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Résumé

Il s’agit d’une étude rétrospective étalée sur une période de 3 ans (allant de
janvier 2010 & décembre 2012). Elle concerne 70 cas de cancers colorectaux (CCR),
colligés au service d’anatomie et de cytologie pathologique de douera. L’objectif de
notre étude était de décrire les parametres cliniques et anatomo-pathologique des
CCR, ainsi que dévaluer I'expression du CDX2 dans ce type de cancer. Les résultats
de notre étude sont réunis sur trois principaux points: Sur le plan épidémiologique
on note une fréquence des cancers de siege colique par rapport a ceux du rectum,
une légere prédominance masculine est constaté et la majorité des cancers s'‘observe
entre 40 et 80 ans . Sur le plan anatomopathologique , I'adénocarcinome bien
différncié est de loin le plus fréquent avec 67% des cas. Sur le plan histologique,
I'adénocarcinome est classé en fonction de I'abondance de structures glandulaires en
trois formes : I'ADK bien différencié , le moyennement différencié et le peu
différencié. La technique d'immunohistochimie a été réalisé sur un échantillon de 17
blocs de parrafine dans le but de déterminer le mode d'expression du CDX2 dans ce
type de cancer, et nous a permis déduire que cette expression varie en fonction du
degré de différenciation de la tumeur ; elle est intense dans les formes bien
différenciés et diminue avec le degré de différenciation ; elle est discréte dans la
forme moyennement différencié et quasiement absente dans la forme peu différencié.
D'apreés ces résultats , nous pouvons conclure que le CDX2 est un marqueur spécifique des
cancers colorectaux qui peut etre utilisé dans le cadre du depistage ou du traitement des
tumeurs colorectales.

Mots clés : Cancer colorectal, adénocarcinome , CDX2.



Abstract

This is a retrospective study over a period of 3 years (from January 2010 to
December 2012). It concerns 70 cases of colorectal cancer (CRC), collected in the
anatomy and pathological cytology will equip service. The aim of our study was to
describe the clinical and pathological parameters of CCR, as well as evaluate the
expression of CDX2 in this type of cancer. The results of our study together on three
main points: Epidemiologically there is a frequency of cancers of the colon seat
compared to the rectum, a slight male predominance is found and the majority of
cancers observed between 40 and 80 year. On the pathological level, well différncié
adenocarcinoma is the most frequent away with 67% of cases. Histologically,
adenocarcinoma is classified according to the abundance of glandular structures in
three forms: ADK well differentiated, moderately differentiated and the poorly
differentiated. The immunohistochemical technique was performed on a sample of
17 paraffin blocks in order to determine the mode of expression of CDX2 in this type
of cancer, and allowed us to deduce that this expression varies with the degree of
differentiation the tumor is in intense and well differentiated forms decreases with
the degree of differentiation, and is in the discrete form and moderately differentiated
quasiement absent in the poorly differentiated form. Based on these results, we can
conclude that the CDX2 is a specific marker of colorectal cancers that can be used in

the screening and treatment of colorectal tumors.

Keywords: Colorectal cancer, adenocarcinoma, CDX2.



70 @Y Bl (2012 et ) 2010 il (30) S sin 3 g2e o any Al Al )2 02

A el LA ale 5 gyl ale it Lgaeas &5 ) ((CRC) pfiisall s sVl oy (e Al
Oe ownl i (e Sliad ¢ dgua jall 5 4 peall il sheall Cia g Ll )3 (e agll OIS 3 sl e
G 2355 lia Al g n o A ) Bl EO 3 Cuen Uil o il (Uajud) (g g 5l 138 8 CDX2
il ol ddle S Al Ao Lo giall 5 caivall Gl e &5 jlEe Sl ¢l it
o s Lo el Y oo ) st ISYI Gl pual) ¢ oim sl eyl (5 s o A 80 540 G a5l
e IS Aaliie 42l bl ) s JWSET ADE 8 sasll 5 6l L8y (ol y a5 YW (e 767
43 5k a3 dal (e G L S 17 e dlie o oo liall ) 4885 385 5 i 5 Le s ) diilia
el da 0 ge caling peil) 138 G et () W ey cgaudl (e g5l 138 (8 CDX2 (o el
8 odala g Alaiia JS5 B ellds Gplaill a0 ge Gl ua IS Ailiie s 480 JISAT a0 OIS

23xd) s caniionall 5 () sl (la s A ) cilalst)



Liste des abréviations

Ac : Anticorps.
ADK : Adénocarcinome.
ADN: Acide Désoxyribonucléique.
Ag: Antigéne.
AJCC : American Joint Commited on Cancer.
ARN: Acide Ribonucléique.
C

Cad: Drosophila homeotic gene caudal.
CCR: Cancers Colorectaux.
CDX,: Caudal homeobox transcription factor 2.

CU: Colite Ulcéreuse.

DAB: 3,3-DiAminoBenzidine.

E

EHS: Etablissement Hospitalier Spécialisé.

H

HE: Hématoxyline, Eosine.
HNPCC: Hereditary Non-Polyposis Colorectal Cancer.
HRP: HorseRadish Peroxidase.



Liste des abréviations

IHC: ImmunoHhistoChimie.
IgM: Immunoglobuline M.

INSP: Institut National de la Santé Publique.

L
LMNH : Lymphomes Malins Non Hodgkiniens.

M
Mic : Micrométastase.

O
OMS : Organisation Mondiale de la Santé.

P
PBS : Phosphate Buffered Saline.

S
SAB : StreptAvidine Biotine.

T
TRS : Target Retrieval Solution.

U

UICC : Union International Contre le Cancer



Liste des abréviations

\Y

VIP : Vaso-active Intestinal Polypeptide.
VMI : Veines Mésentériques Inférieures.

VMS : Veines Mésentériques Supérieures.



Liste des Figures

Figurel : Anatomie du COLON. ... ..oouiiuiiti i e 4
Figure 2 : Glandes de Lieberkiihn en coupe longitudinale..................cooviiiiiiiiininnnn, 7
Figure 3 : Structure de 1a paroi ColiqUE. ... ....c.ouiiriitit i 8
Figure 4 : Les mutations génétiques & I’origine du CCR............ooooiiiiiiiiiiiiiieeea, 15
Figure 5 : Les voies de signalisation impliquant CDX2............ccoviiiiiiiiiiiieieieeenn, 23
Figure 6 : Répartition des CCR en fonctionde l'age..........c.oooviiiiiiiiiiiiiia, 31
Figure 7 : Répartition des CCR en fonction du SEXe.........o.vuiuininiiininininiiiieananananns. 32
Figure 8 : Répartition des CCR en fonction du SI€Qe..........c.ovevviiiiiiiiiiiiiiieie, 33
Figure 9 : Répartition des CCR en fonction du degré de différenciation..............ccccceveenn ... 33
Figure 10 : Expression du CDX2 dans une muqueuse de type colique normale................. 34
Figure 11 : Expression du CDX2 dans un adénocarcinome bien différencié. ................... 35
Figure 12 : Expression du CDX2 dans un adénocarcinome moyennement différencié.........36
Figure 13 : Expression du CDX2 dans un adénocarcinome peu différencié. .................... 37



Liste des Tableaux

Tableau 1 : Taux d’expression du CDX2 dans les CCR



SOMMAIRE

INTRODUCTION.  ttitiiiitiiiiiiiiiiiiiiiiiiiittitietttetecttetetatsetecacsesscacesssscnsnes 1
Chapitre |1 : RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES

I. Rappels sur le colon et le rectum........o.ovuiieiiiii e 3
1.1, Anatomie du Colon. ..ot e 3
I.1.1. Dimensions et Morphologie eXterne. ...........ouiiuiirit it 3
1.2, SHIUCHUTC. .ottt e 5
1.1.3. MOYENS de fIXation .......ouiieiititi e e 6
.14, VasculariSation ..........o.uiuiiniiti ittt 6
B J a0 4 Uo7 5 ) 1 8
1.2, Anatomie du RECTUM ... e 9
I I B 334 1<) 8 1S5 T ) 9
1.2.2. Subdivision et Morphologie eXterne. ...........ooeviiiiriieii i 10
G TN 1 4 167 11 | <P 10
1.2.4. VasculariSation. ..........oiutiuii i e 10
1.2.5. FONCLIONS. ...t 11
I, Cancers COLOTECTAUX. .. .ottt e 12
HLL Epidemiologie. .. ..uonit e 12
O =T 01T o o S PP 12
N L - 12
I 2 25 T0] o 2 1< 13
1.2, 1. EAS PréCANCETEUX . .. .uuttt ettt ettt et ettt e 13
11.2.2. Maladies inflammatoires de I’intestin................coiiiiiiiiiiie e, 13
11.2.3. Facteurs genCtiqUeS. .. .uuttettt ettt ettt et e e e e e e et et e e e e e naeens 14
11.2.4. Facteurs alimentaires. ... ......ouiieinti it 15

11.3. Anatomie-pathologique............cooiiiiiiiii e 10
11.3.1. AdENOCAICINOMES ....eitit ittt e et e eaens 16
11.3.1.1. ASPECES MACTOSCOPIGUES. .. e uttenttenteenteeeteenteeateeanaeeateeenneeaeeeaneeaneeanneans 16
11.3.1.2. Classification histogénétique de PTOMS 2000...........ccovvriiiiiiiriiiiirieeinenn, 17



H1.3.0.3. ClasSI iCatION. ..o oottt 18
FE.3.2, AULTES CANCEIS. ettt et e e e e e e e e e e, 20
1 | 1 D ) ¢ S 20

Chapitre Il : MATERIEL ET METHODES
11.1. Matériel

11.2. Méthodes

11.2.1.Technique de coloration HE (Hématoxyline, EOSINE).............ccooviiiiiiiiiiiiinne, 26

11.2.2. Technique d’immunohistochimie. ..............oooiiiiii i 28

CHAPITRE Il1: RESULTATS ET DISCUSSION

I11.1 RESULTATS

HH1.1.1. Parametres ClMIQUES. .. ...onuiee ittt et et e eans 31
I.1. Répartition deS CCR SEION PAZE .....ovviniiiii i e 31
1.2. REPArtition SElon 1€ SEXE.......oiuiriit it 32
1.3. REpartition SeloN 1e SI€@e. ... ...oviniei i 32
111.1.2. Etude anatomopathologiqQUe. ........c.oieiini e, 33
111.1.3. Analyse immunohistoChimiqUe............oooiiiii e, 34
HHLL4 EXPression du CDX 2. . ..t 38

HL2. DISCUSSION. ..o 40
CONCLUSION .. e 43
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES. ... ... 44

ANNEXE






INTRODUCTION

Le cancer colorectal (CCR) est par sa fréquence et sa gravité, un probléeme important de
santé publique dans les pays développés a population vieillissante. Prés d’un million de cancer
colorectal est diagnostiqué, et prés d’un demi-million de personnes en meurent chaque année
(Abed, 2012).

