplasiques).Cette voie de
signalisation est fondamentale pour le controle de I’embryogenése et le renouvellement de
I’épithélium des cryptes intestinales (Reya et Clevers 2005).
Au cours de ces processus, les cellules sont stimulées par des facteurs Wnt, ce qui provoque
la formation d’un complexe membranaire constitué du récepteur Frizzled (Fz) couplé au
corécepteur LRP5/6 et de Dishevelled (Dsh).
Apres phosphorylation de Dsh et de LRP5/6, ’axine est recrutée a la membrane. Cette

protéine d’échafaudage est le facteur-clé du complexe de destruction de la b-caténine : son
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recrutement a la membrane empéche donc la dégradation de la b-caténine, élément central de
la voie Wnt.

En absence de stimulation, la b-caténine est séquestrée dans un complexe formé de 1’axine,
d’APC et des kinases GSK3b et CK1b.

La b-caténine subit tout d’abord une série de phosphorylations dans une région appelée boite
de destruction (D-box), puis est la cible de 'ubiquitine ligase b-TrCp. L’ubiquitinylation de la
b-caténine provoque sa dégradation protéasomale. Le recrutement de 1’axine a la membrane
en réponse aux facteurs Wnt blogque ce processus de dégradation. La b-caténine migre alors
dans le noyau ou elle s’associe au T-cell factor (TCF) pour former un facteur CNRS de
transcription ciblant entre autres les génes du cycle cellulaire (cycline D1, c-myc, etc.)
(Olivier et al. 2011).
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Figure 5: Mécanismes moléculaires du CCR (Khaw et al. 2004).

La mise en place et la progression du CCR (progression de 1’épithélium sain vers
I’adénome puis au cancer) sont des processus multi-étapes. Progressivement les cellules des
mugueuses colique et rectale sont le siege de mutations ou de défaillances qui permettent la
transition d’une étape a I’autre. Dans bon nombre de CCR, c’est la voie Wnt/b-caténine (étape

initiatrice) qui est a 1’origine de cette longue marche vers le cancer (Khaw et al. 2004)
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(’ensemble de ces événements peut mettre entre dix et vingt ans avant d’aboutir & un
cancer Véritable). Pour les abréviations voir le texte (partie supérieure adaptée de Les
premiers déreglements observés dans la cancérogenése colique sont dus pour 85 % des cas a
des altérations génétiques d’APC qui conduisent a des formes tronquées de la protéine
incapables de s’associer avec la b-caténine ; celle-ci n’étant plus dégradée, la prolifération
cellulaire est incontrélée. On observe également en moindre proportion des mutations au
niveau de la D-box de la b-caténine empéchant sa phosphorylation et sa dégradation. La
compréhension de ces premiers déréglements est essentielle pour la détection précoce des
CCR et leur traitement (figure 5) (Khaw et al. 2004).

VI1.2. Les voies de signalisation associées aux récepteurs a activité tyrosine kinase :

Les récepteurs a activité tyrosine kinase sont des éléments essentiels de la prolifération
cellulaire ; ils permettent la transmission au sein de la cellule de I’information portée par des
facteurs de croissance tels que ’EGF. Deux voies de signalisation majeures sont activées par
ces récepteurs :

- Lavoie MAPK (mitogen-activatedprotein kinase)

- La voie PI3K (phosphatidylinositol 3 kinase)/Aktstimulant de concert la prolifération
cellulaire et inhibant I’apoptose. Ces deux voies sont la cible d’altérations génétiques au cours
de la cancérogenése colique, ce qui entraine le passage vers un adénome tardif (cryptes
dysplasiques) (Olivier et al. 2011).

Dans une cellule saine, la phosphorylation des récepteurs a activité tyrosine kinase qui
intervient en réponse aux facteurs de croissance permet le recrutement de protéines relais qui
possedent un domaine SH2, comme SHC, Grb2 ou encore PI3K.

SHC et Grb2, via I’oncogene K-Ras, stimulent la voie MAPK constituée de la cascade de
kinases suivante : Raf (MAPKKK), MEK (MAPKK) et Erk (MAPK), cette derniére étant la
protéine centrale de cette voie (Mc Cubery et al. 2007).

Erk active par phosphorylation différents facteurs de transcription parmi lesquels c-myc et c-
fos, impliqués dans la prolifération cellulaire. De plus, Erk entraine la séquestration de Bad et
inhibe la caspase-9, bloquant ainsi les processus apoptotiques. Il est intéressant de noter que
ces deux protéines sont également inactivées par la voie PI3K/Akt, ce qui indique une action
concertée de ces deux voies de signalisation (Olivier et al. 2011).

Lors de la cancérogenése colique, des mutations activatrices de K-Ras ou de B-Raf (37 % et
13 % des CCR respectivement) permettent 1’activation constitutive de la voie MAPK et la
prolifération anarchique des cellules des cryptes intestinales. Celles-ci sont également

capables d’échapper a I’apoptose, une caractéristique majeure des cellules cancéreuses.
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Une autre caractéristique est ’autosuffisance en facteurs de croissance initiée par la
stimulation de cette voie (capacité d’activer des geénes codant des facteurs de croissance
comme le facteur angiogénique VEGF) (Mc Cubery e tal. 2007). Comme pour les protéines
relais, la sous-unité régulatrice p85 de la PI3K est elle aussi capable de se fixer aux résidus
phosphorylés de ces récepteurs a activité tyrosine kinase (Olivier et al. 2011).
Apres recrutement de la sous-unité catalytique p110, PI3K catalyse la transformation du PIP2
en PIP3. La réaction inverse est catalysée par le suppresseur de tumeur PTEN.
L’accumulation de PIP3 recrute des protéines a domaine PH (pleckstrinhomology) comme
PDK1 puis Akt/PKB. Apres activation par PDK1, PI3K module I’activité de nombreuses
cibles impliquées dans I’apoptose et le cycle cellulaire (Bad, procaspase-9, p21, etc.). De plus,
la voie PI3K/Akt interagit avec la voie Wnt/b-caténine en inhibant GSK3b, ce qui souligne les
relations entre les différentes voies de signalisation.
Parmi les CCR, 30 % ont une mutation activatrice de la sous-unité catalytique de PI3K et 13
% des altérations qui inactivent le suppresseur de tumeur PTEN. Ces deux modifications
permettent ’accumulation de PIP3 a la membrane et la stimulation incontrdlée de la voie
PI3K/AKkt. Les altérations génetiques de ces deux voies sont problématiques, notamment pour
le traitement des cancers par des anticorps dirigés contre certains récepteurs de facteurs de
croissance (cétuximab : anti-EGFR). Une mutation de ces voies (Ras, Raf, PI3K) rend le
traitement inefficace chez ces patients (Olivier et al. 2011).
VI1.3. Les voies TGFbR2 et de P53 : progression vers le cancer invasif

Ces deux voies de signalisation contrlent la croissance cellulaire en déclenchant
I’apoptose et I’arrét du cycle cellulaire. Ce sont donc des voies anticancéreuses qui doivent
étre inactivées pour que la tumeur progresse vers un stade invasif.
Afin de stopper la prolifération cellulaire, la cellule stimule la voie du TGFb
(transforminggrowth factor b) par action autocrine. La fixation du TGFb a la sous-unité 11 du
récepteur permet la formation d’un complexe hétérodimérique avec la sous-unité | et sa
phosphorylation.
Une fois activée, cette derniére phosphoryle les facteurs de transcription Smad2 et Smad3,
leur permettant de se complexer a Smad4, qui est nécessaire a la translocation nucléaire du
complexe. Le complexe Smad2/3/4 s’associe avec d’autres protéines telles que p21 ou la
survivine pour les réguler.
Cette voie de signalisation doit étre désactivée pour la progression tumorale des cellules
coliques. Pres d’un tiers des CCR posséde des mutations de la sous-unité Il du récepteur du

TGFb inactivant la transduction du signal (Khaw et al. 2004).
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On peut également trouver des mutations inactivatrices des composants en aval de cette voie
comme Smad4 (20 % des CCR). Une des conséquences de la réplication anarchique des
cellules cancéreuses est 1’apparition de dommages a I’ADN ou de défauts de la division
cellulaire.

Si elles ne sont pas réparées correctement, ces erreurs déclenchent 1’apoptose par le biais de
p53, peu exprimée dans la cellule saine puisque dégradée sous I’impulsion de 1’ubiquitine
ligase MDM2.

Lors d’un stress (Iésions de ’ADN), MDM2 est inhibé, conduisant a ’accumulation de p53.
Apres avoir été la cible de nombreuses modifications post-traductionnelles, p53 active la
transcription de génes cible qui, comme pour la voie du TGFb, ont pour but dans un premier
temps I’arrét du cycle cellulaire puis la mort cellulaire programmée (p21, Puma, Noxa, Bax,
etc.).

La mutation de P53 (45 % des CCR) est donc une des dernieres étapes avant la métastase des
cellules cancereuses coliques et elle provoque la non-réparation des erreurs de réeplication et
I’échappement définitif a ’apoptose.

Enfin, plus directement et en parallele, on observe des mutations de protéines-clés de
I’apoptose comme Bax. Bien que les acteurs et les mécanismes de la cancérogenese colique
soient bien decrits, les causes des premiers déréglements menant aux CCR restent incertaines
(Olivier et al. 2011).

