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Résumé :

Le cancer colorectal (CCR) constitue le deuxieme cancer le plus fréquent en Algérie et
représente un probleme majeur de santé publique. Il se caractérise par une importante
hétérogénéiteé moléculaire, influengant son évolution et sa réponse thérapeutique. Cette étude
a porté sur 238 cas de CCR, collectés au service d’Anatomie et de Cytopathologie du
centre Hospitalo-universitaire Mustapha (Alger) entre février et mai 2025. L'objectif principal
était de décrire les caractéristiques clinico-pathologiques, d'analyser le profil mutationnel des
génes KRAS, NRAS et BRAF, et d'évaluer le statut des microsatellites (MSI) afin d'identifier
des biomarqueurs pouvant aider a une prise en charge personnalisée des patients.

Sur I’ensemble des cas étudiés, une prédominance masculine est observée (sex-ratio = 1,22),
avec un age médian de 60 ans. La plupart des patients (83,19 %) ont 50 ans ou plus. La
localisation colique gauche est la plus fréquente (39,50 %), suivie par le cdlon droit (38,23 %)
et le rectum (18,49 %). D’aprés leur sous-type histologique, 44,96 % sont bien différenciés,
41,18 % moyennement différenciés, 6,72 % peu différenciés et 7,14 % mucineux. La majorité
des cas (47,48 %) est diagnostiquée au stade 11 (AJCC, 2017).

L’analyse immunohistochimique réalisée sur 186 cas de cancer colorectal montre que 18 cas
(9,68 %) presentent une instabilité des microsatellites (MSI), dont 14 cas MSI-H et 4 cas
MSI-L, tandis que la majorité (168 cas) est stable (MSS). Aucune association significative n’a
été observée avec le sexe (p = 0,4949), tandis que I'age est corrélé de maniere significative
avec le statut MSI (p < 0,05), avec 7 cas MSI chez les patients de moins de 50 ans contre 11
cas chez les plus ages. De plus, le statut MSI est lié a la localisation tumorale (p = 0,0078),
avec une prédominance des cas MSI-H au niveau du c6lon droit, et est également associé au
sous-type histologique (p = 0,0079), les carcinomes peu différenciés étant surreprésentés. La
plupart des cas MSS, MSI-L et MSI-H sont diagnostiqués au stade Il, sans relation
significative avec le stade tumoral (p = 0,6924).

Sur le plan moléculaire, I’étude montre que les mutations de KRAS sont majoritaires (91,67
% des cas mutés), avec une prédominance des mutations de I'exon 2 (codons 12 et 13),
notamment G12D (36,46 %), G12V (23,96 %) et G13D (11,46 %). Les mutations de NRAS
(3,12 %) et de BRAF V600E (5,21 %) restent peu fréquentes, mais constituent des cibles
thérapeutiques importantes. Aucune association statistiquement significative n'a été observée
avec le sexe, l'age, la localisation tumorale ou le sous-type histologique (p > 0,05).
Cependant, une relation significative a été notée entre le statut mutationnel de KRAS et le
stade T (p < 0,05), avec une fréquence plus élevée de mutations aux stades I et Il que 111 et NI,
tandis que NRAS et BRAF ne présentent pas d’association avec le stade tumoral.

Ces résultats confirment I’intérét d’intégrer 1’étude du profil moléculaire (KRAS, NRAS,
BRAF, MSI) dans le bilan initial du CCR afin d’optimiser la stratégie thérapeutique,
notamment dans le choix des thérapies ciblées et de I’'immunothérapie.

Mots clés : cancer colorectal, anatomopathologie, PCR en temps réel, immunohistochimie,
KRAS, NRAS, BRAF, MSI



Summary:

Colorectal Cancer (CRC) constitutes the second most frequent cancer in Algeria and
represents a major public health concern. It is distinguished by significant molecular
heterogeneity, influencing its progression and therapeutic response. This study was conducted
on 238 cases of CRC, collected at the Department of Anatomy and Cytopathology of
Mustapha Hospital (Algiers) between February and May 2025. The main objective was to
describe the clinicopathological characteristics, analyze the mutational profile of the KRAS,
NRAS, and BRAF genes, and evaluate microsatellite instability (MSI) in order to identify
potential biomarkers that may aid in personalized patient management.