Le cancer colorectal occupe le second rang des affections malignes en termes d’incidence
et de mortalité dans les pays riches (Amérique du Nord, Nouvelle Zélande, Australie, Europe).
En France, le cancer colorectal est le premier cancer chez les deux sexes. Le CCR est plus rare
en Amérique du Sud, en Asie a I’exception du Japon. Il reste rare en Afrique noire (Mallem,
2012).

En Algérie, le CCR est classé en troisieme position, aprés le cancer du poumon et de la
vessie, chez I’homme. Chez la femme, il vient apres le cancer du sein et du col utérin (Mallem,
2012).

La plupart des cancers colorectaux apparaissent aprés 1’age de 60 ans, sauf pour les sujets

présentant une prédisposition génétique (Abed, 2012).

Les cancers colorectaux sont représentés dans 1I’immense majorité des cas par les
adénocarcinomes. Beaucoup plus rarement, on observe d’autres variétés histologiques tels

que les LMNH, les tumeurs carcinoides, etc.... (Simony, 2007).

Le gene candidat pour le CCR est le gene caudal homéotique CDX2 (13q12-13), qui est
largement exprimé au cours de I’embryogénese. Il est exclusivement exprimé chez les adultes
dans les cellules épithéliales intestinales. Il code pour un facteur de transcription homéotique
qui joue un role important dans la prolifération des cellules épithéliales, la différenciation et la
détermination du destin cellulaire dans différents organes le long de la partie inférieure du

tractus gastro-intestinal (Reda et al., 2011).

L’expression du CDX2 diminue dans les cancers colorectaux. De ce fait, le CDX2
exerce une fonction de gene suppresseur de tumeur dans 1’épithélium intestinal (Flexib et al.,
2004).



INTRODUCTION

Notre travail consiste a faire une étude épidémiologique réetrospective des cancers
colorectaux a partir de patients colligés au service d’Anatomie et de Cytologie Pathologiques
de ’EHS de Douera (Alger) et d’évaluer 1’expression du CDX2 dans les différentes formes de

Ce cancer.

Apres une introduction, nous rapportons dans ce travail des rappels sur le colon et le
rectum dans un premier chapitre. Nous exposons le matériel et les différentes techniques
utilisées dans le deuxiéme chapitre. L’ensemble des résultats obtenus sont rapportés et discutés

dans le troisieme chapitre suivis par une conclusion.
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I- Rappels sur le colon et le rectum

I.1.Anatomie du Colon

Le colon communément appelé gros intestin (Peter et al., 2011) est la partie du tube

digestif comprise entre I’intestin gréle et le rectum. De facon plus précise, il débute a la
jonction iléo-caecale et se termine au niveau de la charniére recto-sigmoidienne (Abed,
2012). 11 est subdivisé en 8 parties successives: le caeco-appendice, le colon ascendant,
I’angle colique droit, le colon transverse, 1’angle colique gauche, le colon descendant, le

colon iliaque et le colon sigmoide (Mallem, 2012).
En fonction de la vascularisation, on individualise 2 territoires :

Le colon droit et le colon transverse tributaires de 1’artere mésentérique supérieure ; d’une
part, et Le colon gauche, tributaire de 1’artere mésentérique inferieure d’autre part.

Le colon droit comprend : le caecum, le colon ascendant, 1’angle colique droit et les deux
tiers droits du colon transverse. Alors que le colon gauche comprend: le tiers gauche du
colon transverse, I’angle colique gauche, le colon descendant, le colon iliaque et le colon

pelvien ou sigmoide (Mallem, 2012) (Fig.1).

1.1.1. Dimensions et Morphologie externe

Le colon est étendu sur une longueur d’environ 1m45 a 1m635, selon la taille de I’individu

(Larsen, 2012). Son calibre est variable selon le segment et tend a se réduire
progressivement (Harris et al ., 2003).

Trois éléments distinguent le colon (Abed, 2012) :

a) Des bosselures qui correspondent a des haustrations séparées par des rétrécissements qui
font saillie dans la lumiere sous la forme de plis semi-lunaires.

b) Des bandelettes blanchatres résultant d’une organisation de la couche musculaire externe
longitudinale. Ces bandelettes sont au nombre de 3 du ceecum au sigmoide. Elles constituent

une zone épaissie au niveau du colon.
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c) Les appendices épiploiques correspondent a des petites franges graisseuses implantées

sur la paroi externe, plus nombreuses sur le colon gauche.

Mésocdlon droit (fixe)

Mésocélon transverse (mobile)

Vai x mésentériques supérieurs

Figurel : Anatomie du colon (Guyton, 1989).

Bandelette

Angle duodéno-jéjunal

Valvule de Bauhin

Mésocélon gauche (fixe)

Racine du mésentére

Appendice

Appendice épiploique

2° valvule de Houston

Uretére et vaisseaux iliaques
internes gauches
(sous le méso-sigmoide)

Mésocélon sigmoide (mobile)

3¢ valvule de Houston

Ligne ano-rectale

Colonnes de Morgani

Zone cutanée lisse

Marge de l'anus
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1.1.2. Structure

En microscopie optique, la paroi colique a 4 tuniques avec une muqueuse colique
présentant 3 caractéristiques permettant de 1’identifier :
- Absence de villosités intestinales d’ou I’aspect lisse de la muqueuse,
- Les glandes coliques ou glandes LIEBERKUHN sont longues, trés serrées les unes aux
autres et orientées perpendiculairement,
- Une couche lymphoide faite de points lymphoides et surtout de volumineux nodules (les
follicules clos du colon) (Abed, 2012).

Les 4 couches se disposant de la surface a la profondeur en :

A. Mugueuse
Elle comprend trois couches :

a) Une couche de cellules épithéliales : elles forment 1’épithélium glandulaire de type
Lieberkuhnien (Fig.2) composé de plusieurs types de cellules :

- Les entérocytes ou cellules absorbantes constituent la majeure partie de 1’épithélium
superficiel. Leur plateau strié est fait de microvillosités plus courtes et moins nombreuses
que dans I’intestin gréle. Cet épithélium s’invagine pour former les glandes de Lieberkuhn.

- Les cellules caliciformes (Fig.3) s’intercalent entre les cellules épithéliales dans
1”épithélium superficiel et constituent la majorité des cellules des glandes.

- Les cellules endocrines siégent surtout au fond des glandes. Elles sécrétent de 1’entéro-
glucagon et du VIP (vaso-active intestinal polypeptide). La moitié profonde des glandes
contient les cellules souches. Chez I’homme la durée de migration d’une cellule depuis le
fond de la glande jusqu’a la surface est de 4 a 6 jours.

b) La lamina propria : composée d’un stroma conjonctivo — vasculaire riche en follicules
lymphoides surtout chez le sujet jeune.

¢) La muscularis mucosae : qui est mince et faite de fibres musculaires lisses. Son effraction
au cours des adénocarcinomes defini le caractére invasif du cancer (Caroline, 2010).

d) Sous-mugueuse

C’est elle qui assure la vascularisation de la paroi digestive (BEAUNIS et al ., 1968), elle est
constituée d’une couche conjonctive dense et riche en fibres élastiques, servant de support

aux réseaux artériels, veineux et lymphatiques (Caroline, 2010).
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e) Musculeuse
Qui est faite de fibres musculaires lisses disposées en couches. Elle est subdivisée en 2
sous couches : L’une superficielle longitudinale (BEAUNIS et al ., 1968) ,I’autre profonde
circulaire (Abed, 2012).

f)  Sous séreuse
Il s’agit du péritoine viscéral entourant la quasi-totalitt du colon (Caroline, 2010),

recouvrant le tissu adipeux (Catala et al ., 2007).

1.1.3. Movyens de fixation

Le colon est sur toutes ses faces, entouré par la séreuse péritonéale qui le relie au
péritoine pré aortique en entourant une lame porte vaisseaux : le méso-colon (Halimi et al .,
2009).

De facon globale, les moyens de fixation sont assurés par des fascias pour les
segments fixes, et par des méso pour les segments mobiles (Abed, 2012).

1.1.4. Vascularisation

1.1.4.1. Vascularisation artérielle

- Le colon droit et les 2 /3 droits du transverse sont vascularisés par les branches droites de

I’artére mésentérique supérieure (les branches gauches vascularisent la totalité du gréle).

Le colon gauche, le 1/3 gauche du transverse et le colon iléo- pelvien sont vascularises par

I’artére mésentérique inférieure (Halimi et al ., 2009).

- 1.1.4.2. Vascularisation veineuse

Le drainage veineux assuré par les veines meésentériques supérieure (VMS) et inférieure
(VMI) présente la méme distribution que celle des artéres qui les accompagnent (Keith,
2001).

1.1.4.3. Vascularisation Lymphatique

Il existe 5 relais ganglionnaires dont la lymphe est drainée successivement vers :

- les nceuds épicoliques situés a la surface de la paroi intestinale,
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- les neeuds paracoliques situés le long du bord mésentérique,
- les nceuds intermédiaires ou mésocoliques situés le long des arteres coliques,

- les nceuds mésentériques inférieurs et supérieurs, généralement drainés par les troncs
intestinaux (Keith, 2001).