VII11. Dépistage

Le dépistage, c’est vérifier si la maladie est présente dans un groupe de personnes chez qui
on n’observe pas de symptomes de cette maladie. Les épreuves de dépistage permettent de
détecter un cancer colorectal avant que tout symptome ne se manifeste. Lorsqu’on détecte et
qu’on traite le cancer colorectal a un stade précoce, les chances de réussite du traitement sont
meilleures.
La méthode de dépistage qui peut étre proposée a I’ensemble de la population a risque moyen
(sujets des deux sexes de plus de 50 ans), en bonne santé, doit étre simple, acceptable, sans
danger, peu coliteuse et d’efficacité démontrée. Les tests de recherche d’un saignementocculte
dans les selles remplissent ces caractéristiques. En cas de test positif, ¢’est-a-dire en cas de
présence probable de sang dans les selles, il faut utiliser ’examen a visée diagnostique le plus

performant, ¢’est-a-dire réaliser une coloscopie (Chan et al. 2017).
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IX. Diagnostic du cancer colorectal
IX.1.Le bilan initial

Le bilan initial a pour objectif de confirmer la présence d’un cancer, de le localiser et de
définir de quel type de cancer il s’agit. Ce bilan comprend généralement une consultation
avec un gastroentérologue, un examen de I’intérieur du colon et du rectum (coloscopie,
rectoscopie, sigmoidoscopie), une biopsie et un examen anatomopathologique.
Des analyses de sang sont également réalisées, notamment pour évaluer I’état de santé
général du patient (pour diagnostiquer une anémie, par exemple)(Jankowski et Hawk 2013).
IX.2.Le bilan d’extension

Le bilan d’extension a pour objectif de compléter le diagnostic. Il consiste a évaluer
I’étendue du cancer, c’est-a-dire a déterminer jusqu’ou il s’est propagé. C’est ce qui permet
de definir le stade du cancer.
Pour cela, les médecins Vérifient en particulier si des ganglions lymphatiques sont touchés
par des cellules cancéreuses. C’est ’examen anatomopathologique qui permet de le
déterminer ; il peut étre réalise avant la chirurgie dans le cas des cancers du rectum ou apres
la chirurgie dans le cas des cancers du colon.
Les médecins Vérifient également si des métastases se sont développées dans d’autres parties
du corps. Plusieurs examens d’imagerie peuvent étre réalisés. Le plus souvent, il s’agit d’un
scanner du thorax, de I’abdomen et de la région pelvienne, avec injection d’un produit de

contraste.

Parfois, une échographie de 1’abdomen et de la région pelvienne ou une IRM du foie sont

proposees. Dans le cas du cancer du rectum, une échographie endorectale et/ou une IRM

rectale sont aussi réalisées (Jankowski et Hawk 2013).

X. Traitement

X.1.La chirurgie

La chirurgie est le traitement principal de la plupart des cancers colorectaux. Selon le stade

et ’emplacement de la tumeur, vous pourriez avoir I’un des types de chirurgie qui suivent :

- L’excision locale ou résection locale : permet surtout d’enlever un polype ou une
tumeur de stade précoce qui se trouve a la surface du revétement du cdlon ou du rectum
(tumeur superficielle). Le chirurgien se sert d’un équipement spécial, habituellement un

endoscope, pour enlever le polype ou la tumeur ainsi qu’une marge de tissu sain tout

autour (Libutti et al. 2015).
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On pratique aussi I’excision locale pour enlever une récidive locale de cancer du rectum ou

pour soulager des symptomes comme la douleur (chirurgie palliative) (Libutti et al. 2015).

- La résection intestinale : est le type le plus courant de chirurgie du cancer colorectal.
Elle permet d’enlever une partiec de I'intestin et les ganglions lymphatiques voisins
(Libutti et al. 2015).

X.2.La chimiothérapie

La chimiothérapie est un traitement courant du cancer colorectal. On ’administre souvent
aprés une chirurgie d’un cancer du coOlon de stades 2 ou 3. On peut avoir recours a la
chimiothérapie comme traitement principal du cancer du c6lon ou du rectum de stades 4 ou

récidivants qu’on ne peut pas enlever par chirurgie (Libutti et al. 2015).

X.3. La chimio-radiothérapie

La chimio-radiothérapie associe la chimiothérapie a la radiothérapie. On administre la
chimiothérapie et la radiothérapie pendant la méme peériode. Certains types de chimiothérapie
rendent la radiothérapie plus efficace.

On administre souvent la chimio-radiothérapie avant la chirurgie d’un cancer du rectum de stades 1, 2

ou 3, c’est-a-dire une chimio-radiothérapie néo-adjuvante. On peut aussi I’administrer aprés la

chirurgie d’un cancer du rectum, mais ce n’est pas trés fréquent (Libutti et al. 2015).

X.4. La radiothérapie

On a surtout recours a la radiothérapie pour traiter le cancer du rectum. On I’administre
habituellement avant la chirurgie et parfois dans le cadre d’une chimio-radiothérapie

(chimiothérapie et radiothérapie administrées pendant la méme période). Il arrive qu’on y ait

recours apres la chirurgie d’un cancer du cbélon de stade 3 pour aider a prévenir la

réapparition, ou récidive, du cancer. Une radiothérapic a I’abdomen, au bassin, aux os ou au
cerveau peut étre administrée comme traitement palliatif d’un cancer colorectal de stade

avancé qu’on ne peut pas enlever par chirurgie (Libutti et al. 2015).
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I. Mécanismes de la progression tumorale dans le CCR

Les mécanismes de la progression tumorale dans le CCR sont :

-Instabilité chromosomique
- Instabilité des microsatellites
- Méthylation de I'ADN (Munteanu et al. 2015)
1.1 Instabilité chromosomique

Cest la forme la plus courante d'instabilité génomique et entraine de nombreux
changements dans le nombre et la structure chromosomique. L'instabilité chromosomique
entraine la perte de l'alléle sauvage de génes suppresseurs tels que APC, P 53, SMAD 4, qui
empéchent normalement I'apparition du phénotype malin (Vogelstein et Kinzler 2002 ;
Munteanu et Mastalier 2014).
Bien que la plupart des cancers colorectaux presentent une instabilité chromosomique (CIN),
seuls quelques genes a l'origine de ce phénotype ont été identifiés et n‘ont débouché sur aucun
mécanisme général a la base de leur fonctionnement. La sequence de 102 homologues
humains issus de 96 genes connus a été déterminante dans le processus d'identification
systématique des mutations somatiques dans les genes a potentiel CIN dans les cancers
colorectaux. Onze mutations somatiques ont été identifiées sur les cing genes d'un lot
comprenant 132 cas de cancer colorectal. Par la suite, il a été démontré que ces mutations
entrainent une instabilité chromosomique et des défauts de cohésion de la chromatine dans les
cellules humaines (Barber et al. 2008). Les événements moléculaires résultant d'une
instabilité chromosomique sont a la base de l'initiation, de la promotion et de la progression
tumorale. Ce processus implique des facteurs environnementaux, des mutations somatiques
héréditaires et acquises dans I'épithélium colorectal (Munteanu et al. 2015).
1.2 Instabilité des microsatellites

Instabilité des microsatellites L'étude des erreurs d'accouplement dans les bases de I'ADN
chez les patients atteints de cancer colorectal a permis de constater que les genes responsables
de la réparation étaient inactifs. Ces genes étaient appelés génes de réparation de mismatch
d'’ADN - MMR. L'inactivation peut étre héréditaire (cancer héréditaire sans polypose) ou
acquise. La perte de la fonction de réparation des mésappariements d’ADN est associée au
phénoméne dit d’instabilité des microsatellites. L'instabilité des microsatellites - MSI, fait
référence a la variation du nombre de nucléotides mono, bi, tri et tétraploides qui se répetent
normalement dans I'ADN génomique (microsatellites) ou dans la transcription de protéines
(Chen et al. 1997).

)
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Des mutations des génes MLH 1, MSH 2, MSH 6 et PMS 2 conduisent au développement du
syndrome de Lynch, augmentant la susceptibilité au cancer. La plupart de ces cancers
surviennent chez le colon proximal, chez les ainés et sont souvent associés aux femmes. Une
inactivation souvent concomitante des genes suppresseurs de tumeurs est observée chez ces
patients (Lynch et al. 2008). Chaque année, plus d'un million de patients développeront
cancer colorectal et 3% d’entre eux seront atteints du syndrome de Lynch, prédisposant ces
patients a développer un HNPCC. L'instabilité génétique accentue considérablement le
rythme du développement du cancer chez ces patients, rapportant des cas de cancer colorectal
apparus 36 mois aprés une coloscopie négative. Dans 70 a 80% des cas, I’emplacement est
proximal a la flexion splénique et la moyenne L’age auquel le cancer se développe est de 45
ans. Ainsi, une coloscopie est indiquée tous les ans ou tous les 2 ans de 25 a 40 ans et chaque
année au-dessus de 40 ans. Compte tenu du risque élevé de Iésions synchrones et de / ou RCC
métachrone chez ces patients, une colectomie subtotale peut étre nécessaire.(Jarvinen et al.
2000 ; Munteanu et al. 2015).
1.3 Méthylation aberrante de I'ADN

La méthylation de la cytosine en cinquiéme position du noyau pyrimidine est une altération
fréquente chez les mammiferes a Séquences CpG. Dans les cellules normales, les lots CpG
sont illimités, tandis que les di-nucléotides CpG sporadiques sont méthylés dans le reste du
génome. Il y a une inversion progressive du profil de méthylation qui conduit a la méthylation
des Tlots CpG et a la perte du niveau global de méthylation au cours du vieillissement; ce
changement est aussi tres prononcé, au cours du processus de cancérogenese. Le cancer
colorectal présente une diminution de la méthylation de la cytosine et une méthylation
aberrante des Tlots CpG associés a certains promoteurs. L'inactivation épigénétique somatique
bloque I'expression de MLH 1, dans le cancer colorectal sporadique avec instabilité des
satellites. Le mecanisme moléculaire reste inconnu, mais le phénomeéne a été observé a
plusieurs reprises chez environ 15% des patients atteints de cancer colorectal et il est présent
chez presque toutes les tumeurs avec une méthylation aberrante de MLH 1(Weisenberger et
al. 2006).

I1.Différents types du cancer colorectal

Dans 5-10% des cas, les cancers du colon sont d’origine héréditaire. Les principaux

syndromes de prédisposition aux cancers du colon sont la polypose adénomateuse familiale

)
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(PAF), le cancer colorectal héréditaire sans polypose (HNPCC) et le syndrome de polypose
juvénile (JPS) (Weitz et Koch 2005).