Across the cases studied, a male predominance was observed (sex ratio = 1.22), with a median
age of 60 years. The majority of patients (83.19%) were 50 years of age or older. Left-sided
colonic location was the most frequent (39.50%), followed by the right side (38.23%) and the
rectum (18.49%). According to their histologic subtype, 44.96% were well-differenced,
41.18% were moderately differentiated, 6.72% were poorly differentiated, and 7.14% were
mucinous. The majority of cases (47.48%) were diagnosticated at stage 11 (AJCC, 2017).

Immunohistochemical analysis performed on 186 cases of CRC shows that 18 cases (9.68%)
exhibit microsatellite instability (MSI), including 14 cases with MSI-H and 4 cases with MSI-
L, while the majority (168 cases) are microsatellite-stable (MSS). No significant association
was found with sex (p = 0.4949), while age was significantly correlated with MSI status (p <
0.05), with 7 MSI cases in patients under 50 and 11 cases in older patients. Furthermore, MSI
was related to tumor location (p = 0.0078), with a predominance of MSI-H cases in the right
colon, and was also significantly associated with histologic subtype (p = 0.0079), with a
higher representation in poorly differentiated carcinomas. The majority of MSS, MSI-L, and
MSI-H cases were diagnosticated at stage 1, with no significant relation to tumor stage (p =
0.6924).

At the molecular level, mutations in the KRAS gene were predominant (91.67% of mutated
cases), with a major concentration in exon 2 (codons 12 and 13), particularly G12D (36.46%),
G12V (23.96%), and G13D (11.46%). NRAS mutations (3.12%) and BRAF V600E mutations
(5.21%) were less frequent but remain important therapeutic targets. No significant
association was found with sex, age, tumor location, or histologic subtype (p > 0.05).
However, a significant relation was observed between KRAS mutational status and T stage (p
< 0.05), with a higher frequency of mutations in stages | and Il. In contrast, NRAS and BRAF
mutations were not significantly associated with T stage.

These results highlight the significance of integrating molecular profile (KRAS, NRAS,
BRAF, MSI) into the initial work-up of CRC in order to guide therapeutic strategies,
particularly in the context of targeted therapy and immunotherapy.

Keywords: colorectal cancer, anatomopathology, real-time PCR, immunohistochemistry,
KRAS, NRAS, BRAF, MSI.
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Introduction

Introduction :

Le cancer colorectal est I'un des cancers les plus fréquents a I’échelle mondiale
(GLOBOCAN 2022), et occupe le deuxieme rang parmi les cancers les plus fréquents en
Algérie, aprés le cancer du sein chez la femme et le cancer du poumon chez I’homme
(Boutedkjiret et al., 2024, Registre des tumeurs d’Alger — données épidémiologiques de
2022).

Le cancer colorectal est une maladie hétérogéne sur le plan génétique et moléculaire,
influencant son évolution, sa réponse au traitement et son pronostic. Cette hétérogénéité
repose principalement sur des altérations de voies de signalisation cellulaires majeures,
notamment les voies RAS/RAF/MEK/ERK et PI3BK/AKT/mTOR (Al-Shamsi et al., 2016).

La compréhension de ces altérations a conduit a la mise en place d’une stratification
moléculaire des patients, fondée sur I’identification de biomarqueurs clés tels que KRAS,

NRAS, BRAF et le statut MSI (Microsatellite Instability) (Ilie-Petrov et al.,2024).

Cependant, malgre ces avancees considérables dans la compréhension moléculaire du CCR, il
subsiste un manque de données spécifiques concernant la prévalence et la distribution de ces
mutations dans les populations d’Afrique du Nord, en particulier en Algérie. Cette lacune

entrave I’intégration efficace de la médecine de précision dans les systémes de santé locaux

(Mazouzi et al., 2024).

Dans cette perspective, notre présente étude vise a analyser les profils mutationnels des genes
KRAS, NRAS, BRAF ainsi que le statut MSI chez les patients algériens atteints de cancer
colorectal. L’objectif principal est ainsi d’évaluer la fréquence, la distribution et les
corrélations cliniques et histopathologiques de ces altérations, en vue d’identifier des
biomarqueurs pronostiques et prédictifs pertinents pour une prise en charge personnalisée et

optimisée du cancer colorectal chez la population.
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1.1-Anatomie descriptive :

1.1.1-Colon:

Le cblon, aussi appelé "gros intestin”, court du caecum jusqu'au rectum et constitue la partie
terminale de l'intestin, appartenant a l'appareil digestif. 1l fait suite a I'illéon au niveau de la
valvule iléo-cazcale (valvule de Bauhin), et se termine au niveau du rectum. Le colon mesure
environ 1,5 metre de long chez l'adulte, avec un diamétre qui varie de 8 cm a son origine

(ceecum) & environ 4 cm vers sa terminaison (sigmoide) Il comprend :

» Ceacum (avec appendice vermiforme) : représente la partie initiale du cdlon, située dans
la fosse iliaque droite, contenant l'orifice iléo-cecal et I'appendice.