Figure 2 : Glandes de Lieberkiihn en coupe longitudinale.

1 ° I'épithélium. 2° la lamina propria. 3° le noyau d'une cellule épithéliale. 1l est situé dans
la partie attenant au tissu conjonctif, c'est le p6le dit "basal”. 4° le cytoplasme occupant le
pole dit "apical", situé du coté de la lumicre (Atlas d’histologie humaine et animale ,2007).
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Figure3 : Structure de la paroi colique (Abed, 2012). .

1.1.5. Fonctions
Le colon contribue a 3 fonctions importantes :

- Absorption.
- Stockage.
- Elimination et défécation.

1.1.5.1. Absorption
L’iléon déverse dans le caeccum chaque jour 500 ml a 1500 ml d’eau, réabsorbés a 90% au

niveau du colon (Labayle, 2001). Les nutriments de petite taille moléculaire ainsi que 1’eau,
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les sels minéraux et les vitamines passent vers le milieu sanguin et lymphatique en traversant
la paroi intestinale et la paroi vasculaire, ¢’est I’absorption intestinale (Orcini et al ., 2005).
Les ions sodium sont absorbés activement avec le chlore, tandis que 1’eau passe passivement
vers le sang (Brooker, 2001).

1.1.5.2. Stockage
Le colon forme et stocke les selles en vue de leur élimination (défécation) (Bresnick, 2004).

1.1.5.3. Elimination, défécation

La structure de cet organe indique d’une manicre plus ou moins marquée que 1’excrétion est
la fonction essentielle. Les fibres trés multipliées et disposées sous la forme de bandelettes
fortes et épaisses raccourcissent le tube intestinal par leur contraction, et hatent ainsi la

progression des maticres qu’il contient (Bichat, 1990).

1.2. Anatomie du rectum

Ainsi nommé a cause de sa direction généralement moins flexueuse que celle des
autres parties du canal intestinal (Cruveilhier et al ., 1865). le rectum est le segment du tube
digestif qui fait suite au colon pelvien & hauteur de la 3*™ vertébre sacrée et se termine au
niveau de I’orifice anal (Mellal, 2001). Son segment cranial est appelé ampoule rectale et

son segment distal le canal anal (Ebert et al ., 2008).
1.2.1. Dimensions

Le rectum a une longueur d’ensemble de 12 & 14 cm dont 3 a 4 cm pour le canal anal
(Ebert et al ., 2008). Le rectum est plus large a sa partie moyenne qu’a ses extrémités ;
cependant, son extrémité supérieure est beaucoup moins remarquable sous ce rapport que
I’inférieure car, ’anus est le point le plus rétréci de cet intestin (Blandin ,1883).

Sa forme est cylindrique plus réguliére que celle du colon (Francois et al., 1823 );
mais, il est Iégérement incliné de gauche a droite dans son tiers supérieur et présente un

certain renflement tout prés de son extremité anale (Galet, 1835).
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1.2.2. Subdivision et morphologie

Du point de vue morphologique et topographique, on distingue au rectum 2 points :

Une portion pelvienne ou ampoule rectale située dans la cavité pelvienne (Mellal, 2001), et

une portion périnéale ou canal anal située dans 1’épaisseur du périnée.

La surface externe du rectum lisse, blanchatre, ne présente aucune de ces bosselures
irréguliéres qui I’on remarque sur le colon (Frangois et al., 1823 ). Ceci tient a la disposition
des fibres longitudinales uniformément distribuées sur le contour de 1’intestin et non réunies
en forme de bandelettes. Ces fibres trés rapprochées les unes des autres, paraissent en dehors
sous 1’aspect de stries paralleles et verticales, ce qui donne au rectum une apparence assez

analogue a celle de 1’cesophage vu a I’extérieur (Cruveilhier, 1868).
1.2.3. Structure
Le rectum est formé de 4 tuniques de la surface vers la profondeur (Mellal, 2001) :

a) La muqueuse de type intestinal et glandulaire.

b) La sous muqueuse lache qui permet le glissement de la muqueuse sur la musculeuse.

¢) La musculeuse : formée d’une couche superficielle de fibres musculaires longitudinales et
d’une couche profonde de fibres circulaires.

d) La séreuse : correspondant au péritoine viscéral recouvrant uniguement la partie

supérieure des faces antérolatérales du rectum pelvien.

1.2.4. Vascularisation

1.2.4.1. Les artéres

Le rectum est irrigué de chaque coté par les arteres hémorroidales supérieures, moyennes et
inférieures.

1.2.4.2. Les veines

Les veines hémorroidales ou veines rectales longent les arteres

1.2.4.3. Lymphatiques

Les lymphatiques du rectum se répartissent en 3 groupes : inférieures, moyennes et
supérieures (Mellal, 2001).

10
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1.2.5. Fonctions

Le rectum sert a recueillir et a entreposer les résidus alimentaires (féces) entassés et
digérés (Ebert et al ., 2008). Son évasement ovoide est principalement destiné a cette
fonction (Blandin ,1883). Dans la partie supérieure, le rectum est tres extensible et les féces
y sont conservées et rassemblées. Il jouit d’une contractilité trés développée, contractilité
que la volonté ou des circonstances qui lui sont étrangéres peuvent mettre en jeu et qui
concourt pour une grande part a I’excrétion des féces et qui souvent suffit seule a cette

action (Moore et al., 2001) .

11
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I1- Cancers Colorectaux

11.1. Epidémiologie

11.1.1. Fréquence

A Déchelle planétaire, les cancers colorectaux se situent au 3°™ rang en termes
d’incidence avec pas moins de 945000 nouveau cas et 500000 déces par an. lls représentent
ainsi, la 4°™ cause de décés par cancer dans le monde (Abed, 2012).

En Algérie, selon I’enquéte nationale, de I’Institut National de la Santé Publique
(INSP 2002), le cancer colorectal est au ptme rang, pour les deux sexes, avec une prévalence
de 2269 cas, soit 7,8% (Bounedjar et al ., 2012) . Les cancers coliques représentent a eux

seules 2/3 des cancers colorectaux (Mallem, 2012).

11.1.2. Age et sexe

Il s'agit essentiellement d'un cancer de I'age mdr (Abed, 2012). Le cancer colique est
rare avant 50 ans (6 % des cas). L'incidence augmente ensuite rapidement avec l'age
(Bouvier et al, 2008).La proportion des cas diagnostiqués double chaque décennie entre 40
et 70 ans chez les deux sexes. L'age moyen au moment du diagnostic est de 69,5 ans chez
I'nomme et 72,8 ans chez la femme. L'augmentation de l'incidence du cancer colique
pourrait étre liée au vieillissement de la population (Mallem, 2012).

On note une légére prédominance masculine, avec un sex-ratio de 1,5. L’incidence est
la méme dans les deux sexes jusqu’a 1’age de 65 ans, puis apparait une prédominance
masculine secondaire a une fréquence plus grande des cancers du colon ascendant et du
sigmoide (Mallem, 2012).

12
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11.2. Etiologie

11.2.1. Etats précancéreux

Les adénomes : de nombreux travaux ont été consacrés a 1’identification des 1ésions
précurseurs des CCR sporadiques. En 1990, dans un article princeps Fearon et Vogelstein
ont proposé un modeéle de cancérogenése multi étape et établis la notion de séquence
adénome —cancer (Bouvier et al.,2002).L’adénome est une tumeur épithéliale bénigne
dysplasique. 60 a 80% des CCR proviennent de la transformation d’une 1ésion préexistante :
1’adénome (ou "polype™ adénomateux).

Le risque de transformation cancéreuse de 1’adénome augmente avec sa taille : 0,5 %
si la taille est inférieure a1 cm ; 5 % entre 1 et 2 cm ; 30 % si supérieure & 2 cm. 25 a 30 %
des adénomes se transforment en cancer (Bosset et al., 2005).

La classification OMS distingue trois sous-types histologiques de polypes
adénomateux:

* ’adénome tubuleux (75 %),
* I’adénome tubulo-villeux (20 %),
* I’adénome villeux (5 %) (Muller et al., 2002).
Les adénomes villeux, ou tubulo — villeux ont un risque de dégenérescence superieur a

celui des adénomes tubuleux (Seitz et al., 2005).

11.2.2. Maladies inflammatoires de 1’intestin

11.2.2.1. La colite ulcéreuse (CU)
Le risque de CCR est augmenté au cours de la CU. Selon une méta-analyse récente, ce

risque est de 2 %, 8 % et 18 % apres respectivement 10, 20 et 30 ans d’évolution de la

maladie (Flourié et al., 2004).

11.2.2.2. La maladie de CROHN

Elle augmenterait également le risque de CCR en cas de pancolite, surtout lorsqu’elle est
apparue avant 30 ans, mais ce risque reste beaucoup plus faible que dans la CU (Papay et al.,
2013).

13
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11.2.3. Facteurs génétiques

On estime que 10 % des CCR surviennent sur prédisposition génétique.

11.2.3.1. Syndromes héréditaires prédisposant au CCR

Il existe 2 maladies héeréditaires prédisposant au CCR :

A. La polypose adénomateuse familiale (FAP syndrome)

Transmise sur le mode autosomique dominant, elle est responsable de 0,5 % des CCR.
Elle se caractérise par ’apparition de centaines, voire de milliers d’adénomes colorectaux
apres la puberté.
La transformation cancéreuse des adénomes est de 100 % apres 50 ans (Bosset et al., 2005).
La maladie est liée a une mutation constitutionnelle du gene APC, situé sur le bras
long du chromosome 5 (en 5g21) (Muller et al., 2002). (Le géne APC intervient a 1’état
normal dans la dégradation intracellulaire des caténines. Sa mutation entraine
I’accumulation des B caténines dans le cytoplasme et le noyau des cellules. Dans le noyau,
elles forment un complexe avec le facteur de transcription Tcf qui va activer des genes de
croissance et de prolifération cellulaire, c-Myc par exemple) (Bosset et al., 2005).