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

Dans le HNPCC, ce sont les mutations de génes de réparation de ’ADN (MSH2,MLH1) qui
sont impliquées (Lynch et Lynch 1998).Et pour les JPS, des mutations de SMAD4 ont été
mises en évidence dans un tiers des cas (Howe et al. 1998).

Les cancers du c6lon 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 % minimum des cas de cancer sporadique (Weitz et
Koch 2005).

I1.1.Formes héréditaires de cancer colorectal

11.1.1.Polypose adénomateuse familiale

La PAF est responsable de 1 % des cancers colorectaux. De transmission autosomique
dominante, elle est due & une mutation constitutionnelle du géne APC : ainsi, chez un patient
ayant une PAF, chaque cellule colique a déja, de facon innée, inactivé une copie de ce gene
suppresseur de tumeur. L’inactivation des deux copies, étape clef de la cancérogenése
colique, est donc beaucoup plus rapide. De fait, dans la PAF, le risque de cancer colorectal et
proche de 100%, survenant a un age beaucoup plus jeune que pour les patients ayant une
tumeur sporadique.

Par ailleurs, dans la PAF, la position de la mutation sur le géne APC est corrélée au phénotype
de la maladie : ainsi le nombre de polypes (polypose classique ou atténuée), la présence de
tumeurs des moides, d’hyperpigmentation rétinienne, dépendent de la nature de la mutation
(Olschwang 2001).

11.1.2.Cancer colorectal héréditaire sans polypose(HNPCC)

Le syndrome HNPCC (anciennement syndrome de Lynch) est responsable de 3 a 5 % des
cancers colorectaux de transmission autosomique dominante, il est du a une mutation
constitutionnelle d’un des génes du MMR, essentiellement MLH1 et MSH2. Les tumeurs du
syndrome HNPCC présentent une instabilité des microsatellites (phénotype MSI). Le spectre
tumoral du syndrome HNPCC est large, mais les risques tumoraux majeurs sont le CCR

(risque cumulé de 80% a 80 ans) (Sampson et al. 2003).

)
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11.1.3.Polypose associée a MUTYH(MAP)

L’implication du gene MUTYH dans la prédisposition au cancer colique a été decouverte
récemment. L’inactivation bi-allélique de ce gene du BER entraine une polypose semblable
cliniguement a la PAF, mais a transmission autosomique récessive (Sieber et al. 2003 ;
Teniere et al. 2002).

11.1.4.Polypose juvenile familiale

Cette polypose rare est caractérisee par la présence de nombreux polypes du célon et du
rectum, mais aussi de I’estomac, du duodénum et du gréle. Les polypes sont majoritairement
hamartomateux mais il existe tout de méme une prédisposition au CCR avec un risque
évalué a 50%. Il s’agit d’une maladie autosomique dominante pour laquelle des mutations
de plusieurs génes ont été retrouvées : les génes suppresseurs de tumeur SMAD4 et PTEN
(Fearon et VVogelstein 1990).

I1.2.Cancer colorectal sporadique
La tumorigenése colique suit un processus multi étapes. La séquence adénome—cancer a

été decrite en 1990 par Fearon et Vogelstein (Calvert et Frucht 2002), comme un processus
linéaire. En fait, plusieurs voies de cancérogenése peuvent mener a ces étapes successives:

- L’instabilité chromosomique (cancer LOH),

- L’instabilité des microsatellites(MSI)

- Le Phénotype méthylateur (CIMP) (Chung 2000 ; Neibergs et al. 2002).
Chaque voie aboutit au méme résultat (un cancer), en altérant un panel de génes différents,
spécifiques de la voie, mais dont les protéines interagissent entre elles. Par exemple, un
cancer CIN portera une mutation d’APC, alors qu'un cancer MSI aura plutdt une mutation
de b caténine; les deux protéines APC et b caténine inter agissant entre elles, la résultante
fonctionnelle sera semblable (Shia et al. 2003).
Par ailleurs, les différentes voies de cancérogenese semblent donner des tumeurs aux
caractéristiques différentes. Ainsi, les cancers LOH sont plus fréquemment retrouves au
niveau du colon gauche. En revanche, les cancers MSI sont plutdt localisés sur le colon droit
et présentent un type histologique particulier (moins différencié, mucineux, avec infiltrat
lymphocytaire) (Collins etal. 2003).Quant au phénotype CIMP, sa découverte est plus récente,
et il présente des corrélations au niveau moléculaire avec les tumeurs MSI qui le rendent pour

le moment difficilement individualisable au plan clinique (Munteanu et al. 2015).
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I11. Les génes suppresseurs de tumeurs et les oncogenes

Les oncogénes sont des génes dont l'expression est intimement associée a la
transformation des cellules normales aux cellules cancéreuses. Les génes suppresseurs de
tumeurs: sont des génes qui codent la synthese de protéines jouant un role dans le maintien de
la fonction d'une cellule normale. Les oncogénes ayant un role avéré dans le cancer colorectal
sont les génes Ras, EGFR (Erb-B1), Erb-B2, TGF-alfa, TGF-béta 1. Les genes suppresseurs
sont APC, p 53, p27, MSI et I’hyperméthylation de I’ADN (Munteanu et al. 2015).
111.1. Géne RAS

Des mutations du gene Ras ont été rapportées dans 40 a 50% des cancers colorectaux
(Elnatan et al. 1996 ; Huerta 2008).La famille Ras des oncogénes code pour les protéines de
la membrane plasmatique a sa surface interne qui se lient aux nucléotides de guanine et
posséde une activité GTP — azis. Les oncogénes Ras produisent des signaux de déclenchement
de la prolifération cellulaire, étant intimement impliqués dans le cycle cellulaire, ce qui serait
un événement precoce dans la genese des tumeurs colorectals (Fearon et VVogelstein 1990).
Les mutations du géne K-rasont été étudiées pour déterminer leur réle dans la prévisibilité de
la réponse au traitement de la chimiothérapie; Ainsi, chez les patients atteints de tumeurs
colorectals et de mutations K-ras, une réponse plus défavorable au traitement adjuvant par 5-
FU a été observée par rapport aux groupes de patients ne présentant pas cette mutation
(Wadler et al. 1997 ; Kahlenberg et al. 2003).

111.2.Gene APC

La signalisation est activée de maniere inappropriée; APC agit comme un frein pour la
béta-caténine . La perte de fonction de la mutation du gene APC est la mutation la plus
fréquente du cancer colorectal. En l'absence d'APC, le geéne Wnt est illustrée par I’état
autosomique dominant, la polypose adénomateuse familiale (FAP), dans laquelle des
centaines de des milliers de polypes adénomateux du colon se d développent, ce qui entraine
un risque de développer un CCR presque 100% au cours de la vie en lI'absence de colectomie
préventive (Munteanu et al. 2015).

111.3.Géne TP 53

C’est un gene suppresseur de tumeur appelé «gardien du génome», connaissant ses dégats
fréquents chez cancers solides. Situé sur le chromosome 17 et présent dans 50% des cancers
colorectaux sporadiques, il facilite la cancérogenése (Kahlenberg et al. 2003).
En ce qui concerne le role de I’état de pS3 en réponse au traitement, 1’étude de lignées de
cellules homozygotes pour la mutation p 53 a montré un degré élevé de résistance a la

radiothérapie et a certaines chimiothérapies, notamment le 5-FU (Lowe et al. 1993).

)
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IV. Le géne de TMTHFR

La 5,10-méthlénététrahydrofolate réductase (MTHFR) est une enzyme clé du métabolisme
du folate et sa catalyse crée une réduction irréversible de la 5,10-méthlénététrahydrofolate
(THF); qui est converti en 5 méthyl-THF au cours du processus. MTHFR a été décrit comme
étant situé au point de ramener les métabolites du folate vers la re-méthylation de
I'nomocystéine et de s'éloigner de la biosynthése de I'ADN et de I'ARN (Schwahn et Rozen
2001). Le gene de lI'enzyme MTHFR est situé a I'extrémité du bras court du chromosome 1
(1p36.3) (Goyette et al. 1998). La sequence d’ADN de ce géene est d'environ 2,2 kilobases
(kb), ce qui inclut 11 exons (Goyette et Rozen 2000). Le géne MTHFR est constitué de deux
polymorphismes bien décrits: C677T et A1298C. Les autres polymorphismes rapportés sont
T1317C et G1793A (figure 6) (I1zmirli 2012).

IV.1. Le polymorphisme C677T

Il est situé dans I'exon 4 et entraine une conversion d'alanine en valine au niveau du codon
222.Cette région est le site de liaison a la base du cofacteur MTHFR, la flavine adénine di-
nucléotide (FAD). Il a été rapporté que le génotype MTHFR C677T diminue de 30% l'activité
enzymatique in vitro du MTHFR par rapport au type sauvage (Izmirli 2012).

1V.2. Le polymorphisme A1298C

Il est situe sur I'exon 7 et conduit a la transformation d'un glutamate en alanine au codon
429 5. Ce polymorphisme est situé dans le domaine régulateur de I'enzyme S-adénosyle
méthionine (SAM). Il provoque des changements de conformation au sein de l'enzyme

MTHFR qui modifient I'activité enzymatique (Izmirli 2012).
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Figure 6 : Géne, protéine et polymorphismes du gene MTHFR
(Gos et Szpecht-Potocka 2002).
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I. Recrutement
Le présent travail comprend, d’une part, une étude rétrospective-descriptive qui a portée
sur 88 patients atteints de cancer colorectal qui ont été admis au service d’oncologie du CHU
Constantine entre Janvier 2018 et Juin 2019. D’autre part, nous avons mené une étude
moléculaire sur 21 patients atteints du CCR admis au service d’oncologie du CHUC, sur une
période de 2 mois et demi (01 avril — 15 juin 2019), et 23 témoins sains. Cette étude a été
réalisée au niveau du laboratoire de biologie et génétique moléculaire du CHU Ibn Badis
Constantine (extraction de I’ADN) et au laboratoire de biologie moléculaire - Faculté SNV -
Constantine 1 (PCR/ Digestion).
I-1- Critéres d’inclusions/ d’exclusions
L’étude que nous avons entreprise regroupe 21 sujets des deux sexes présentant un CCR
sélectionnés parmi les patients admis au sein du centre anti cancer au CHUC.
I.1.1.Critéres d’inclusions
» Malade ayant un cancer du célon.
» Malade ayant un cancer du rectum.
» Tout age confondu
1.1.2.Critéres d’exclusion
» Sujet déshydraté, difficile a piquer.
> Sujet refusant de faire le prélevement.