» Coblon ascendant : Il s'étend du ceecum a l'angle colique droit et est fixé a la paroi
abdominale postérieure.

> Angle colique droit (angle hépatique) : Jonction entre le c6lon ascendant et le colon
transverse, situé sous le foie et relié au diaphragme par le ligament phrénico-colique droit.

» Colon transverse : Segment mobile entre les deux angles coliques, il forme une anse
sous I’estomac et est suspendu par le mésocolon transverse.

» Angle colique gauche (angle splénique) : Jonction entre le cdlon transverse et le célon
descendant, fixé au diaphragme et a la rate.

» Colon descendant : Il descend verticalement dans la fosse lombaire gauche, peu mobile
et accolé a la paroi postérieure.

» Colon ilio-pelvien Compose du cblon iliaque et du colon sigmoide. (Bousba, D. 2022).

Angle colique
gauche

" .
a . | & ansverse
Angle colique droit '*-—\,_\’:i‘_lr ansver \gﬁ

Colon
descendant
Colon
ascendant { Haustartions
Iléon coliques
Taeniae
coli

Appendice (

Figure 01 : Anatomie du c6lon (Jacopin, 2006).

Colon
sigmoide

Rectum

Canal anal

1.1.2-Rectum

Le rectum est le segment terminal du tube digestif, faisant suite au cdlon sigmoide et
s’ouvrant a I’extérieur par ’anus. Le rectum représente le segment terminal du c6lon et
s'étend de la troisieme vertébre sacrée (S3) jusqu'a la jonction avec le canal anal. Sa longueur

varie entre 12 a 18 cm, en fonction du degré de distension, de la morphologie corporelle et du
2
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niveau de fixation du mésorectum. Il est logé dans la concavité sacrée au sein du pelvis

posterieur.

Il se subdivise en trois segments anatomiques et topographiques :

Rectum supérieur :
Situé au-dessus du repli péritonéal, il est partiellement recouvert de péritoine sur ses faces
antérieures et latérales. Il fait jonction avecle célon sigmoide, qui est la portion la plus mobile.
Rectum moyen :
Situé au niveau de la réflexion péritonéale, il est recouvert de péritoine sur sa face antérieure.
Il joue un r6le charniere en chirurgie oncologique.

Rectum inférieur :
Totalement extrapéritonéal, il contient I’ampoule rectale qui se termine par ’angle ano-rectal.
Il est entouré du mesorectum, riche en eléments vasculaires et lymphatiques, essentiels en

chirurgie carcinologique rectale (Marecik et al., 2018)

Superior
rectal vatve

Rectal column
Morgagni

Inferior rectal vaive

Middile rectal
valve

Levator anim

Conijoined
longitudinal m.

Internal
hemormrhoidal plexus

External
sphincter (deep)

Internal sphincter

(Superficial)

Intersphincteric

(Subcutaneous)
line

Figure 2: Anatomie de rectum (Marecik, S., Park, J., & Prasad, L. M. (2018)

1.2-Histologie de cblon et rectum: composé de cing couches histologiques distinctesallant de

I’intérieur vers I’extérieur (Ponz de Leon M ,2001) :

La muqueuse colique: dépourvue de villosité chez I’adulte. Les glandes de Lieberkiihn, en
tubes simples et profonds, sont tapissées par un épithélium simple en continuité avec
I’épithélium glandulaire, composé de cellules a plateau stri¢ et de nombreuses cellules

caliciformes, disposées « en champs de marguerites » en coupe transversale. Le chorion est
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constitué de tissu conjonctif lache, infiltré de lymphocytes, parfois organisés en follicules

clos.

» La muscularis mucosae: (circulaire interne, longitudinale externe) peut étre interrompue
par ces follicules

» La sous-muqueuse: est un tissu conjonctif lache bien vascularisé, contenant aussi des
follicules clos, et le plexus de Meissner pres de la musculeuse.

» La musculeuse: comprend une couche circulaire interne et une couche longitudinale
externe, renforcée par les bandelettes coliques, avec le plexus d’ Auerbach entre les deux.