B. Le cancer héréditaire sans polypose (HNPCC syndrome)

Il est responsable de 2 a 5% des CCR. Il est défini cliniguement par la réunion de 3
critéres (criteres d’Amsterdam) :
-Trois sujets atteints de CCR (ou épidémiologiquement liés), avec un des parents lié au
premier degré aux 2 autres ;
- Deux générations successives concernées ;
- Un cas avant 50 ans (Margand et al., 2010).
On distingue :
a) Le Syndrome de Lynch I, ou la prédisposition ne concerne que le CCR ;
b) Le Syndrome de Lynch Il, ou I’on observe un risque ¢élevé de CCR et de cancers extra
coliques (endomeétre, ovaire, estomac, intestin gréle, voies biliaires, voies excrétrices

urinaires) (Lefevre et al., 2012).

14
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Les genes mutés appartiennent a la famille des genes impliqués dans le systeme de
réparation de mésappariement de I’ADN (génes hMSH2, hMLH1 le plus souvent) (Muller et
al., 2002).

Les genes cibles sont K-ras (oncogénes) ou APC ou P53. Le phénotype correspondant a
cette anomalie peut étre reconnu, il est dit RER+ (erreur de réplication positive) (Bosset et
al., 2005).

11.2.3.2. Le CCR sporadique

La cancérogénese est due a I’accumulation de mutations successives dans le temps
apparaissant dans les cellules intestinales (mutation somatique), selon le schéma suivant

(Fig.4). Les mutations intéressent a la fois des oncogénes et des genes suppresseurs [33].

mugueuse | muqueuse petit gros | cancer

> S > " > ; » . métastases
normale proliférative A adénome adénome invasif

A

Hypométhylation ADN

MCC K P53 nm23 deletion
APC 1as Dee MHC modulation
Cmyc

Figure 4 : Les mutations génétiques a ’origine du CCR (BOSSET, 2005)

11.2.4. Facteurs alimentaires

Les régimes riches en graisses animales, en cholestérol et pauvres en fibres végétales
favoriseraient le cancer colique. Cette alimentation augmenterait la concentration intra
colique en stérols et en acides biliaires secondaires. Ceux-ci stimuleraient la prolifération de
1’épithélium colique. La consommation de legumes, de fibres, d'huile d'olive diminuerait le
risque de cancer colique. De méme que le calcium et la vitamine C (Abed, 2012).

L’alcool et le tabac paraissent impliqués dans les phases initiales de la cancérogénese.

La sédentarité et un exces de poids sont des facteurs de risque (Muller et al., 2002).

15



Chapitre | Rappels bibliographiques

11.3. Anatomie pathologique

11.3.1. Adénocarcinomes

Les adénocarcinomes constituent 1’immense majorité des cancers colorectaux, ils
représentent 95% des cas. Ils compliquent un adénome dans 60% a 80% des cas (Simony,
2007).

11.3.1.1. Aspects macroscopigues

Il n'y a pas de différences morphologiques entre les cancers du colon et du rectum, ils
seront étudiés ensemble. Comme dans tous les cancers de surface, l'aspect macroscopique
est une combinaison de végetations d'ulcérations, et d'infiltration. On distingue (Simony,
2007):

a) La forme ulcéro infiltrante : c'est la plus fréquente des formes macroscopiques (65 %) ;
elle correspond a une ulcération mesurant plusieurs cm de diametre.

A la coupe, le cancer est une masse blanchatre, parfois parsemée de petites plages
nécrotiques et abcédées, assez bien limitée latéralement. Elle envahit la paroi intestinale plus
au moins profondément, en particulier la musculeuse qui peut étre dépassée infiltrant le

méso. Cette forme macroscopique est surtout fréquente dans le c6lon gauche.

b) La forme végétante : c'est une masse exophytique sessile, irréguliére et friable, faisant

saillie dans la lumiere colique. Elle réalise souvent un bourgeon ulcéré en surface. La masse
tumorale peut atteindre 10 cm de diametre. Cet aspect macroscopique, est surtout fréquent
dans le c6lon droit, il entraine rarement une sténose et se manifeste surtout par un

saignement. La forme végetante pure représente environ 25 % des formes macroscopiques.

¢) La forme infiltrante pure (linite plastique) : la forme primitive est exceptionnelle, elle est
le plus souvent secondaire a une linite gastrique. Elle épaissit et rigidifie la paroi colique
comme une linite plastique gastrique. Cette forme macroscopique se voit essentiellement au

niveau du rectum (50%), les autres localisations sont coliques, surtout le cdlon gauche.

16
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d) Les petits cancers : sont en général polypoides, exceptionnellement vermiforme,
sessiles, en faible relief sur la muqueuse. Il faut rappeler que le carcinome est souvent

entouré de polypes adénomateux (20 a 30 %).

11.3.1.2. Classification histogénétigue de I’OMS (2000)

Les adénocarcinomes se développent a partir de I'épithélium glandulaire. On distingue la

forme histologique courante, et les formes histologiques particuliéres.

A. La forme histologigue courante

Il s'agit adénocarcinome LIEBERKUHNIEN plus au moins différencié. En effet,

selon les caracteres d'organisation des cellules tumorales, on distingue (Simony, 2007):

a) L’adénocarcinome bien différencié (70 % a 75%)
Caractérisé par une structure glandulaire avec des tubes réguliers, bordés par un
revétement fait de cellules cylindriques a noyau uniforme en taille et en forme. L'épithélium

glandulaire reste unistratifié.

b) L’adénocarcinome moyennement différencié (10 %)
Caractérisé par des tubes glandulaires Iégerement irréguliers, riches en mitoses. On
note également des massifs cellulaires pleins creusés de cavités cribriformes. La polarité

cellulaire est peu nette ou absente.

¢) L’adénocarcinome peu ou indifférencié (5 %)
Caractérisé par de trés rares tubes glandulaires trés irréguliers. Au sein d'un stroma
fibro-inflammatoire abondant baignent des cellules isolées, ou groupées en amas ou des

travées de cellules indifférenciées.

17
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B. Les formes histologiques particuliéres

a) L’adénocarcinome mucineux (colloide muqueux)
Le plus fréquent apres le carcinome Lieberkihnien, il représente environ 10 % a 15
% des adénocarcinomes. Plus de 50 % de la surface de la tumeur est constituée par de la

mucine. L'aspect macroscopique est gélatineux colloide (Simony, 2007).

b) Le Carcinome a cellules indépendantes (carcinomes anaplasiques)
Rare, il représente environ 04 % des adénocarcinomes. Plus de 50 % des cellules

tumorales sont des cellules indépendantes avec une gouttelette de mucus intracytoplasmique
(Simony, 2007).

¢) L’adénocarcinome a cellules claires

Quelques cas seulement, ont ete decrits. 1l ressemble a 1’adénocarcinome a cellules
claires du rein (tumeur de Grawitz). Les cellules néoplasiques contiennent du glycogéne
(Simony, 2007).

d) Le Carcinome adénosquameux (carcinome malpighien)
C’est un adénocarcinome contenant de nombreux foyers malpighiens (Simony,
2007).

11.3.1.3. Classification
La nécessité d’adopter des classifications ayant pour but de faire entrer les 1ésions,
donc les patients, dans des groupes homogeénes, s’est trés vite imposée comme le préalable a

une prise en charge optimale des patients. Il existe classiquement 2 grands groupes de

classifications.

18
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Le premier groupe est purement histologique, il apprécie le type histologique et le
degré de différenciation cellulaire d’une tumeur. Le systeme le plus utilisé dans ce groupe
est la classification histogénétique de I’OMS. Nous I’aborderons en premier.

Le deuxieme groupe correspond & La classification internationale TNM de I’AJCC de
I’année 2009 qui évalue 1’extension anatomique de la maladie ; elle est aujourd’hui la plus
communément et la plus universellement utilisee. Elle se fait apres examen

anatomopathologique (p) et tient compte de 3 parametres :
- T :extension de la tumeur primitive
- N :absence ou présence d’un envahissement ganglionnaire lymphatique régional,

- M : absence ou présence de métastases a distance.

Les 3 lettres, assorties chacune d’un indice, constituent la codification de la tumeur :

pTis: Carcinome in situ, intra épithélial ou intra muqueux (infiltrant le chorion)

pT1: Tumeur infiltrant la sous-muqueuse ;

pT2: Tumeur infiltrant la musculeuse ;

- pT3: Tumeur infiltrant la sous-séreuse ou le tissu péri-colique et péri-rectale non
recouvert de péritoine ;

- pT4 : Tumeur infiltrant le péritoine viscéral (T4a), ou envahissement /adhérant des

organes ou structures de voisinage (T4b).

Pour le rectum, une atteinte du sphincter externe est un T3 alors que celle du muscle

¢élévateur de 1’anus un T4.

Une atteinte péritonéale viscérale est désormais définie par :

a) Présence d’amas tumoraux a la surface séreuse avec une réaction inflammatoire, une
hyperplasie mésothéliale, une ulcération/ érosion

b) Cellules tumorales sur la surface sereuse avec ulcération sous- jacente du peéritoine

viscéral.
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v pNO : Absence de métastase ganglionnaire

v pN1la: 1 ganglion lymphatique régional métastasique

v pN1b : 2 a 3 ganglions lymphatiques régionaux métastasiques

v pN1c : Dép6t(s) tumoral (aux) dans la sous séreuse non péritonéalisée sans ganglions
lymphatiques régionaux métastasiques

v/ pN2a : 4 a 6 ganglions lymphatiques régionaux métastatiques

v pN2b : > 7 ganglions lymphatiques régionaux métastasiques

Une micro métastase (N1 mic ou M1) est définie par une taille > 0,2 mm et < 2mm

(préciser leur nombre)

Des amas tumoraux < 0,2 mm découverts par immunohistochimie sont classés NO (un amas
dans un ganglion, plusieurs amas dans un méme ganglion , ou plusieurs amas dans plusieurs
ganglions) (préciser leur nombre)

v' pMO : Absence de métastase a distance ;
v/ pM1la : Métastase dans un seul organe ou site (foie, poumon, ovaire ganglions non
régionaux.....)

v pM1b : Métastase dans plus d’un organe/site ou atteinte péritonéale.