» Sujet aux veines fragilisées par la chimiothérapie.

I. Méthodologie
I1.1. Recueil des données
- Tous les renseignements nécessaires sont enregistrés apres consultation du dossier
médical du malade. Nous avons également réalisé un interrogatoire du patient a travers
un questionnaire (annexe 1),
- Des arbres généalogiques ont été établis.
I.1. Enregistrement
Les tubes de prélevement sont étiquetés, numérotés. Le tout est mentionné dans un cahier

d’enregistrement pour assurer la bonne démarche du travail.
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11.3. Prélévement sanguin

Le prélévement sanguin pour les marqueurs est réalisé dans un tube hépariné sous vide. Le
volume préleveé est de 4 ml. Ce tube ne contient aucun anti coagulant. 1l contient seulement un
activateur de la coagulation (micro-particules de silice).
Le prélevement pour I’extraction de '’ADN est réalis¢ dans un tube EDTA (Ethylen-
Diamine- Tetra-acétic Acide) sous vide. Le volume de sang prélevé est de 6 a 8 ml. Le
prélevement sera conservé a une température de +4°C jusqu’au moment des manipulations

(une semaine au maximum).

I1.4. Analyse des marqueurs
-Etape pré-analytique
Apres avoir mis le patient au repos et I’avoir préparé psychiquement pour le détendre et le

rassurer et pour qu’il soit a I’aise (pas de stress ou de panique), I’infirmier ou toute personne
habilitée a exécute correctement I’acte de prélevement, les prélevements doivent étre
acheminés au centre d’analyse (le laboratoire de biochimie du CHUC) dans les plus brefs
délais. Une fois les prélévements sont au laboratoire, ces derniers vont étre numérotés,
centrifugés, puis analyses par un automate (Architect ci8200)(annexe 2). Le traitement des
tubes a été fait comme suit :
- Procédure du dosage des marqueurs tumoraux (CA 19-9 et ACE) par ’automate

Aprés savoir placé le réactif sur I’automate, une calibration est nécessaire pour permettre
d’utiliser le réactif convenablement (annexe 3).

e Les échantillons a traiter sont places dans un segment [un segment est un outil
contenant 5 positions vides dans lesquelles on place les échantillons pour qu’ils
puissent étre transférés a 1’intérieur de I’automate et donc leur traitement],

e Aprés avoir placé les échantillons avec un code barre propre a chaque patient et qu’on
I’obtient en faisant une saisie par un logiciel informatique congu pour cette tache, dans
le segment, le manipulateur le prend et le place dans sa position congue pour qu’un
passeur (RSH=Robot Sample Handler) prenne ce dernier afin que I’automate le scanne
ainsi que le code barre collé sur le tube du patient,

e L’échantillon scanné se trouvant dans I’automate qui comporte :

v" Un pipeter échantillon qui va prendre une quantité de 150 pl du plasma.

v'Un pipeter réactif qui va prendre une petite quantité du réactif (des anticorps

monoclonaux 1116-NS-19-9 pour le dosage de CA 19 9 et Anti-ACE pour le dosage de

I’ACE).
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Le réactif ainsi que le plasma sont mis dans une cupule réactionnelle se trouvant dans
un bain Marie a 37°C, et dans la quelle va se faire une homogeénéisation puis la
reaction. Cette derniére dure 35 minutes

Apres que le plasma ait été prélevé par le pipeter, le passeur reprend le segment avec
I’échantillon dedans pour le faire sortir de ’automate et c’est le manipulateur qui le
récupeére.

Aprés que la réaction ait lieu, le résultat s’affiche sur I’écran en UI/ ml et avec les
normes attribuées par le fabricant.

Apreés la validation des résultats et qu’aucune anomalie n’ait été constatée, le résultat
est édité sous forme imprimée.

L’automate Architect posséde la possibilité d’archiver les résultats pour une période

de 3ans.

11.5. Etude moléculaire

L’¢tude moléculaire consiste en une recherche du polymorphisme A1298C du gene

MTHFR. Pour ce faire, nous avons fait :

Une extraction de I’ADN
Une spectrophotométrie
Une RFLP-PCR suivie d’une électrophorese

Une digestion enzymatique

11-5-1-Extraction de PADN

Les techniques extractions des acides nucléiques relativement simple, permettent d’obtenir

un ADN de pureté élevée et quantité importante.

L’ADN a ¢été extrait a partir des leucocytes du sang périphérique recueilli dans un tube

EDTA, suivant la technique au NaCl. Les leucocytes sont séparés du sang total par une lyse

hypotonique et traités ensuite par un détergent Sodium Dodécyle Sulfate (SDS) et une

protéinase K. L’ADN nucléaire est de cette maniere libéré dans le milieu. La pelote d’ADN

est formée dans le surnagent par précipitation avec 1’éthanol. L’ ADN est solubilisé en phase

aqueuse (annexe 4).
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- Estimation qualitative
La contamination de I'ADN a été appréciée en mesurant la densité optique des extraits a

260 et 280 nm qui correspondent, respectivement, aux longueurs d’onde d’absorption des
acides nucléiques et des protéines, en effectuant le rapport de DO a 260 nm sur la DO a 280
nm pour s’assurer de la pureté d’ADN de toute contamination par des protéines ou des ARN.

e Si le rapport DO260/DO280 est compris entre 1.6 et 2 => I’ADN est suffisamment

pur.

e Sile rapport DO260/D0O280 > 2 =>I’ADN est contaminé par les ARN.

e Sile rapport DO260/D0O280 < 1,6 =>1’ADN est contaminé par les protéines.
L’ADN pur est conservé a 20°C jusqu’a utilisation, et dans le cas de contamination, une
réextraction est nécessaire pour un bon usage et un bon résultat.
- Estimation quantitative

La densité optique a 260 nm permet de calculer la concentration de I’ADN. Si nous
considerons que :
1 unité de DO 260 nm =50 pg / ml d’ADN double brin
En prenant en considération que I’ADN obtenu est dilué a 1/100, la quantité obtenue est
multipliée par 100. Nous concluons que la concentration sera facilement calculée gréace a la
formule suivante :
La concentration de ’ADN en pg / ml = facteur de dilution X DO 260 x 50 png / ml
Exemple :
Pour un ADN solubilisé dans 1000 pl d’cau distillé ayant une DO260 nm = 0,139
1 unité de DO260 nm 50 ng/ ml d’ADN
X =0,139 x 50 = 6,95 pg/ml
0,139 de DO260 nm X

Considérant que I’ADN est dilué a 1/100 (10 pl de ’ADN dilué dans 990 ul d’eau stérile),
donc le facteur de dilution est égal a : volume total/volume d’ADN =100

Donc la concentration de I’échantillon est de : 6,95 x 100 = 695 ng/ml.

11-5-2- Génotypage A1298C

Pour la mise en évidence du génotype du polymorphisme A1298C de la MTHFR, nous
avons utilisé la technique PCR/RFLP qui consiste a la réalisation des étapes suivantes :

e Amplification par PCR.

e Une migration électro-phorétique sur gel d’agarose pour le contrdle du produit PCR
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(s’assurer qu’il n’y a pas eu de contamination).

e Digestion du produit de PCR par I’enzyme de restriction Mboll

e Une migration électro-phorétique sur gel d’agarose pour la révélation du résultat de

digestion (génotypage).

a- Amplification par PCR

Avant de procéder a la PCR, nous avons préparé un mix de PCR (ou milieu réactionnel)
comprenant des désoxyribonucléotides triphosphates, une enzyme d’amplification in vitro

(Taq polymérase), un environnement réactionnel (tampons, MgClz, H20) et deux amorces

oligo-nucléotidiques. Les quantités utilisées sont mentionnées dans le tableau 6.

Tableau 6 : Préparation du milieu réactionnel de la PCR

Reactifs Volumes necessaires pour un
échantillon (pL)
dNTP(5mM ) 2
Tampon 10x 2.5
Amorce sens (100 ng/ul) 0.5
5> GGAGTGTGCCCTGACCTCT 3’
Amorce anti-sens (100 ng/ul) 0.5
5> CCACTCCAGCATCACTCAC 3
MgCI2 ( 25mM ) 1.5
Taq Polymérase 0.3
Eau distillée 16.7
ADN de 20ng/puL a 50ng/uL 1

Le déroulement des cycles de la PCR a été assuré par le thermocycleur a raison de 35 cycles.

Les conditions du déroulement de la PCR sont présentées dans le tableau 7.

Tableau 7 : Programmation d’un cycle de la PCR

Etapes Température (°C) | Durée

dénaturation initiale | 95

5 minutes

dénaturation 9 30 secondes
hybridation 60 30 secondes
Elongation 72 45 secondes

Le controle des produits PCR s’est effectué¢ par une €lectrophorese sur un gel d’agarose 2%

(tableau 8).
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Tableau 8: Préparation du gel d’agarose 2 %

Composition du gel d’agarose 2% | Quantité
Agarose 29

TBE (1) 100 ml
BET (bromure ethidium) 10 wl

b- Digestion des produits de la PCR

Les produits de la PCR subissent une digestion enzymatique, qui s’opérera a des endroits
précis appelés sites de restriction. Toute modification génique a leurs niveaux pourrait
entrainer ou empécher l'action de I'enzyme. Ces modifications de I'ADN sont détectées par
des variations du nombre et de la longueur des fragments de restriction obtenus apres
digestion enzymatique.