> La séreuse péritonéale: séparée de la musculeuse par un tissu conjonctif lache riche en
lobules adipeux et vaisseaux, mais elle est absente aux zones d’accolement postérieur du

péritoine.
1.3-Physiologie de colon et du rectum :

Le gros intestin a trois fonctions principales : absorber I'eau et les électrolytes, produire et
absorber les vitamines, et former et propulser les selles vers le rectum pour élimination
(Azzouz, L. L., & Sharma, S. (2023).

Le rectum joue un rdle essentiel dans la continence et la défécation. Lorsque les selles
atteignent I’ampoule rectale, des récepteurs déclenchent I’envie de déféquer. Le controle
volontaire des muscles permet de retarder ou d’initier 1’évacuation (Karunaharamoorthy A.
2023).

1.4- Le cancer colorectal:
Le cancer colorectal (CCR) est une tumeur maligne qui se développe a partir des cellules
épithéliales de la muqueuse du cdlon ou du rectum. Survenant souvent a partir de polypes
adénomateux (lésions précancéreuses), qui évoluent lentement vers un cancer invasif. C’est le
troisieme cancer le plus fréquent dans le monde et se situe au deuxiéme rang des types de

cancer provoquant le plus grand nombre de déces dans le monde. (Arnold et al. 2017)
1.5-Epidémiologie du cancer colorectal:

1.5.1-Dans le monde: Le cancer colorectal (CCR) est un probleme majeur de santé publique
mondiale. D’aprés GLOBOCAN 2022, il est le 3¢ cancer le plus diagnostiqué avec 1,93 million

de nouveaux cas (9,6% des cancers) et la 2¢ cause de décés par cancer avec 903 859 déceés

4
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(9,3%). L’incidence est plus ¢élevée dans les pays a IDH élevé, en raison du vieillissement et
des modes de vie occidentaux. Cependant, la mortalité est aussi importante dans les pays a IDH
faible ou moyen, & cause du dépistage limité et des soins insuffisants. Cela souligne
I’importance de la prévention, du diagnostic précoce et de ’accés aux traitements pour réduire

I’impact du CCR (Bray et al., 2024)

Figure3 : Taux d’incidence standardisé selon 1’dge (ASR) pour 100 000 habitants,
cancer colorectal, les deux sexes, en 2022. (GLOBOCAN 2022)

1.5.2-En Algérie: En 2022, le cancer colorectal est devenu I’un des cancers les plus fréquents
en algérie. Chez les hommes, il est en 2¢ position apres le cancer du poumon, avec une
incidence brute de 30,9/100 000 et une incidence standardisée de 28,6/100 000. Chez les
femmes, il est aussi 2¢ apres le cancer du sein, avec un taux brut de 26/100 000 et un taux
standardisé de 22,2/100 000. L’age médian au diagnostic est de 66 ans chez les hommes et 62
ans chez les femmes, montrant qu’il touche surtout les adultes d’age mir. Entre 2000 et 2022,
une augmentation significative de 1’incidence chez les deux sexes a été notée, liée a des
changements de mode de vie: alimentation, manque d’activité physique et vieillissement de la
population (Boutedkjiret et al., 2024, Registre des tumeurs d’Alger — données
épidémiologiques de 2022).

1.6-Etiologie :
» Le microbiote :

Le microbiote intestinal joue un réle essentiel dans le cancer colorectal (CCR) via

I’inflammation, la modulation immunitaire et la production de métabolites cancérogenes.
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Certaines bactéries comme Fusobacterium nucleatum, Bacteroides fragilis toxiques, et E. coli
sont fortement associées au développement tumoral, notamment dans la voie serrée. Le
déséquilibre du microbiote (dysbiose) favorise aussi des altérations épigénétiques et
I’apparition précoce du CCR (<50 ans). Le microbiote représente ainsi un potentiel

biomarqueur et une cible thérapeutique. (Weledji EP, 2024)

» Facteur de risque lié a I’age :

L’age > 50 ans est le principal facteur de risque de cancer colorectal. Environ 90 % des cas
sont diagnostiqués aprés 50 ans. Chez les personnes de 50 & 74 ans, sans autre facteur de
risque, le risque estimé est de 3,5 % (HAS, 2017).