11.3.2. Autres cancers

a) Lymphomes malins non hodgkiniens (LMNH).
b) Les carcinoides.
c) Les mélanomes.

d) Les sarcomes colorectaux.
1. CDX2

Le géne CDX2 code pour un facteur de transcription nucléaire homéotique qui

appartient a la famille des genes caudaux a homéoboite CDX (Reda et al., 2011).
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Il tire son nom du gene caudal homéotique de la drosophile (cad) qui est impliqué dans la
segmentation et la formation de structures postérieures de la drosophile (Drummond et al.,
1997).

L’homéoboite est une séquence d’ADN de 180 paires de base, hautement conservée,
et qui code pour un motif de 60 acides aminés appelé homeodomaine. Ce dernier acquiert
une conformation structurelle en hélice-tour-hélice et constitue le domaine d’interaction
avec la molécule d’ADN (Yagi et al., 1999).

Le gene qui code pour le CDX2 est un hexapeptide, situé sur le chromosome 13q12-
13(Reda et al., 2011).Le CDX2 est assez largement exprimé au cours de I’embryogénése,
alors que son expression est restreinte aux cellules épithéliales du tractus gastro-intestinal
dans les tissus adultes (Gross et al., 2008).

Les genes homéotiques jouent un rdle important dans le contrle du développement
embryonnaire. Le CDX2 est crucial pour la structuration axiale du tube digestif lors du
développement embryonnaire. Il est impliqué dans les processus de prolifération cellulaire
intestinale, la différenciation (Fig. 5), I'adhésion et I'apoptose (Christopher et al., 2003;
Takao et al ., 2003).

La majorité des genes homéotiques sont considérés comme des proto-oncogenes
(Olivier et al., 1997). Dans les cancers colorectaux, I’expression du CDX2 diminue
proportionnellement au degré de différenciation de la tumeur.

Il a été observé aussi que l'expression du CDX2 dans les cellules cancéreuses
coliques était inhibée par l'activation de voies oncogéniques, telles que Ras (Flexib et al.,
2004).

Dans les cellules indifférenciées, les complexes cyclines E/A/Cdk2 activent la
progression du cycle cellulaire et inhibent la différenciation en phosphorylant CDX2,
induisant sa dégradation dans le proteasome cytoplasmique. Lorsque les cellules sont induites
a se différencier, 1’engagement des cadhérines provoque le recrutement et I’activation de la
P13 kinase (PI3K) qui a son tour, active la kinase Akt et induit I’inhibition des ERK1/2, ce qui
augmente 1’expression de p27kipl qui inhibe I’activité des complexes cyclines E/A/Cdk2 et le
cycle cellulaire en phase G1. ERK1/2 modifie le niveau de phosphorylation de CDX2 de fagon

directe ou indirecte (ligne pointillée). Une surexpression de CDX2 méne a une diminution de
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la cycline D. La PI3K stimule aussi 1’organisation du cytosquelette et la maturation des
jonctions, ce qui stimule la p38MAP-kinase qui se rend au noyau ou elle phosphoryle CDX2,
augmentant son activité transcriptionnelle, favorisant ainsi la différenciation (Fig 5).
L'ensemble de ces observations suggére que la chute d'expression du CDX2 dans les cancers
colorectaux résulte principalement de phénomeénes de régulation négative par des voies de
signalisation oncogeniques et non de mutations et/ou de recombinaisons génomiques au
niveau du locus CDX2 (Flexib et al., 2004).

L’épithelium intestinal est en constant renouvellement grace a 1’établissement d’un
équilibre entre la prolifération et la différenciation cellulaires. De nombreuses pathologies de
I’épithelium intestinal, en 1’occurrence le cancer colorectal, decoulent directement du
déréglement des mécanismes regissant cet équilibre (Bourdeau et al., 2011).

Dans les cellules indifferenciees, les complexes cyclines E/A/Cdk2 activent la
progression du cycle cellulaire et inhibent la differenciation en phosphorylant CDX2,
induisant sa degradation dans le proteasome cytoplasmique. Lorsque les cellules sont induites
a se differencier, I’engagement des cadherines provoque le recrutement et I’activation de la
PI3 kinase (PI3K) qui a son tour, active la kinase Akt et induit I’inhibition des ERK1/2, ce qui
augmente I’expression de p27kip1 qui inhibe I’activite des complexes cyclines E/A/ Cdk2 et le
cycle cellulaire en phase G1. ERK1/2 modifie le niveau de phosphorylation de CDX2 de facon
directe ou indirecte (ligne pointillee). Une surexpression de CDX2 mene a une diminution de
la cycline D. La PI3K stimule aussi I’organisation du cytosquelette et la maturation des
jonctions, ce qui stimule la p38MAP-kinase (isoforme o)) qui se rend au noyau ou elle
phosphoryle CDX2, augmentant son activite transcriptionnelle, favorisant ainsi la

differenciation( Fig .5).
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Fig 5 : Les voies de signalisation impliquant CDX2 (Bourdeau et al, 2011).
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Le fait que le niveau d'expression de CDX2 chute dans les cancers colorectaux, et le
fait qu'il soit la cible de voies de signalisation pro-oncogéniques ont conduit différentes
équipes a émettre I'nypothése selon laquelle CDX2 exercerait une fonction de gene
suppresseur de tumeurs dans I'épithélium intestinal, et a proposer son utilisation dans le
cadre du dépistage ou du traitement des tumeurs colorectales (Flexib et al., 2004).

Contrairement a d’autres génes suppresseurs de tumeurs du colon comme I’APC et la
P53 qui agissent également en dehors de I’intestin, le CDX2 est le premier suppresseur de
tumeur intestinale spécifique. Il montre donc un modéle d’immunomarquage nucléaire

(Takao et al ., 2003).
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11.2.Méthodes

11.2.1. Technique histologique de coloration HE (Hématoxyline, Eosine)

A. Principe
La coloration HE est la technique la plus couramment utilisée en histologie animale

et en anatomie pathologique de routine, permettant 1’identification des caractéres
histologiques de tissus en associant une coloration nucléaire par I’hématoxyline de Harris a
une coloration cytoplasmique par 1’éosine. Le colorant basique, 1’hématoxyline, colore les
structures acides en bleu violacé. Les noyaux ont une forte affinité pour ce colorant en raison
de leur richesse respective en ADN et en ARN. En revanche, 1’éosine est un colorant acide
qui colore les structures basiques en rouge ou en rose (Flexib et al., 2004).

B. Mode opératoire

Le matériel histologique est fixé, inclus, coupé et coloré afin de pouvoir I’observer au

microscope.

a) Préparation des tissus

- Fixation
Elle a pour but la conservation des structures, le durcissement des piéces ainsi que
I’immobilisation des antigénes in situ. Les préléevements sont trempes dans du formol a 10%,

pH4, durant 24 heures, puis soigneusement rincés pour éliminer toute trace de fixateur.

- Déshydratation

Les prélévements sont déshydratés dans des bains d’alcool a concentrations
croissantes (de 80% a100%) pendant 2heures chacun, puis trempés dans 3 bains de Xyléne
pendant 2 heures chacun (autotechnicon) pour subir 1’éclaircissement qui consiste a éliminer

I’alcool utilis¢ dans la déshydratation.

- L’inclusion a la paraffine
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Les préléevements sont ensuite inclus dans des moules de paraffine hydrophobe fondu a
62°C (distributeur de paraffine LEICA) puis refroidis a 4°C, afin de permettre la réalisation

de coupes fines et réguliéres.

- La confection des coupes
Les coupes de bloc de paraffine sont réalisées avec un microtome, permettant
d’obtenir des sections de 3a 5 um d’épaisseur, qui seront ensuite étalées sur des lames

rodées a 1’aide d’un bain marie.

- Séchage des lames pendant une nuit & 40°C dans un incubateur.

b) Coloration HE (Hématoxyline €osine)

- Déparaffinage

On fait passer les coupes dans six bains de Xyléne, pendant 1 minute chaque fois pour
les déparaffiner afin d’enlever la paraffine du tissu pour que les colorants puissent le

pénétrer.

- Hydratation
Les coupes sont placées dans 4 bains d’alcool a des concentrations décroissantes ; 2
bains d’alcool a 100% et 2 bains d’alcool a 95%, pendant 1 minute dans chaque bain, puis

rincées a I’eau courante.

- Coloration des noyaux en bleu
Les lames sont plongées dans un bain de I’hématoxyline de Harris pendant 5 a 10
minutes, puis lavées dans deux bacs d’eau du robinet pendant 2 a 3 minutes a chaque fois et
plongées dans I’cau acidifiée pendant 1 min, pour faire la différenciation.
- Bleuittement

On plonge les lames dans 1’eau ammoniacale, puis on les rince a 1’eau courante.
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- Coloration du cytoplasme
On plonge les lames dans un bain d’éosine pendant 2 & 5 minutes pour la coloration du

cytoplasme en rose puis on les rince a 1’eau du robinet.

- Déshydratation et séchage dans 1’étuve
La déshydratation se fait dans 4 bains d’alcool & des concentrations croissantes
pendant 1 minute chacun : 2 bains d’alcool a 95% et 2 bains d’alcool a 100%, puis les sécher

dans 1’étuve.

- Eclaircissement
Il est effectué dans 4 bains de xyléne pendant 1 minute a chaque fois. Cette étape

permet d’éliminer 1’alcool a partir du tissu et de le remplacer par le réactif de compensation.