» Digestion par Mboll

Pour le polymorphisme A1298C de la MTHFR, nous avons utilisé comme enzyme de
restriction le Mboll. Cette enzyme est produite par Moraxellabovis. Le site de reconnaissance
de I’enzyme Mboll est:

...GAAGANNNNNNNNN...
..CTTCTNNNNNNNNN..
Un ul de ’enzyme Mboll est rajouté aux produits de PCR (10ul) ou ils seront incubés dans

I’étuve une nuit a 37°C.
Séquence des fragments genérés apres coupure par le Mboll (bouts coheésifs) :

..GAAGANNNNNNNN N...
..CTTCTNNNNNNN NN...

> Electrophorése
Dix pl des produits de digestion obtenus sont mélangés a 3 ul de bleu de bromo-phénol et

déposés sur gel d’agarose a 4%.

c- Révélation

Le gel est déposé sur une plaque d’une cuve horizontale. Parallelement un échantillon
sans ADN (témoin négatif) est inclus dans la série a amplifier et sert de contréle de
contamination. Le révélateur utilisé est le BET (Bromure d’Ethidium) qui est un agent
intercalent entre les bases nucléotidiques de I’ADN et émettant une coloration rouge lors de
I’excitation par des UV. Aprés la migration, le gel est soumis aux rayons UV. Le gel est

photographié et permet de visualiser les fragments amplifiés sous forme de bandes
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fluorescentes de méme taille. Ce contréle permet aussi de vérifier si une éventuelle

contamination de I’ ADN est survenue au cours de la PCR grace au puits contenant le témoin.

11.6.Etude statistique

Les résultats statistiques de tous les paramétres étudiés chez les patients recrutés ont été
traités par Excel. Différentes méthodes, ainsi que différents tests ont été utilisées afin de
déterminer :

- S’1l existe une association significative entre le polymorphisme A1298C de la
MTHFR étudié et le cancer colorectal : ceci se fait par la comparaison du nombre de
fois ou I'allele est observé chez les patients par rapport au nombre de fois ou il est
présent chez les contrdles (test de y2 et calcul de 1’odds ratio : OR). Les calculs ont
été faits en utilisant le logiciel Epi info version 7.2.2.6.

e Calcul de I’Odds Ratio
Pour calculer ’OR, nous avons établi un tableau de contingence (tableau 9) : il est sous
forme de tableau croisé 2x2. Le statut malade /non malade des sujets de 1’étude est présenté
en Colonne et le caractére exposé/non expose en ligne.

Tableau 9 : Tableau de contingence

Malade | Témoins
Exposé A C
Non exposé B D

L’intensité de I’association entre le polymorphisme et 1’activé cytotoxique est calculée
comme suit : OR=A*D/B*C

Avec :

OR =1 : pas d’association entre I’exposition et la maladie.
OR < 1: association négative.

OR > 1 : association positive.

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

e La « P value »: le seuil critique a priori est de 0,05 (vu que I’'IC pour I’OR est de

95 %). Si la valeur de p calculée a posteriori est inférieure a ce seuil, la différence

entre les parametres est déclarée statistiguement significative.
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Notons que les dossiers médicaux ne contiennent pas les mémes informations pour

tous les critéres sélectionnés. A cet effet, le nombre des patients peut étre inférieur a 88
dans certains cas.

I. Etude rétrospective
I.1. Répartition des patients selon le sexe

La répartition des patients selon le sexe est représentée dans la figure 7.

B Hommes
B Femmes

Figure 7:Répartition des patients selon le sexe.

La répartition selon le sexe indique une légere prédominance masculine avec 47
hommes, soit 53% de la population étudiée avec un sexe-ratio (H/F) 1.14
Ces résultats sont analogues a ceux obtenus par Bahri (2017) montrant une prédominance
masculine avec un sexe-ratio de 1.5. Nos résultats difféerent de ceux obtenus par Benbadis
et Bendjelloul (2015) soulignant une prédominance féminine.
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1.2.Répartition des patients selon I’4Age et le sexe

La répartition des patients selon 1’age et le sexe pris en méme temps est

représentée dans la figure 8.
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Figure 8: Répartition des patients selon I’age et le sexe.

Dans notre série, nous distinguons que 1’dge moyen est d’environ 59 ans pour les
femmes et d’environ 59 ans pour les hommes également.
Un pic de fréquence est observé chez la population agée de [60 - 69] ans pour les deux
sexes avec une légere prédominance masculine de 17sur 88 cas soit (19%) et de 13 sur 88
cas soit (15%) de CCR pour les femme, ce qui nous montre que le cancer colorectal est
fréquent chez cette tranche d’age pour les deux sexes donc le risque davoir un CCR
augmente avec I'age. Par rapport aux autres tranches d’age, les deux sexes sont presque
atteints de facon identique sauf qu’il existe une prédominance féminine pour les patients
agés de moins de 40 ans, ce qui montre que les femmes sont atteintes a un age précoce
par rapport aux hommes.
Nos résultats sont analogues & ceux de Ghalek (2011) montrant que la tranche d’age la
plus touchée est [60-69] ans pour les deux sexes. Par contre, les résultats des études faites
par Tebibel et al. (2014) et Laouar et Daoudi (2016), indiquent que le pic de fréquence du
CCR se situe entre 50 ans et 59 ans chez les femmes, tandis que chez les hommes, il est

entre 60 -69 ans.
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1.3.Répartition des patients selon ’origine géographique
La répartition des patients selon leur origine géographique est représentée dans la
figure 9.

m Constantine mMila = Sklkda ® Annaba = Tébessa

Figure 9: Répartition des patients selon les wilayas d’origine

Les wilayas les plus touchées par le cancer colorectal sont Constantine avec une
prédominance de 79%, Mila 9% et Skikda 8%. Cependant, ce résultat n’explique pas que
la wilaya de Constantine est la plus touchée en Algérie car tous les patients constantinois
sont logiquement dirigés au CHUC.

1.4.Répartition des patients selon la localisation du cancer

La figure 10 montre la répartition des patients selon la localisation du cancer.
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Figure 10: Répartition des patients selon la localisation du cancer




Résultats et discussion

En ce qui concerne la localisation de ce type de cancer, nos résultats montrent que les
parties les plus touchées sont le colon sigmoide avec 33% des cas et le rectum avec 29%
mais de facon générale on peut conclure que le colon est le plus affecté par le cancer chez
les deux sexes. Ces résultats concordent avec ceux de I’étude de Bouchouk et Bougheriou
(2017) indiquant que le cancer colique est plus dominant que le cancer rectal. Cependant,
Sedkaoui (2015) a publié une prédominance du cancer du rectum par rapportau cancer du

colon.

I.5.Répartition des patients selon les antécédents personnels

La répartition des patients selon les antécédents personnels est représentée dans la
figure 11.

® Pas d’ATCDp
mATCDp HTA
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m ATCDp cholécystectomie

Figure 11: Répartition des patients en fonction des antécédents personnels

D’aprés nos résultats, les malades ayant des ATCDp représentent 24% de la
population dont 11% sont atteints de ’'HTA, 7% de diabéte 2°™ degré et 6% par la
cholécystectomie. Nous ne pouvons pas avancer qu’il existerait une relation entre ces
maladies et le CCR car beaucoup de personnes sont atteintes de ces maladies mais ne

souffrent pas forcément du CCR.
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1.6.Répartition des patients selon les antécédents familiaux
La répartition des patients selon les antécédents familiaux est représentée dans la
figure 12.
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Figure 12: Répartition des patients en fonction des antécédents familiaux

Les malades ayant des ATCD f représentent 41% de la population avec une
prédominance des ATCD 1°degré par rapport aux ATCD 3°™ et 2°™ degrés. Ainsi, les
personnes ayant des ATCD f ont un risque élevé d’étre atteints du CCR. Nos résultats
different de ceux obtenus par Benbadis et Bendjelloul (2015) montrant que le cancer
colorectal survient le plus souvent de maniére sporadique et il ne s’agit d’une affection

héréditaire que dans environ 4% des cas.

1.7.Répartition des patients selon le stade du cancer colorectal

La répartition des patients selon le stade du cancer est représentée dans la figure 13.
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Figure 13: Répartition de patients selon le stade du cancer colorectal
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D’apres cette classification, les résultats montrent que les stades III et II sont les plus
fréquents avec des fréquences trés élevées par rapport aux autres stades, donc la majorité
des cas sont diagnostiqués a un stade avancé. Nos résultats sont analogues a ceux de
Benbadis et Bendjelloul (2015) montrant que le stade Il est le plus fréquent avec un
pourcentage tres élevé par rapport aux autres stades. Les résultats des études faites par
Ghalek (2011) indiquent que les stades 111 et IV sont les plus fréquents.

1.8.Répartition des patients selon le grade du cancer colorectal
La répartition des patients selon le grade du cancer est représentée dans la figure 14.

47%
27%
20%
7%
G1 G2 G3 G4

Figure 14: Répartition des patients selon le grade du CCR

Les grades les plus fréquents dans notre population d’étude sont respectivement G2 et
G1 ou la tumeur est moyennement différenciée pour le G2 et bien différenciée pour le G1
avec une fréquence de 47% et 27% respectivement puis le G3 et G4 ou la tumeur est peu
ou indifférenciée ce qui confirme que la majorité des cas sont diagnostiqués a un stade
avance.

Nos résultats différent de ceux de Tebibel (2014), Laouar et Daoudi(2016), Bouchouk et
Bougheriou (2017) qui ont rapporté que ’ADK bien différencié est dominant, suivi du

grade moyennement différencié puis de I’ADK peu différencié.