» Facteurs génétiques :

Parmi les principaux facteurs génétiques du cancer colorectal (CCR), on retrouve en premier lieu
le syndrome de Lynch (ou HNPCC), qui constitue la forme héréditaire la plus frequente du CCR.
Il est transmis selon un mode autosomique dominant et résulte de mutations dans les génes de
réparation des mésappariements de I’ADN (MMR), notamment MSH2, MLH1, MSH®6, parfois
associés a une mutation BRAF V600E. Le risque de CCR chez les porteurs du syndrome de
Lynch est estimé a 80 % (HAS,2017). Ensuite, les polyposes adénomateuses familiales (PAF) se
caractérisent par la présence de centaines a des milliers d’adénomes colorectaux. Elles sont
causées par une mutation du gene APC (5021-g22), transmise de maniere autosomique
dominante, ou une mutation du géne MUTYH (1p34.1), transmise de maniere autosomique
récessive. En I’absence de traitement, le risque de développer un CCR est de 100 % (HAS,

2017).

Sur le plan moléculaire, trois voies majeures de cancérogenése sont reconnues : I’instabilité
chromosomique (CIN), I’instabilité des microsatellites (MSI) et le phénotype méthylateur des
flots CpG (CIMP) (Malki et al., 2021). La CIN est la voie la plus fréquente (65-85 % des cas),
touchant notamment les formes sporadiques et les PAF. Elle implique une aneuploidie, une perte
d’hétérozygotie, et des mutations dans les génes APC, TP53, SMAD2, SMAD4, KRAS, BRAF,
perturbant notamment la voie Wnt/B-caténine (Malki et al., 2021 ; Tariqg & Ghias, 2016 ; Yan et
al., 2024). A cela s’ajoutent des anomalies mitotiques (protéines BubR1, AURKA/B/C, CENP-
E) et des défauts de réparation de I’ADN (BER, DSBR, MMR, NER), renfor¢ant 1’instabilité
(Tariq & Ghias, 2016).
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La MSI, présente dans environ 15 % des CCR sporadiques et dans les formes héréditaires
(syndrome de Lynch), est liée a des mutations ou une hyperméthylation du promoteur du géne
MLH1, avec souvent une mutation BRAF et un phénotype CIMP élevé (Tariq & Ghias, 2016
; Malki et al., 2021).

Enfin, le phénotype CIMP, caractérisé par une hyperméthylation des flots CpG dans les
régions promotrices de genes suppresseurs de tumeurs, constitue une voie épigénétique
indépendante associée aux tumeurs MSI+ et a la mutation BRAF. 1l affecte des génes comme
CACNAIG, IGF2, NEUROG1, RUNX3, SOCSL, et est prédominant dans le cdlon proximal
(Weisenberger et al., 2006).

APC/Wnt APC
Signaling Early Adenoma

K-ras
BRAF/KRAS
Intermediate Adenoma

LOH 18q, SMAD4, CDC4

TGF-BR2 p53

CcDCa

Figure4: Modeéle genétique multi-étapes pour la sequence de I'adénocarcinome colorectal
(Malki et al., 2021)
» Facteur de risque lié¢ a2 un antécédent familial ou personnel d’adénome ou de cancer
Colorectal : facteur héréditaires

e Antécédent familial de cancer colorectal :

Le risque de cancer dépend du nombre de parents touchés, de I’dge du ou des cas index et du

degré de parenté avec ce ou ces derniers.

o Antécédent familial d’adénome colorectal :

Il existe un sur-risque de cancer dans la fratrie et chez les enfants d’une personne ayant eu un

antécédent familial.

e Antécédent personnel de cancer colorectal :
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Le risque d’un nouveau cancer colorectal est significativement plus élevé dans les cing

premieres années suivant le traitement du cancer colorectal initial.

o Antécédent personnel d’adénome colorectal :

Le risque d’un nouvel adénome colorectal est multiplié par quatre si I’adénome avait une
structure villeuse ou un diametre > 10 mm, et multiplié par sept si les adénomes étaient
multiples (HAS, 2017).

» Facteur de risque lié a une maladie inflammatoire chronique de I’intestin:

Les MICI augmentent le risque de CCR, notamment en présence de dysplasies planes et
multiples (HAS, 2017)

» Facteurs de risque liés au mode de vie :

v/ Alimentation : Viande rouge, produits transformés et graisses saturées augmentent le
risque du CCR. Les fruits, légumes et fibres pourraient étre protecteurs (Pinheiro et al.,
2024).

v/ Sédentarité : L’inactivité augmente le risque du CCR, I’exercice le réduit (Pinheiro et al.,
2024).

v' Tabac & alcool : Tous deux sont facteurs aggravants (Pinheiro et al., 2024).

v Surpoids/obésité : IMC élevé = risque accru, surtout chez les hommes (Pinheiro et al.,
2024).