- Montage et observation au microscope optique
Aprés le montage d’une lamelle sur chaque coupe a I’aide d’un Eukit, les lames sont
nettoyées puis observées au microscope photonique. Le montage a pour but de préserver les

colorations.

11.2. 2. Technique d’immunohistochimie (IHC)

A. Principe

L’immunohistochimie (Immunologie / Histochimie) consiste a mettre en évidence
une protéine d’intérét (CDX2) dans un échantillon tissulaire ou cellulaire grice a un
anticorps spécifique. Les techniques immunohistochimiques jouent aujourd’hui un réle
irremplacable en pathologie tumorale aussi bien pour poser le diagnostic que pour évaluer le
pronostic , voire guider la stratégie thérapeutique. Le principe de cette technique consiste en

une réaction immunologique suivie d’une révélation enzymatique (Simony, 2007).
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B. Mode opératoire

L’immunohistochimie se déroule comme suit :

1. Préparation des tissus

La préparation des tissus se fait de la méme fagon que la technique HE allant de la
fixation des prélévements a la confection des coupes. A la différence de la technique HE, les
lames utilisées en immunohistochimies sont des lames silanisées qui permettent une bonne

adhérence du tissu.

2. L’immunohistochimie par la méthode Streptavidine biotine (SAB)

Le complexe Ag-Ac formé est rendu visible par une réaction colorimétrique
enzymatique, et se déroule de la maniére suivante :
1% étape
a. Déparaffinage

Le deparaffinage des coupes tissulaires se fait dans 3 bains de Xyléne successifs de 5
minutes chacun dans le but d’enlever la paraffine du tissu afin que les colorants puissent le
pénétrer.
b. Reéhydratation

La réhydratation des coupes est réalisée dans 3 bains d’éthanol successifs durant 5
minutes chacun .Elle a pour objet de retirer le xyléne du tissu et de le remplacer par 1’eau. .

¢. Blanchiment

Il se fait dans de I’eau distillée pendant 5 minutes.

2™ étape : Démasquage des sites antigéniques

Son but est de remédier aux effets secondaires de la fixation formolée. 1l se fait par la
chaleur a I’aide de la solution de démasquage TRS au bain marie a 97°C pendant 40
minutes. Ensuite on procéde au refroidissement pendant 20 minutes a température ambiante.
Et en fin le ringage a I’eau distillée et le cerclage des coupes retenues sur les lames avec le

Dakopen.
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3éme

étape : Blocage des peroxydases endogenes tissulaires

Cette étape a pour but le blocage de I’activité des peroxydases endogénes présentes
dans certaines cellules (polynucléaires, monocytes). Il est réalisé en utilisant 100 pl de
I’eau oxygénée (H,0,) a 3% pendant 10 minutes, puis ringage des lames a ’cau distillée et
les plonger dans un bain de tampon PBS 2 fois 5 minutes chacun .

4Eme étape : Application de 1’anticorps primaire

Tout le tissu est couvert par I’Ac primaire prédilué (100ul) : anti-CDX2. Les lames
sont ensuite incubées pendant 45 minutes dans une chambre humide fermée a température

ambiante puis rincées dans deux bains successifs de PBS durant 5Sminutes chacun.

Geéme étape : Application du systéme de visualisation EnVision

Application du kit EnVision qui contient I’Ac secondaire biotinylé, ainsi que le couple
stréptavidine-HRP et Incubation pendant 30 minutes. On procéde par suite a la révélation
par le chromogéne de la peroxydase DAB (3,3-Diaminobenzidine) pendant 15 minutes. Et
enfin le contrle des lames au microscope puis ringage a I’cau distillée (2 bacs pendant 5

minutes).

6éme

étape : Contre coloration et montage

Les lames sont imprégnées dans des bacs de coloration a 1’hématoxyline de Mayer
durant 2 minutes, rincées a 1’eau courante, bleuittées dans 1’eau ammoniaquée, puis rincées
a I’eau distillée. Le montage des lames se fait avec une colle aqueuse (Farmount), puis elles
sont recouvertes aves des lamelles pour les Observer au microscope photonique.
7°™ étape : Evaluation de I’'immunomarquage

L’expression du CDX2 a été évaluée par une méthode qualitative et quantitative en se
basant sur la présence ou 1’absence du marquage sur les pieces analyseées. Les tumeurs sont
classées soit positives (+ : positivité focale, ++ : positivité modérée, +++ : positivité forte)

soit négatives (-).
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I11.1. RESULTATS

111.1.1. Paramétres clinigues

Sur une durée de trois ans (de 2010 a 2012), 70 cas de cancers colorectaux ont été

recensés au niveau du service d’Anatomie et de Cytologie Pathologiques de ’EHS de

Douera.

111.1.1.1. Répartition selon 1’dge

Dans notre série, 1’age moyen des cancers colorectaux est de 57,6 ans avec des

extrémes de 15 et 90 ans. Chez I’homme, 1’dge moyen des CCR est de 56,64 ans avec des

extrémes de 15 et 90 ans, alors que 1’age moyen des CCR chez la femme est de 58,9 ans

avec des extrémes de 28 et 90 ans. La tranche d’age la plus représentée pour les deux

sexes est comprise entre 61 et 80 ans (40%), suivie de la tranche comprise entre 41 et 60 ans

(37,5%), ensuite celle comprise entre 21 et 40 ans (15,7%).Les patients de plus de 80 ans et

de moins de 20 ans représentent respectivement 7,1 et 1,4 % (Fig.6).

40,0%
35,0%
30,0%
25,0%

20,0%

pourcentage

15,0%
10,0%

5,0%

A0 70/
J

4U

15 70/
L

0,0%

[0-20[

[21-40]

I'age des patients

[41-60[

[61-80[

> 81

Figure 6 : Répartition des CCR en fonction de I’age.
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111.1.1.2. Répartition selon le sexe

Il s’agit de 39 hommes pour 31 femmes, avec un sexe ration homme/femme de 1,3 (Fig.7).

Répartition selon le sexe

Figure 7 : Répartition des CCR en fonction du sexe.

111.1.1.3. Répartition des CCR selon le siége

Sur les 70 cas des cancers colorectaux, 40 siégent au niveau du colon et se répartissent
comme suit : colon droit 26 patients (65%), colon gauche 8 patients (20%) et sigmoide 6

patients (15%). Les 30 cas restants se trouvent au niveau du rectum (Fig.8).
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Figure 8 : Repartition des CCR en fonction du siége.

111.1.2. Etude anatomopathologique

Dans notre série, les adénocarcinomes représentent la totalité des formes histologiques
des CCR.

L’adénocarcinome bien différencié est le type histologique le plus souvent rencontré.
Il représente 67% des cas. Les ADK moyennement et peu différenciés représentent

respectivement 27% et 4% des cas (Fig.9).
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Figure 9 : Répartition des CCR en fonction du degreé de différenciation.
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111.1.3. Analyse immunohistochimique
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Figure 10 : Expression du CDX2 dans une muqueuse normale A (Gr X 10):HE,
B (GrX10):1HC.
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Figure 11: Expression du CDX2 dans un adénocarcinome bien difféerencié C (Gr X

10):HE, expression nucléaire diffuse et intense des cellules tumorales au CDX2
D(GrX10) : IHC.
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Figure 12: Expression du CDX2 dans un adénocarcinome moyennement différencié E
(Gr X 10), expression nucléaire modérée du CDX2 F (GrX10): IHC.
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Figure 13: Expression du CDX2 dans un adénocarcinome peu différencié G (Gr X
40): HE, expression nucléaire focale et modérée du CDX2 D (GrX20): IHC .
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L’analyse des résultats de la technique HE réalise sur 17 échantillons nous montrent
que les CRC sont a 100% des cas des adénocarcinomes avec une prédominance des formes

bien et moyennement différenciées.

La muqueuse coligue normale présente un épithélium glandulaire de type
lieberkuhnien, formé de cellules cylindriques hautes, basophiles et un stroma fibro-

vasculaire (Fig.10 A).

Les adénocarcinomes bien différenciés ressemblent nettement au tissu normal (Fig. 11
C) ; en effet ils conservent les caractéres architecturaux glandulaires du tissu normal. Les
ADK moyennement différenciés perdent un peu cette architecture glandulaire (Fig. 12 E). A
I’opposé, I’ADK peu différencié ne montre aucune différentiation glandulaire et ses cellules

sont tres pléomorphes (Fig. 13 G).

111.1.4. Expression du CDX2 :

Les résultats quantitatifs de I'immunomarquage avec le CDX2 sont spécifiés dans le

Tableau 1.

Nombrede cas d’expression du CDX2 (%3)

Total - + ++ -— Pourcentage
de
positivité

Bien § (100%) 00%) |0(0%) 0(0%) |8 (100%) (%)

CDX! différencié

Movenmement | § (100%) 3(38%) |[3(38%) 1(12%) |1(12%)

différencis

Peu différencié | 1(100%) |0 0%) |1(100%) |0D(0%) |0 (0%)

Towl | 17(100%) |3 (8%) |4(3%) |1(6%)  |903%) |14 (82%)

-Marquage nucléaire négatif, +positivite focale; +positivité modérée;+++positivite forte.

Tableau 1 : Taux d’expression du CDX2 dans les CCR.
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n

L’expression du CDX2 dans les CRC est variable : Elle peut étre forte, modérée,
focale ou bien absente. La quasi-totalité (82%) des cancers colorectaux ont une réactivité

positive pour le CDX2.