42




Résultats et discussion

1.9.Répartition des patients selon le taux des marqueurs tumoraux
La répartition des patients selon le taux des marqueurs tumoraux est représentée dans

la figure 15.

69% 73%

0
31% 27%

Normal Anormal| Normal Anormal
(<6) (>6) (<37) (>37)

ACE ‘ CA199

Les marqueurs tumoraux

Figure 15: Répartition des patients selon le taux des marqueurs tumoraux

D’apres les résultats de cette étude, les patients ayant un taux normal de I’ACE et
CA19 9 sont dominants sur les patients ayant un taux anormal de ces marqueurs. Ainsi, le
dosage des taux de ces derniers n’est pas recommandé¢ comme méthode précise de

dépistage ou de diagnostic du cancer colorectal.

)
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I1. Résultats de I’interrogatoire
I1.1.Répartition selon la prise du tabac et de I’alcool
11.1.1. Tabac
La répartition des patients selon la consommation du tabac est représentée dans la
figure 16.Les sujets interrogés sont répartis en fonction de la prise du tabac (fumeurs et

non-fumeurs),

@ Fumeur © Non-fumeur

Figure 16 : Répartition des patients selon la consommation du tabac.

Des données récentes en France et en Amérique du nord indiquent que 1’alcool et le
tabac jouent aussi un role dans les phases finales de la formation du cancer. Le tabac
favorise 1’apparition des polypes, et ’alcool favorise 1’augmentation de leur taille (Keli
2013).

Le tabagisme pose un probléme majeur de santé publique car il est responsable d'environ
cing millions de déces par an, dont le tiers, soit un million, survient dans les pays en voie
de développement. Les effets néfastes du tabac sont variables dont 88% sont des
pathologies cancereuses (Janah et al. 2014).

Dans notre étude, le nombre des non-fumeurs parmi les malades ayant un CCR est plus
élevé que ceux des fumeurs. Ces résultats sont analogues a ceux de Cheniti et Djebli,
(2016) indiguant un pourcentage de 31 % de fumeurs et 69 % non-fumeurs et ceux de
Benbadis et Bendjeloul, (2015)a 40 % de fumeurs et 60 % de non-fumeurs. Ceci ne
concorde pas avec la plupart des études qui confirment que le risque du cancer colorectal
augmente en fonction de la consommation du tabac (Luchtenborg et al. 2007; Huxley et
al. 2009; Zielinska et Wiodarczyk2017) et que les fumeurs avaient 8% de risque accru

d’avoir un CCR par rapport a ceux qui n'avaient jamais fumé (Parajuli et al. 2013).

=
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11.1.2. Les boissons alcoolisées

Les résultats de la consommation de 1’alcool sont représentés dans la figure 17.

M oui Mnon

Figure 17 : Répartition selon la consommation des boissons alcoolisées.

L'alcool est un agent cancérigéne connu qui peut étre associee a un cancer colorectal
(Troche et al, 2016). Dans notre étude, le nombre des patients n’ayant jamais pris des
boissons alcoolisés est plus élevé que ceux ayant pris ces dernieres. Ceci ne concorde pas
avec plusieurs enquétes épidéemiologiques montrant une association positive entre le
cancer colorectal et la consommation d’alcool (Cho et al., 2004; Fedirko et al., 2011;
Moskal et al., 2007; Steinmetz et al., 2007).

11.2.Répartition selon la pratique d’une activité physique 4
Les resultats de la répartition des patients selon la pratique physique sont présentés

dans la figure 18.

m sportif  ®mnon-sportif

A

Figure 18 : Répartition des patients selon la pratique du sport

D’apres nos résultats, la proportion de la pratique sportive est faible. Alors qu’elle
semble étre considérée parmi les facteurs protecteurs du CCR. Une méta-analyse de 52

études, montre que les personnes physiquement actives avaient un risque de 20% a 30%
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plus faible d’avoir un cancer du co6lon par rapport a des individus moins actifs
considérant que le risque pourrait étre encore réduit a des niveaux encore plus élevés

d'activité sportive, méme a des niveaux modérés (Chan and Giovannucci 2010).

11.3.Répartition selon le régime alimentaire
11.3.1. Consommation des viandes et dériveés

Nous avons interrogé notre population sur la consommation de trois types de
viande par semaine: viande rouge, viande blanche et poisson. Les résultats sont

représentés dans la figure 19.
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Figure 19 : Répartition selon la consommation des viandes et ses dérives

- Viande : Nos résultats montrent que le nombre des malades qui ne consommaient
que peu de viandes est plus élevée par rapport a ceux qui mangeaient des quantités
plus importantes. La viande rouge a tendance d’étre un facteur de risque pour le
CCR ce qui concorde avec plusieurs études qui ont prouvé que la viande rouge est
riche en gras ce qui est associée a un risque accru de CCR (Bouvard et al, 2015).

- Poisson : la majorité des malades ne consommaient que peu de poissons. D’apres
ces résultats, nous constatons 1’absence de 1’effet protecteur des poissons contre le
CCR prouvé par I’étude de Nayak et al. (2009), ainsi que Norat et al. (2005) qui
ont montré que ces aliments diminuent le risque du CCR. Nos résultats
concordent plutét avec une étude en inde montrant la non implication du poisson
dans [I’étiologie du CCR (Iswarya et al. 2016).Cela revient peut étre a la
différence de type des poissons consommes, la méthode de cuisson et le mode de

préservation.
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11.3.2.Consommation de légumes et de fruits
Les résultats de notre étude concernant la consommation de ces deux aliments est

représenté dans la figure 20.
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Figure 20 : Répartition selon la consommation des fruits et des legumes

Les légumes et les fruits sont des aliments riches en fibres et en vitamines. Les

résultats de notre étude montrent que la plupart des malades consomment les fruits et les
légumes de facon quotidienne mais pas similaire (la consommation des fruits est plus
élevée que la consommation des légumes). Nous pouvons constater que les fruits et les
Iégumes ne présentent aucune influence sur les tumeurs, donc leur réle protecteur contre
les cancers ne peut étre confirme.
Nos résultats concernant les fruits et les légumes paraissent en accord avec une étude
montrant un effet néfaste de légumes verts (Shibata et al. 1992), et d’autres études
montrant que ’augmentation de CCR est parfois associé a la consommation des fibres de
légumes (Fuchs et al. 1999; Voorrips et al. 2000)et d’autres études de cohorte n’ont pas
trouvées I’effet protecteur des légumes et fruits sur I’incidence de CCR(Fuchs et al. 1999;
Giovannucci et al. 2010; Pietinen et al. 1999). Contrairement a d’autres études, ces
résultats ont aussi suggéré que les fibres alimentaires pouvaient jouer un role protecteur
vis-a-vis du CCR (Fabre et al. 2000; Janne and Mayer, 2000).
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11.3.3. Consommation de produits laitiers
La répartition des patients selon la consommation de produits laitiers est

mentionnée dans la figure 21.
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Figure 21 : Répartition selon la consommation de produits laitiers.

Les produits laitiers sont riches en vitamines et en calcium. Nos résultats montrent que
la consommation du lait de 1 fois ou moins/jour est plus fréquente. Ces resultats sont
moins informatives vis-a-vis de l’effet protecteur de ces produits. Ce qui pourrait
s’accorder avec plusieurs études :

- Une étude a été faite pour la confirmation du lien entre la consommation du lait et

le risque de la survenue de CCR, les résultats montrant une association inverse
entre les deux (Green et al. 2014).

- Plusieurs études épidémiologique ont établi un lien direct entre la réduction du
nombre de cancers coliques et la vitamine D (réduction du risque relatif de 50%)
(Grant et Garland, 2006; Spina et al. 2006).

- Cho et al. (2004) concluent un effet protecteur du calcium dans les études
prospectives. En effet, les consommateurs de calcium ont une risque diminué de
plus de 20% de cancer colorectal.

L’absence de I’effet protecteur de ces produits fermentés est en accord avec plusieurs
travaux scientifiques qui ont mis en évidence une association inverse entre la
consommation des produits laitiers fermentés en particulier le yaourt et le risque du CCR
(Boutron-Ruault, 2007).
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I1.4.Arbres généalogiques
L’arbre généalogique de la famille représentative est mentionné dans la figure 22.

Les arbres généalogiques des 20 autres patients sont représentés dans 1’annexe 5.
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/’ -
"~ cancer du pancréa

Figure 22 : Arbre généalogique de la famille représentative

L’individu II1.2 est une femme atteinte du CCR, son cousin paternel (111.3) et la
sceur de ce dernier (II1.4) atteints respectivement du CCR et du cancer du pancréa. Sa
tante (11.1) atteinte du cancer de I’ovaire. Nous pouvons ainsi conclure que cette arbre

représente la forme héréditaire HNPCC du CCR (syndrome de lynch).

.
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I11. Marqueurs tumoraux

Les résultats des marqueurs tumoraux sont représentés dans la figure 23, figure 24

ACE CA19-9

m <6 Normale m>6 Anormale m <37 Normale m>37 Anormale

K,

Figure 23 : Répartition selon PACE.  Figure 24 : Répertition selon I’CA19-9.

Le taux de I’ACE ainsi que le taux du CA19.9 est dans les normes chez 76% et 86%
des malades respectivement. La présence ou 1’¢lévation des taux des marqueurs tumoraux
est associée le plus souvent au développement d’un cancer mais aussi a des pathologies
bénignes variées. De ce fait, ils sont rarement utiles pour le dépistage ou pour la détection

précoce des cancers (Sidibé 2015).