Autres : Certaines chirurgies digestives et traitements comme I’irradiation pelvienne peuvent
Iégerement augmenter le risque. Les suppléments vitaminiques n’ont pas prouvé leur
efficacité (Pinheiro et al., 2024).
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Figure5 : Facteurs de risque du cancer colorectal. (Dekker et al., 2019)

1.7-Physiopathologie :

Le cancer colorectal (CCR) est une maladie multiforme dont la physiopathologie repose sur
une séquence d’événements moléculaires incluant des altérations génétiques, épigénétiques et
inflammatoires, qui affectent plusieurs voies de signalisation cellulaires. Le développement
tumoral suit quatre étapes : initiation, promotion, progression et métastase. L’initiation
commence par des mutations irréversibles (ex : formation d’adduits a I’ADN) causées par des
carcinogeénes, menant a I’apparition d’adénomes. La progression tumorale est marquée par
I’activation de voies comme Wnt/B-caténine, RAS/RAF/MEK/ERK, PI3K/AKT/mTOR,
TGF-B, ou encore Notch, responsables de la prolifération, de la résistance a 1’apoptose et de la
métastase. D’autres voies comme Hedgehog, Hippo, ou AMPK modulent également le
microenvironnement tumoral et la plasticité cellulaire. Des phénoménes comme 1’instabilité
chromosomique (CIN), le phénotype CIMP, et I’instabilité des microsatellites (MSI)
contribuent a la diversité moléculaire du CCR. Enfin, I’inflammation chronique, via des
médiateurs comme NF-kB ou IL-6/STATS3, joue un rdle central dans la promotion tumorale,

enfavorisant les mutations, la prolifération, et la dérégulation immunitaire. (Li et al., 2024)
1.8-Les voies de signalisation impliquées dans la cancérogenése colorectale :
1.8.1-La voie Wnt/APC/B-caténine :

La voie Wnt, ou voie APC/B-caténine, est essentielle dans la carcinogenése colorectale, étant
activée dans 80 % des cancers colorectaux, qu’ils présentent des phénotypes CIN+ ou MSI+.

La mutation du gene APC, responsable de 60 a 80 % des cas, perturbe la dégradation de la (-
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caténine, entrainant son accumulation et sa migration dans le noyau, ou elle active des genes
favorisant la prolifération, comme c-MYC. Cette activation peut aussi résulter de mutations de
la B-caténine ou de TCF4, en particulier dans les tumeurs MSI+. Cette voie joue un rdle
crucial dans la prolifération des cellules tumorales et la perte d’adhérence cellulaire, facilitant

ainsi la migration et la progression de la tumeur (Laurent-Puig P. et al., 2010)
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Figure 6 : Voie de signalisation Wnt/B-caténine (Kim et al., 2013)

1.8.2-Voie EGFR/RAS/RAF/MAPK :

La voie de signalisation RAS-RAF-MAPK joue un réle central dans le développement du
cancer colorectal. Elle est activée par la liaison d’un facteur de croissance comme I’EGF au
récepteur EGFR, déclenchant une cascade impliquant RAS, RAF, MEK et ERK. Cette
cascade active des génes régulant la prolifération cellulaire, la survie, 1’angiogenése et la
résistance a I’apoptose (Bellio et al., 2021). Des mutations de KRAS (=40 %) et de BRAF
(=10 %) sont fréquemment observées, rendant les cellules tumorales plus agressives et
résistantes aux traitements anti-EGFR. Cette voie est particulierement active dans les sous-
types moléculaires CMS1 et CMS4, ce dernier étant associé a une forte inflammation, une
angiogenése accrue et une EMT, caractéristiques d’un cancer plus agressif (Malki et al.,
2021). De plus, la mutation BRAF est un marqueur de mauvais pronostic et un outil prédictif

pour guider les thérapies dans le cancer colorectal métastatique (Van Cutsem et al., 2019).