Toutes les formes bien différenciées expriment de facon forte le CDX2 dans leurs
noyaux (Fig. 11 B). Dans le méme sillage, 1 (12%) cas des ADK moyennement différenciés
a une réactivité positive forte ,1(12%) et 3(38%) ont une réactivité modérée et focale
respectivement (Fig. 12 F), alors qu’un seul cas (12%) ne présente aucune réactivité pour le
CDX2.cette variété d’expression du CDX2 dans cette forme est due a la présence des foyers
qui sont bien différenciés et a des endroits ou les structures glandulaires sont peu différencié
donc ¢’est une forme mixte entre les ADK bien et moyennement différenciés, dont laquelle
une hétérogénéité d’expression du CDX2 est marquée. Pour les ADK peu différenciés, un

seul cas (100%) présente une expression focale pour le CDX2 (Fig. 13 H).
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This is a retrospective study over a period of 3 years (from January 2010 to December 2012). It
concerns 70 cases of colorectal cancer (CRC), collected in the anatomy and pathological cytology
will equip service. The aim of our study was to describe the clinical and pathological parameters of
CCR, as well as evaluate the expression of CDX2 in this type of cancer. The results of our study
together on three main points: Epidemiologically there is a frequency of cancers of the colon seat
compared to the rectum, a slight male predominance is found and the majority of cancers observed
between 40 and 80 year. On the pathological level, well différncié adenocarcinoma is the most
frequent away with 67% of cases. Histologically, adenocarcinoma is classified according to the
abundance of glandular structures in three forms: ADK well differentiated, moderately
differentiated and the poorly differentiated. The immunohistochemical technique was performed on
a sample of 17 paraffin blocks in order to determine the mode of expression of CDX2 in this type
of cancer, and allowed us to deduce that this expression varies with the degree of differentiation the
tumor is in intense and well differentiated forms decreases with the degree of differentiation, and is
in the discrete form and moderately differentiated quasiement absent in the poorly differentiated
form. Based on these results, we can conclude that the CDX2 is a specific marker of colorectal

cancers that can be used in the screening and treatment of colorectal tumors.

Keywords: Colorectal cancer, adenocarcinoma, CDX2.



absente focale modérée forte
Bien différencié 0 0 0 8
Moyennement différencié 3 3 1 1
Peu différencié 0 1 0 0

Nombre de cas d’expression du CDX2 (%)

Total - + ++ 4+ Pourcentage
de
positivité
Bien 8 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 8 (100%) (%)
CDX2 différencié
Moyennement | 8 (100%) 3(38%) |3 (38%) 1 (12%) 1(12%)
différencié
Peu différencie | 1 (100%) 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%)
Total 17 (100%) 3(18%) |4 (23%) 1(6%) 9(53%) 14 (82%)




-: Marquage nucléaire négatif; +: positivité focale; ++: positivité modérée; +++: positiviteé forte.
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Les facteurs de transcription nucléaires impliqués dans la différenciation cellulaire, fournissent

d’excellents marqueurs utilisés dans la biologie du développement et les études de I’oncogenése [1].

Le CDX2 représente 1’un des derniers facteurs de transcription découverts [3], et qui est essentiel pour
le développement normal des mammiféres. Chez les animaux adultes, y compris les humains, il est exprimé
dans les cellules épithéliales intestinales, ou il agit comme un facteur de transcription [2],impliqué dans la
prolifération , la différentiation , et la détermination du destin cellulaire le long du tractus gastro-
intestinal[16] .

Le CDX2 est utilisé comme un marqueur du diagnostic des CCR et permet aussi 1’évaluation du
degré de différenciation de ce type des cancers. En effet, son expression est corrélée au degré de
différenciation des CCR.

Dans notre étude, I’expression du CDX2 est positive dans 82% des cas avec une positivité diffuse et
focale dans les formes bien et moyennement différenciées respectivement ; alors qu’elle est absente dans

les formes indifférenciées.

Nos résultats sont similaires a celui rapportés par Werling et al ou ils ont montré que les

adénocarcinomes gastriques ont une expression positive pour le CDX2.

De méme, Moskaluk et al ont analysé le marquage par le CDX2 dans 745 cas des cancers humains, et

ils ont arrivés aux mémes résultats.

La relation entre 1’expression du CDX2 et le degré de différentiation des CCR suggére que le CDX2

peut servir comme un marqueur spécifique pour 1’épithélium gastro-intestinal.

Cette relation peut étre expliquée par le fait que le CDX2 joue le réle d’un gene suppresseur de tumeur

dans 1’épithélium intestinal, donc son expression diminue au fur et a8 mesure que la tumeur se développe.

Des études ont montré la fonction de suppresseur de tumeur de CDX2 en mutant ce gene chez des

souris, et ont remarqué que ces souris développent les tumeurs .
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111.2.DISCUSSION

Dans ce travail réalisé au niveau du service d’ Anatomie et de Cytologie Pathologiques
de ’EHS de Douera, nous avons relevé certaines données épidémiologiques que nous avons

comparé avec des donnés nationales et internationales.

Dans notre série, le cancer du cblon constitue la majorité des cancers colorectaux. Il
représente 57% des cas. Le cancer du rectum est moins fréquent, il représente 43% des
cas. Ce qui signifie que le cancer du colon représente les 2/3 et le cancer du rectum 1/3 des

CCR. Nos résultats sont similaires a ceux rapportés par Boutron et al (2005).

Dans notre série, le cancer du colon droit occupe la premiere place, suivi par le cancer
du colon gauche et enfin le cancer du colon sigmoide. Nos résultats ne sont pas similaires a
ceux rapportés par ADLOFF et al (1990) et MOREAUX et al (1997), ou la prédominance

de cancer sigmoide est marquée suivie par le cancer du colon droit.

Notre série se caractérise par une prédominance masculine avec un sex ratio de 1,3 ;

ces résultats sont proches de ceux de Viguier et al (2003) ou le sex ratio est de 1,5.

D’aprés nos résultats, le cancer colorectal apparait a un age plus précoce que celui
rapporté dans la littérature. En effet, ’age moyen au diagnostic est inférieur d’une dizaine
d’année par rapport a I’age moyen dans la littérature occidentale, il est de 57,6 ans dans
notre série contre un 4ge moyen de 70 ans dans 1’étude de Cerbelaud et al (2008). En
Algérie, 1’étude rétrospective réalisée par K. BOUZID et al, sur une série de 1186 patients
porteurs d’un cancer colorectal admis au service d’oncologie médicale du centre de Pierre et
Marie Curie a Alger entre I’année 1994 et 2002, a retrouvé un age moyen voisin de celui de

notre série (55 ans).

Similairement aux données de Cerbelaud et al (2008), les CCR apparaissent a un age
plus tardif chez le sexe féminin. Ainsi, ’age moyen au diagnostic chez la femme dans notre
étude est de 58,9 ans contre 56,6 ans chez I’homme. Dans la littérature occidentale, 1’age

moyen lors du diagnostic est de 69,5 chez I’homme contre 72,8 chez la femme.
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Dans notre série, les adénocarcinomes représentent la totalité des cas avec une
prédominance des formes bien différenciées (67%). Ces résultats se rapprochent des données
rapportés par ABAZA et al (2010) , ADLOFF et al (1990).

Les facteurs de transcription nucléaires impliqués dans la différenciation cellulaire,
fournissent d’excellents marqueurs utilisés dans la biologie du développement et les études

de I’oncogeneése (Kaimatchiev et al.,2004) .

Le CDX2 représente I’un des derniers facteurs de transcription découverts (Bakaris et
al .,2008), et qui est essentiel pour le développement normal des mammiféres. Chez les
animaux adultes, y compris les humains, il est exprimé dans les cellules épithéliales
intestinales, ou il agit comme un facteur de transcription (Christopher et al.,2003) , impliqué
dans la prolifération, la différentiation, et la détermination du destin cellulaire le long du
tractus gastro-intestinal (Bakaris et al .,2008).

Le CDX2 est utilis¢ comme un marqueur du diagnostic des CCR en permettant
I’évaluation du degré de différenciation de ce type des cancers. En effet, son expression est

corrélée au degré de différenciation des CCR.

Dans notre étude, I’expression du CDX2 est positive dans 82% des cas avec une
positivité variable, elle est forte dans les ADK bien différenciées; alors qu’elle est
majoritairement modérée ou focale dans les formes moyennement différenciées des ADK ;

tandis qu’elle est focale dans les formes peu différenciés des ADK.

Ces résultats suggerent que la diminution d’expression du CDX2 dans les ADK
coliques est corrélée au degré de différenciation de la tumeur. En effet, plus la forme de la

tumeur est proche de 1’état normal des cellules, plus elle exprime le CDX2.

Nos résultats sont similaires a ceux rapportés par Werling et al (2003) ou ils ont
démontré que les adénocarcinomes colorectaux ont une expression positive pour le CDX2 et

que cette expression est proportionnelle au degré de la tumeur.

De méme, Moskaluk et al (2003) ont analyse le marquage par le CDX2 dans 745 cas

des cancers humains, et ils ont arrivés aux mémes résultats.
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Chapitre 111 Résultats et discussion

La relation entre 1’expression du CDX2 et le degré de différentiation des CCR suggere
que le CDX2 peut servir comme un marqueur spécifique pour 1’épithélium gastro-intestinal
(Kaimatchiev et al.,2004) .

Cette relation proportionnelle au degré de différenciation de la tumeur peut étre
expliquée par le fait que le CDX2 joue le réle d’un geéne suppresseur de tumeur dans
I’épithélium intestinal, donc son expression diminue au fur et a mesure que la tumeur se

développe et infiltre la paroi .

De ce fait, le CDX2 est le premier gene suppresseur de tumeur intestinale spécifique
qui peut étre utilisé dans le cadre du dépistage ou du traitement des tumeurs colorectales.
Son role est également trées important dans la détection de 1’origine des cancers

métastasiques.
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Chapitre 11 Matériel et méthodes

Cette étude a été réalisée dans le service d’Anatomie et de Cytologie Pathologiques de
I’EHS de Douera. Elle a porté sur une série de 70 patients atteints du CCR. Ces patients ont

été diagnostiqués au cours des années 2010, 2011 et 2012 au sein dudit service.

Les données concernant 1’age des patients et le stade clinique ont été recueillies a
partir des fiches de demande d’examen anatomo-pathologique. Ces fiches ont été eégalement

revues pour qu’il n’y ait pas de répétition lors du décompte des patients.