IV. Etude analytique cas-temoins des profils génotypique et alléliques du
polymorphisme A1298C du gene MTHFR

Pour la mise en évidence du polymorphisme A1298C, le produit PCR de taille de
263pb est digéré par ’enzyme de restriction Mboll. La présence d’une cytosine en
position 1298 au lieu d’une adénine abolit un site de restriction pour la Mboll. Nous
avons observé le résultat de la digestion de ’amplicon : le génotype homozygote sauvage
AA donne quatre fragments de 106, 72, 30, et 28 pb, alors que le génotype muté CC
donne trois fragments a 136, 72 et 28 pb, le fragment de 136 pb étant la somme des deux
fragments 106 et 30 pb comprenant le site de la mutation. Chez les hétérozygotes AC la
digestion donne les fragments de 136, 106, 72, 30 et 28 pb. Cependant, il est a noter que
dans les différents profils de migration, les fragments de 30 et de 28 pb ne sont pas
visibles sur le gel.
Le profil de digestion pour le locus A1298C du gene MTHFR est photographié et

représenté dans la figure 25.
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CC AC AC AC AA CC AA M

L

D

Figure 25: Photographie d’un profil de digestion du polymrphisme A1298C du géne
de la MTHFR ; M : un marqueur de poids moléculaire de 50 pb.

Les fréquences génotypique et allélique des différentes formes ont été calculées pour les
sujets génotypés : 10 patients et 23 témoins (Tableau 10, Figure 26, Figure 27)

Tableau 10 : Répartition des fréquences génotypiques et alléliques du
polymorphisme A1298C de la MTHFR

Patients Témoins OR p-value
n % n %
génotype | CC 3 30 5 21.74 / /
AC 3 30 8 34.78 0.63(0.09- | 0.63
4.40)
AA 4 40 10 43.48 0.66 0.66
(0.10-
4.20)
alleles C 6 46.15 13 41.94 / /
A 7 53.85 18 58.06 0.84 0.80
(0.23-
3.10)

fréquences génotypiques %

H patients ®témoins

40 43.48

30, 21.74 3034.78

Figure 26 : Fréquences génotypiques du A1298C de la MTHFR des patients et des
témoins.
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La distribution des fréquences genotypiques du polymorphisme A1298C du MTHFR

montre que le génotype sauvage (AA) est le plus fréquent dans les deux populations

(patients et témoins), avec une fréquence génotypique de 40% dans la population malade

et 43.48% dans la population saine. En ce qui concerne le genotype hétérozygote (AC), il

est présent chez les deux populations, avec une fréquence de 30% dans la population

malade et 34.78% dans la population saine. Le génotype muté présente ainsi une

fréquence de 30% chez la population malade et 21.74% chez les témoins.

fréquences alléliques %

m patients  mtémoins

58.06

53.85

46.15

41.94

C A

Figure 27: Fréquences alleliques du A1298C de la MTHFR des patients et des

témoins

La répartition des fréquences alléliques du A1298C de la MTHFR, indique que I’all¢le

A est dominant dans les deux populations. Le calcul de /’odds ratio (OR) et de la p-value

suggerent que le polymorphisme A1298c du MTHFR ne semble pas étre impliqué dans la

survenue du cancer colorectale (OR=0.84 ; p-value=0.80).

Nos résultats sont accord avec plusieurs études :

- Selon Huang et al. (2006), la population asiatique ne montre pas d'association dans

l'analyse génétiqgue homozygote et récessive du polymorphisme A1298C du géne

MTHFR,

- Otani et al. (2005) n'a signalé aucune association entre les interactions MTHFR

A1298C et les nutriments dans le CCR,

- Selon Ferndndez-Peralta et al. (2009), les génotypes A1298C ne sont pas associés au

risque de CCR (valeur p = 0,9990).
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Néanmoins, de nombreuses études divergent avec nos résultats :

- Selon Huang et al. (2006), la population Caucasienne conserve l'effet protecteur du
A1298C contre le risque de CCR,

- Selon Yin et al. (2004), le génotype de la MTHFR 1298CC était associé a un risque
accru lorsque la consommation d’alcool était élevée, mais également a un risque
accru de cancer proximal et distal.

- L’alléle variant MTHFR 1298C s’est également avéré faiblement protecteur contre le
CCR(Le Marchand et al. 2002), le polymorphisme MTHFR A1298C peut étre aussi

pertinent pour prédire le risque de cancer du c6lon, du moins chez les femmes.

Bien que nous n’ayons pas constaté une association entre le polymorphisme A1298C
de géne MTHER et le cancer colorectal. Nous suggérons que I’allele A en position 1298
de la MTHFR est trés conserve dans les deux populations (témoins et malades). Notre

effectif est relativement réduit, donc nos resultats ne peuvent pas étre concluants.
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Conclusion

Notre travail de recherche a consisté en une étude avec quatre volets: une étude
rétrospective sur 88 dossiers, une étude génealogique via des interrogatoires, une étude
biochimique sur les marqueurs tumoraux ACE et CA19-9 et, enfin une étude génétique
analytique cas-témoins par génotypage de la MTHFR pour le polymorphisme A1298C.

Les résultats de notre étude montrent :

- Une prédominance masculine

- Une frequence plus élevée dans la tranche d’age 60 -69

- En ce qui concerne le site de la tumeur, une fréquence plus élevée au niveau du colon
sigmoide

- Une prédominance de stade I11 par rapport aux autres stades

- En ce qui concerne le grade, une fréquence plus élevée au niveau du grade 2

- Les antécedents familiaux de ler degré sont les plus fréquents

- Les patients ayant un taux normal de ’ACE et CA19 9 sont dominants sur les patients
ayant un taux anormal.

- Les facteurs de risque sont : 1’age, la consommation d'alcool et celle du tabac, les
viandes rouge et blanche, des antécédents familiaux.

- Les facteurs protecteurs pourrait étre le sport, la consummation des poisons, des
légumes et des fruits.

- Les marqueurs tumoraux sont plus au moins spécifiques a ce type de cancer. Un taux
normal des marqueurs n’élimine pas la présence d’un cancer mais une augmentation
de ce taux en cours de surveillance signifie la présence d’une récidive de la maladie, et
doit étre fait avant tout traitement.

- L’exploration génotypique dupolymorphismeA1298C du gene de la MTHFR indique
que ce derniern’est pas associéau cancer colorectal. Cependant, nous ne pouvons pas
mettre en évidence I’effet réel de ce polymorphisme sur ce type de cancer.

La diminution de I’incidence du cancer colorectal passe par une prévention primaire en

adoptant les démarches suivantes :

- Agir sur la cause

- Modifier le mode de vie

- L’éducation sanitaire

Quant a la prévention secondaire, elle passe :
- Le conseil génétique
- Diagnostic précoce

- Dépistage
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Annexe 1 : questionnaires

- Code:..ooeeneniais

- Nom et prénom (I’anonymat Sera réSPECE) & .. .ovvirtinrinriet ettt ettt eeene e areenines
- AgE

- Sexe: féminin{_] masculin(__]

- Poids: ...

- Prise de tabac : Non-fumeur( ) Fumeuf_J Ancien fumeud) Date d’arrét ...........
- Pratique d’une activité physique (sports, marche, vélo ................ ):
Aucune aCtiVitéD Moins d’une heure/ semaineC] 1 a 3 heures /semaineC]
Plus de 3 heures /semaine(_)
- Consommation d’alcool :
JamaisC_J  Occasionnellement() 2 3 fois /semaine(_] Tous les joursD
- Régime alimentaire :
e Consommation de viande rouge (bceuf, agneaux....... )
1 fois /semaine(_) 2 4 4 fois /semaind__ Plus de 5 fois /semaine [
e Consommation de volailles et/ou de viande blanche (poulet, dinde, lapin ........ )
1 fois /semaineD 2 4 4 fois /semainel_ Plus de 5 fois /semaineD
e Consommation de poisson
1 fois /semaine(_] 2 3 4 fois /semaine(__] Plus de 5 fois /semainel_J
e Mode de cuisson privilégié
Au four avec matiere grasseD Au four sans matiere grasseD Grilld_J Ala
vapeur
e Consommation de légumes
Moins de 1 fois /jourD 1 fois /jourD 2 fois ou plus /jourD
e Consommation de fruits
Moins de 1 fois /jourD 1 fois /jouD 2 fois ou plus /jourC]
e Consommation de produits laitiers (lait, fromage, yaourt, créme....... )
1 fois /jour ou moins(_J 2 fois /jour ] 3 fois /jour )



Présence de polypes colorectaux : oui(_J non ]
Diagnostic de la maladie

Age au moment du diagnostic ............ Année de diagnostic .......................
Diabeéte : oui(] non(_]J
Dyslipidémies : oui ) non (]
Maladies cardiovasculaires : ouil ] non(_] Type de maladie ........................

- Antécédents tumoraux personnels

- Antéceédents familiaux
Type de cancer du pére ................... Age de diagnostic ................
Type de cancer de lameére ................ Age de diagnostic...............
Nombre de freres atteints ................
Types de cancers des freres .............ccoeevenvenn.
Age de diagnostic...............

Nombre de sceurs atteintes : ..............

Age de diagnostic.............cooviiiiiinnn.nn.

Grands parents paternels ............................
Types de Cancers .........c.covevieriiniieiniiniannnn,
Grands parents maternels ............................
Types de Cancers .........o.ooveuieriieiiiiinianenn,
Oncles /tantes .........oeoviuiiiiiiiiiiiin,
Types de cancers .........cceeeviviiiiiiiinininnn.n
CouSINS / COUSINES ....vvnininiiiiiiiiieieeaeen,

Types de Cancers ........o.eveeiiiiiiiiiiiiii i,



Autres informations a rajouter (selon le cas)

Arbre genenloZigue



Annexe 2 : L’automate ARCHITECT ci 8200

. ARCHITECTy:

. Gl 8
Ry = L&

S



Annexe 3 : les réactifs sur I’automate




Annexe 4 : Extraction de PADN

A .Préparation des leucocytes

Dans un type Falcon de 50 ml ; mettre le sang total et compléter a 25 ml avec du (TE)

Tris EDTA 20 :5.Laisser 10 min dans la glace. Centrifuger 10 min a 3900g (3800rpm).
Aspirer le surnageant avec la trompe a vide. Ajouter quelques ml de TE 20 :5 au culot et le
remettre en suspension avec une pipette

stérile. Compléter a 25 ml avec du TE 20 :5 au culot et laisser 10 min dans la glace.
Centrifuger dans les mémes conditions précédentes. Aspirer le surnageant avec la trompe a
vide : obtention du culot leucocytaire.