1.8.3-Voie PISK/AKT
Le mutant KRAS stimule la prolifération cellulaire via I’activation de la voie PI3K/AKT
(Luo, 2020). Le statut mutationnel de PI3K, notamment au niveau de sa sous-unité catalytique

alpha (PIK3CA), constitue un marqueur pronostique potentiel dans le cancer colorectal,

10
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souvent associé a des mutations de KRAS et a un mauvais pronostic (Luo, 2020). Tant le
KRAS sauvage activé que le KRAS mutant se lient directement & la PI3K, induisant sa
stimulation et la production de PIP3 & la membrane plasmique, permettant ainsi la
transmission du signal (Korzeniecki, 2020). Plusieurs molécules effectrices interviennent dans
cette cascade, et les mutations de KRAS induisent une signalisation MAPK anormalement
élevée dans les cellules tumorales (Laszl6, 2021). De plus, les mutations activatrices de
PIK3CA, présentes dans plus de 25 % des CCR, constituent un mécanisme émergent
d’activation de la voie PI3K (Armaghany, 2012).
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Figure7: LES VOIES RAS/RAF/MAPK et PI3BK/AKT (Laurent-Puig et al., 2009)
1.8.4-La Voie TP53 :

La protéine p53 est un acteur central du maintien de la stabilité génétique, régulée en
conditions normales par MDM2 et MDMA4. En cas de stress cellulaire, elle est stabilisée et
active des genes impliqués dans I’arrét du cycle, la réparation de I’ADN ou I’apoptose. Dans
le CCR, environ 50 % des tumeurs présentent des mutations du gene TP53, souvent des
mutations faux-sens entre les exons 4 et 8. Ces altérations entrainent soit une perte de
fonction, empéchant la fixation a ’ADN, soit un gain de fonction conférant a p53 un réle
oncogene. La mutation de TP53 est liée a une forme plus agressive du CCR, une progression
accélérée et une résistance aux traitements. En effet, ’efficacité de certaines chimiothérapies
repose sur une p53 fonctionnelle. Par ailleurs, p53 inhibe des voies de survie comme
PI3K/AKT via PTEN.(Lei, Shi & Zhu, 2024)

11



Chapitrel : Rappel Bibliographique

P53 active
Qquantité @levaoe
/ Aotivits ranscripticnnoeils
I cappasa 13-3-aa P21 |
Basc-1 IGF-BP3 Autres cibles mdmz
Interaction avec des
proteines cellulaires “‘-_1___‘
~
Activite — =
exonucease Cf ﬁ) o
— -2
Apoptose Arrét du cycle
Reparation de FADRN ‘L ‘_’,_,——’ l
Erinni i o LLIEL
Imination des cellules Sanescence
Suppression de |\
Teir At og e e Se
PABIN e de la Suppression de
stabilite genstique la cancercgenese

Figure8 : Voie TP53/MDM2 (Soussi, T. 2000).

1.8.5-Voie TGF-p/SMAD

Le TGF-B est une cytokine multifonctionnelle impliquée dans la régulation du cycle cellulaire,
I’apoptose et la différenciation. Dans le CCR, cette voie joue un double rdle : suppressive aux
stades precoces en bloquant la prolifération, puis oncogéne aux stades avancés en favorisant
invasion, meétastases et immunosuppression. Cette bascule est due a des mutations touchant
ses recepteurs ou Smad4. La signalisation canonique implique TGFBRII, TGFBRI, Smad2/3
et Smad4, et est régulée par Smad7. L’altération de TGFBRII ou Smad4 favorise la
prolifération et I’angiogencse par VEGF (Bakrim et al., 2024)
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Figure9 : la voie de signalisation TGF-$ (Chung et al., 2021)

1.9-Classification des carcinomes colorectaux :

1.9.1-Classification selon TNM :

La classification TNM repose sur trois critéres principaux: la taille et la profondeur d’invasion

de la tumeur (T), latteinte des ganglions lymphatiques ainsi que leur nombre (N), et la

12
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présence éventuelle de métastases a distance (M). L’analyse combinée de ces éléments permet

de déterminer le stade d’évolution du cancer colorectal (AJCC, 2017). (tableaul) (Annexe3)

1.9.2-Classification selon les stades :
Il existe 4 stades du cancer colorectal :

> Le stade 0: signifie que la tumeur est in situ, restant trés superficielle sans atteinte des
ganglions lymphatiques et sans métastase a distance.

> Le stade I: traduit une tumeur qui envahit la sous-muqueuse ou la couche musculeuse
de la paroi du c6lon ou du rectum mais sans atteinte des ganglions lymphatiques et
sans métastase a distance.

» Le stade 11: signifie que les cellules cancéreuses ont traversé plusieurs couches de la
paroi du cdlon ou du rectum, mais sans atteinte des ganglions lymphatiques et sans
métastase a distance.

> Le stade IlI: traduit un envahissement ganglionnaire proche de la tumeur par les
cellules cancéreuses.