Tout le matériel biologique et non biologique nécessaire pour la réalisation des
techniques d’immunohistochimie et de la coloration avec 1I’Hématoxyline Eosine(HE) nous
a été aimablement fournit par le personnel du service d’Anatomie Pathologique.

L’observation des lames et les prises de photos ont été faites au niveau du méme service.

Sur ’ensemble des blocs, seuls 17 échantillons des CCR ont été utilisés dans la

technique d’immunohistochimie afin d’évaluer 1’expression du CDX2.

11.1. Matériel

Voir Annexe.
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Conclusion

A travers cette étude menée chez un échantillon de 70 patients atteints du CCR colligés
au service d’Anatomie et de Cytologie Pathologiques de I’EHS de Douera (Alger) portée sur

I’évaluation de 1’expression du CDX2 dans les différentes formes de ce cancer.
D’aprées les résultats obtenus nous pouvons conclure que :
- Le cancer colorectal est le deuxiéme cancer en termes d’incidence et de mortalité en

Algérie.

- Dans notre étude, nous avons confirmé que le cancer du colon est plus frequent que

celui du rectum.

- Le cancer colorectal survient dans notre population chez des patients plus jeunes (57,6

ans) avec une légere predominance masculine.

- Les adénocarcinomes bien différenciés représentent la forme histologique la plus

répandue dans les cancers colorectaux.

- L’expression du CDX2 dans les cancers colorectaux est proportionnelle au degré de
différenciation de la tumeur. Donc il existe une relation entre le taux d’expression du
CDX2 et le degre de différenciation de la tumeur. De ce fait, le CDX2 est un marqueur
sensible des cancers colorectaux. Il constitue le premier gene suppresseur de tumeur

intestinale spécifique.

Il serait intéressant de compléter et de comparer ces résultats obtenus en conditions

de laboratoire a ceux des enquétes nationales et internationales .
En perspective nous proposons de réaliser une étude plus approfondie

- Recherche le mode d'expression de ce marqueur dans les autres organes du tube digestif.
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. Matériel

I.1. Appareillage

- Cassettes.

- Pinces.

- Autotechnicon (Leica).

- Distributeur de paraffine (Leica).
- Moules d’inclusions.

- Congélateur.

- Microtome (Leica).

- Bain marie.

- Lames porte objet rodees.

- Lamelles.

- Filtres

- Graveur.

- Incubateur (étuve).

- Portes lames.

- Bacs de coloration et de ringage.
- Paniers de lames thermorésistants.
- Chambre humide.

- Micropipettes réglables.

- Epindorff.

- Lames silanisées.

- Stylo délimitant (DAKOpen).

- Minuterie.

- Agitateur magnétique.

- Microscope photonique doté d’un

appareil photo numérique (Leica).
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1.2.Solutions et réactifs

- Anticorps primaires monoclonaux (anti human CDX2 — Dako — ref: 1S080).
(\Voir « annexe »).

- Diluant — Dako — réf: S3022.

- Eau distillée et eau de robinet.

- Eau oxygenée (H202) a 3% — Dako — réf : S2023.

- Formol a 10%.

- Hématoxyline de Harris, éosine.

- Hématoxyline de Meyer, eau ammoniaquée.

- Kit EnVision — Dako — réf : K5007 contenant : des anticorps secondaires de
chévre anti-anticorps de lapin et anti-anticorps de souris biotinylés), Streptavidine-
HRP et un systeme de révélation: Substrat chromogene DAB  (3,3’-
Diaminobenzidine).

- Milieu de montage aqueux : Faramout Aqueux Mounting Medium — Dako — réf :
S3025.

- Solution de démasquage TRS (Target Retrieval Solution) a pH 9 (10xconcentré) —
Dako — réf : S 2367.

- Tampon PBS — Dako — réf: S3024.

Xylene et alcool (Ethanol) a 80%, 85%, 90% et 100%.
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I1. Résultats tabulaires:

Tableau 1 : Répartition des CCR en fonction du siege

Siege Nombre %
Colon 40 57
Rectum 30 43
Total 70 100
Tableau 2 : Répartition des CCR en fonction du sexe
Sexe Nombre %
Masculin 39 56
Féminin 31 44
Total 70 100
Tableau 3 : Répartition des CCR en fonction de I’Age
Tranches d'age Masculin % Féminin % Total %
[0-20[ 1 2.6 0 0 1 1.4
[21-40[ 8 20.5 3 9.7 11 15.7
[41-60[ 11 28.2 14 45.2 25 35.7
[61-80[ 16 41.0 12 38.7 28 40
> 81 3 7.7 2 6.5 5 7.1
Total 39 100 31 100 70 100
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Tableau 4 : Répartition des CCR en fonction du degré de différenciation

Nombre %

ADK bien différencié 48 67
ADK moyennement différencié 19 27
ADK peu différencie 3 4

Total 70 100
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Chapitre Il

Matériel et méthodes

11.1.2. Matériel non biologique

11.1.2.1. Appareillage et verrerie
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Chapitre Il

Matériel et méthodes

- Cassettes.

- Pinces.

- Autotechnicon (Leica).

- Distributeur de paraffine (Leica).
- Moules d’inclusions.

- Congélateur.

- Microtome (Leica).

- Bain marie.

- Lames porte objet rodées.

- Lamelles.

- Filtres

- Graveur.

- Incubateur (étuve).

- Portes lames.

- Bacs de coloration et de ringage.
- Paniers de lames thermorésistants.
- Chambre humide.

- Micropipettes réglables.

- Epindorff.

- Lames silanisees.

- Stylo délimitant (DAKOpen).

- Minuterie.

- Agitateur magnétique.

- Microscope photonique doté d’un

appareil photo numérique (Leica).
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Chapitre 11 Mateériel et méthodes

11.1.2.2. Solutions et réactifs

- Anticorps primaires monoclonaux (anti human CDX2 — Dako — réf: 1S080). (Voir
«annexe »).

- Diluant — Dako — réf: S3022.

- Eau distillée et eau de robinet.

- Eau oxygenée (H202) a 3% — Dako — réf : S2023.

- Formol a 10%.

- Hématoxyline de Harris, éosine.

- Hématoxyline de Meyer, eau ammoniaquée.

- Kit EnVision — Dako — réf : K5007 contenant : des anticorps secondaires de chévre anti-
anticorps de lapin et anti-anticorps de souris biotinylés), Streptavidine-HRP et un systeme de
révélation : Substrat chromogéne DAB (3,3’- Diaminobenzidine).

- Milieu de montage aqueux : Faramout Aqueux Mounting Medium — Dako — réf : S3025.

- Solution de démasquage TRS (Target Retrieval Solution) a pH 9 (10xconcentré) — Dako —
réf : S 2367.

- Tampon PBS — Dako — réf: S3024.

Xylene et alcool (Ethanol) a 80%, 85%, 90% et 100%.

Siége Nombre %
Colon 40 57
Rectum 30 43
Total 70 100

Tableau 1 : Répartition des CCR en fonction du siége.
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Chapitre Il

Matériel et méthodes

Sexe Nombre %
Masculin 39 56
Féminin 31 44

Total 70 100

Tableau 2 : Répartition des CCR en fonction du sexe.

Tableau 4 : Répartition des CCR en fonction du degré de différenciation.

Tranches d'age Masculin % Féminin % Total %
[0-20[ 1 2.6 0 0 1 1.4
[21-40[ 8 20.5 3 9.7 11 15.7
[41-60[ 11 28.2 14 45.2 25 35.7
[61-80[ 16 41.0 12 38.7 28 40
> 81 3 1.7 2 6.5 5 7.1
Total 39 100 31 100 70 100
Tableau 3 : Répartition des CCR en fonction de I’age.
Nombre %
ADK bien différencié 48 67
ADK moyennement 19 27
différencié
ADK peu différencie 3 4
Total 70 100
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Prospectus de I’anticorps monoclonal anti-CDX2 Dako.

Réactifs fournis Anticorps monoclonal de souris prét a I’emploi fourni sous forme liquide dans un
tampon contenant une protéine stabilisante et 0,015 mol/L d’azide de sodium.

Clone: DAK-CDX2. Isotype : 1gG1, kappa.

Immunogéne CDX2 humain recombinant

spécificité Par Western Blot de lysats de cellules Caco-2, I’anticorps marque une bande de 37 kDa
et une bande de 40 kDa correspondant au poids moléculaire attendu de CDX2 .

L’anticorps marque également des bandes supplémentaires a 17 kDa et 19 kDa.

précautions 1. Pour utilisateurs professionnels.

2. Ce produit contient de 1’azide de sodium (NaN3), un produit chimique hautement
toxique sous sa forme pure. Aux concentrations du produit, bien que non classé comme
dangereux, I’azide de sodium peut réagir avec le cuivre et le plomb des canalisations et
former des accumulations d’azides métalliques hautement explosifs. Lors de
I’¢limination, rincer abondamment a 1’eau pour éviter toute accumulation d’azide
métallique dans les canalisations.

3. Comme avec tout produit d’origine biologique, des procédures de manipulation
appropriées doivent étre

respectées.

4. Porter un vétement de protection approprié pour éviter le contact avec les yeux et la
peau.

5. Les solutions non utilisées doivent étre éliminées conformément aux réglementations

locales et nationales.

Conservation Conserver entre 2 et 8 °C. Ne pas utiliser apres la date limite de péremption indiquée
sur le flacon. Si les réactifs sont conservés dans des conditions autres que celles
indiquées, celles-ci doivent étre validées par I’utilisateur.

Il n’y a aucun signe évident indiquant I’instabilité de ce produit. Par conséquent, des
contrbles positifs et négatifs doivent étre testés en méme temps que les échantillons de
patients. Si une coloration inattendue est observée, qui ne peut étre expliquée par un

changement des procédures du laboratoire, et en cas de suspicion d’un probléme li¢ a
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I’anticorps, contacter I’assistance technique de Dako.
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