B. Extraction de ’ADN

Transvaser le culot de leucocytes dans un tube Falcon de 15 ml. Ajouter 3 ml de tampon de
lyse en dilacérant le culot avec passette stérile. Ajouter 200 ul de SDS a 10% (100g
SDS+H20 1000ml). Ajouter 100pl de protéinase K a 10mg/ml. Agiter le tube sur une roue a
37°C pendant une nuit. Le lendemain ; refroidir dans la glace. Ajouter 1 ml de NaCl 4M ET
agiter rigoureusement a la main. Remettre 3 mn dans la glace (précipitation des protéines).
Centrifuger 15mn a 2500 rpm. Transverse le surnageant dans un tube Falcon de 50 ml ;
ajouter 2 fois son volume

d’éthanol absolu 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 avec une pipette pasteur et rincer 2 fois dans I’éthanol a

70%. Mettre la pelote dans un tube nunc.

L’ADN génomique doit étre manipulé en évitant toute action mécanique violente, il doit étre
suffisamment long pour étre digéré.

C. Solubilisation

Ajouter entre 300 et 1000 ul de TE 10 :1, selon la grosseur de la pelote et la

concentration souhaitée. Laisser une nuit sur un agitateur rotateur a 37 °C puis a température
ambiante jusqu’a

la dissolution complété (1 a 2 jours).



Annexe 5 : les arbres généalogiques
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cancer colorectal
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ovarien
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du sein du foie

O femme saine

homme atteint cancer
colorectal
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Résumé

Le cancer colorectal est une maladie des cellules qui tapissent I'intérieur du célon ou du rectum. I
se développe a partir d’une cellule initialement normale qui se transforme et se multiplie de fagcon
anarchique.ll arrive au 3eme rang des cancers les plus courants en Algérie.

Le présent travail comprend, d’une part, une étude rétrospective-descriptive qui a portée sur 838
patients atteints de cancer colorectal qui ont été admis au service d’oncologie du CHU Constantine
entre Janvier 2018 et Juin 2019. D’autre part, une étude moléculaire menée sur 21 patients atteints
du CCR admis au méme service, et 23 témoins sains.

Nous avons assigné comme objectifs d’étudier a partir des 21 patients recrutés: les critéres
personnels, familiaux et biochimiques, et d'autre part, de rechercher par RFLP-PCR d’éventuelles
associations entre le polymorphisme A1298C du géne de la MTHFR et le CCR.

Nous avons observé que I'age moyen ans chez les deux sexes est d'environ 59 ans avec un sexe
ratio (H/F) de 1.14. Ainsi, le colon est le plus affecté par rapport au rectum. Malheureusement la
majorité des patients atteints du CCR sont diagnostiqueés a un stade avancé, 41% des patients
atteints de ce dernier ayant des antécédents familiaux dont 23% est du ler degré, ces personnes ont
un risque ¢levé d’étre atteint du CCR.

L’étude biochimique montre que le dosage des taux des marqueurs tumoraux I’ACE et CA19 9
n’est pas recommandé comme méthode précise de dépistage ou de diagnostic du cancer colorectal.
Selon I’étude moléculaire nous avons trouvé que les fréquences génotypiques et alléliques de

type sauvage sont les plus fréquentes. L analyse statistique des résultats préliminaires des
génotypages moléculaires,représentée par 1’Odds ratio et la p-value, indique 1’absence d’association
entre le polymorphisme A1298C de la MTHFR et le CCR. Cependant, la taille de 1’échantillon ne

permet pas d’infirmer ou de confirmer la présence ou 1’absence de cette association.

Mots clés : CCR — MTHFR - polymorphisme A1298C - RFLP-PCR



uailq

Joati dne dtle A8 (g ) shati atuaall 5f 518l J1a B LAY ey i pa 5 aulisal) 5 5158 Ly
Al (8 1E sad Ua sl g sl ST G (g AN A5 el Jing 58 5 ¢ Ay g 5 48 oy oLl

& ) pisall 5 sl g8l U s aim el il 88 e S an ) il dbea s Al 53 ¢ 4al e ¢ sl Jaall Jaidy
I A el A )l ¢ 5 AT ali (e 2019 535052018 b o CHU Constanting (2 ol ysY) ad 3 agl 5

il 23323 5 ¢ CCR (e (lay (s e padi 2] e ol

¢ A Aal ey ¢ Al (e gaall Alassll s Al 5 Lpad il el (g 3 21 (e Al ol & Lilaal cailS

CCR3s MTHFR A1298C izl JISal aas oy Aaiaall bl ;Y1 ge RFLP-PCR b o sl

Y o sl (H/F) 114 Guindl 2 1l Cas ¢ lle 59 s iy anaial) SIST janl) Lo i o LilasY
(e /4 ¢ Aediia dla ja (& CRC (0 Osibay 0l (oaa pall dlle Gty ¢ Taad) o paad anifiasall ae 45 M0 1) puca
Dbl (g yra i) ¥ 58 ¢ (Y Aa ) e 7 23 agie el agd Jlile R ) agaal CRC e (siba () (aia el
CRC U Aba¥) JuiaY )

o oSl 3883 38y IS 43 zeas ¥ CAL99 5 ACE ol cilodle il siana and o ) 4 sual elasSl Al 53 i
il g o ol g8l GUa s and i

Saa¥) dalaill Huly 1 gd Y o adladl & sl e LIV 9 A5 ) ol clan i) of L 5 ¢ Ay ) A Hall s
MTHFR JSaY1 aast (s ol )) 3 g axe ()¢ p el dona 5V Aoy Aliaa ¢ Judall J1) ol o oSl 4 631 milall
Ll ¥ 13 dsagase g2 ga s Akl o JUay) (Saall (e Jrag diall aas ()lé ¢ &l aa s CCR 5A1298C

CCR - MTHFR - A1298C JSa¥) 23 - RFLP-PCR : 4aalisal) il



Summary

Colorectal cancer is a disease of cells lining the interior of the colon or rectum. It develops from an
initially normal cell which is transformed and multiplies in an anarchic way. It arrives at the 3rd

rank of the most common cancers in Algeria.

The present work includes, on the one hand, a retrospective-descriptive study that focused on 88
colorectal cancer patients who were admitted to the Oncology Department of CHU Constantine
between January 2018 and June 2019. On the other hand, a Molecular study conducted on 21

patients with CRC admitted to the same service, and 23 healthy controls.

Our objectives were to study from the 21 recruited patients: the personal, family and biochemical
criteria, and on the other hand, to search by RFLP-PCR for possible associations between the
MTHFR gene A1298C polymorphism and the CRC.

We observed that the mean age of both sexes is about 59 years old with a sex ratio (H / F) of
1.14. Thus, the colon is the most affected compared to the rectum. Unfortunately, the majority of
patients with CRC are diagnosed at an advanced stage, 41% of patients with CRC have a family

history of which 23% is the first degree, these people are at a high risk of having CRC.

The biochemical study shows that assaying the levels of tumor markers ACE and CA199 is not

recommended as an accurate method of screening or diagnosing colorectal cancer.

According to the molecular study we found that wild-type genotypic and allelic frequencies are
the most common. Statistical analysis of the preliminary results of molecular genotyping,
represented by Odds ratio and p-value, indicates the absence of association between the MTHFR
A1298C polymorphism and the CCR. However, the size of the sample does not make it possible to

invalidate or confirm the presence or the absence of this association.
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Etude rétrospective, biochimique et moléculaire du cancer colorectal
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Mémoire pour I’obtention du dipléme de Master en Génétique

Le cancer colorectal est une maladie des cellules qui tapissent I'intérieur du c6lon ou du rectum. Il se
développe a partir d’une cellule initialement normale qui se transforme et se multiplie de fagon
anarchique.ll arrive au 3¢éme rang des cancers les plus courants en Algérie.

Le présent travail comprend, d’une part, une étude rétrospective-descriptive qui a portée sur 88
patients atteints de cancer colorectal qui ont été admis au service d’oncologie du CHU Constantine entre
Janvier 2018 et Juin 2019. D’autre part, une étude moléculaire menée sur 21 patients atteints du CCR
admis au méme service, et 23 témoins sains.

Nous avons assigné comme objectifs d’étudier a partir des 21 patients recrutés: les critéres
personnels, familiaux et biochimiques, et d'autre part, de rechercher par RFLP-PCR d’éventuelles
associations entre le polymorphisme A1298C du géne de la MTHFR et le CCR.

Nous avons observé que I'age moyen ans chez les deux sexes est d'environ 59 ans avec un sexe ratio
(H/F) de 1.14. Ainsi, le colon est le plus affecté par rapport au rectum. Malheureusement la majorité des
patients atteints du CCR sont diagnostiqués a un stade avancé, 41% des patients atteints de ce dernier
ayant des antécédents familiaux dont 23% est du ler degré, ces personnes ont un risque élevé d’étre
atteint du CCR.

L’¢étude biochimique montre que le dosage des taux des marqueurs tumoraux I’ACE et CA19 9 n’est
pas recommandé comme méthode précise de dépistage ou de diagnostic du cancer colorectal.

Selon I’étude moléculaire nous avons trouvé que les fréquences génotypiques et alléliques de type
sauvage sont les plus fréquentes. L’analyse statistique des résultats préliminaires des génotypages
moléculaires,représentée par 1’Odds ratio et la p-value, indique I’absence d’association entre le
polymorphisme A1298C de la MTHEFR et le CCR. Cependant, la taille de 1’échantillon ne permet pas
d’infirmer ou de confirmer la présence ou I’absence de cette association.

Mots-clefs : CCR — MTHFR - polymorphisme A1298C - RFLP-PCR
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