» Le stade 1V: stade le plus sévére, signifie que le cancer s’est propagé au-dela du c6lon

ou du rectum, en formant des métastases dans des organes éloignés. (Mon Cancer,
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Figure 10: Les stades du cancer colorectal selon I'American Joint Committee on Cancer
(AJCC), 8e édition . (Shek et al., 2021)

1.10-Diagnostic du cancer colorectal : Le diagnostic du CCR repose sur une approche en
plusieurs étapes incluant 1’examen clinique, les tests de dépistage, les examens

endoscopiques, I’imagerie médicale, et I’analyse anatomopathologique.
13
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1.10.1-Interrogatoire clinique et dépistage en population générale :

Le diagnostic commence par un interrogatoire clinique approfondi et un examen physique,
incluant le toucher rectal. Un test immunologique de recherche de sang occulte dans les selles
(FIT), représente un test, simple, non invasif et accessible, permet une détection précoce des

cas suspects (Gupta S., 2022)
1.10.2-Imagerie pour le bilan d’extension :

L’imagerie joue un role fondamental dans le bilan d’extension. Des examens tels que le
scanner abdomino-pelvien. L’IRM pelvienne, ou le PET-scan sont utilisés pour évaluer

I’extension locale et a distance de la maladie (Cutsem E.V. et al., 2016).
1.10.3-Coloscopie et endoscopie :

La coloscopie constitue la méthode de référence pour le diagnostic du cancer colorectal. Elle
permet une visualisation compléte du colon, I’ablation des polypes et la réalisation de

biopsies. Elle réduit a la fois I’incidence et la mortalité du CCR.(Kolligs, 2016)
1.11-Manifestation clinique :

Le cancer colorectal (CCR) est souvent asymptomatique aux stades initiaux, ce qui peut
considérablement retarder le diagnostic et la prise en charge. Lorsqu’il se manifeste, les signes
cliniques sont généralement peu spécifiques, voire atypiques, comme des douleurs non
localisées, une asthénie isolée ou une altération progressive de 1’état général. Les symptomes les
plus fréquents incluent des modifications du transit intestinal, la présence de sang dans les selles,
des douleurs abdominales persistantes, une perte de poids inexpliquée, une fatigue chronique et
une anémie ferriprive. A un stade avancé, des complications graves peuvent survenir, telles
qu’une occlusion ou une perforation intestinale, ainsi que la présence de métastases hépatiques

ou pulmonaires révélatrices de la maladie. ( Dekker et al., 2019; Navarro et al., 2017)
1.12-Traitement de cancer colorectal :

Le traitement du cancer colorectal (CCR) repose sur une approche multimodale qui associe :

14
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1.12.1-Résection chirurgicale : La chirurgie est le principal traitement curatif du CCR, visant
a retirer la tumeur avec des marges de sécurité et en respectant les plans anatomiques,
particulierement pour les tumeurs rectales ou la résection du mésorectum est essentielle
(Weiser & Garcia-Aguilar, 2019). Deux techniques sont utilisées : la chirurgie
conventionnelle par laparotomie, réservée aux cas complexes, et la chirurgie mini-invasive par
laparoscopie, qui offre des bénéfices en termes de récupération postopératoire et réduction des

complications (Panis, 2007; Vennix et al., 2014).

1.12.2-Radiothérapie : particulierement indiquée dans les cancers du rectum, en traitement
néoadjuvant. Elle a pour objectif de réduire la taille tumorale avant la chirurgie et d’améliorer

la résectabilité (Dekker et al., 2019).

1.12.3-Chimiothérapie : utilisée aprés la chirurgie (adjuvant), en néoadjuvant pour les
cancers du rectum, ou en situation métastatique (Chiorean et al., 2020). Les principales
molécules sont les fluoropyrimidines, comme le 5-FU et la capécitabine (Phelip et al., 2019),
souvent associ¢es a l’oxaliplatine (FOLFOX) ou a I’irinotécan (FOLFIRI). Le protocole
FOLFIRINOX combine les trois pour les cas plus agressifs (DeStefanis et al., 2019). L’essai
FOXTROT Il explore la chimiothérapie néoadjuvante personnalisée chez les patients agés
(DeStefanis et al., 2019).

1.12.4-Thérapies ciblées : Les thérapies ciblées sont essentielles dans le traitement du CCR
métastatique. Leur indication dépend du profil moléculaire tumoral, notamment les mutations
KRAS, NRAS, BRAF et le statut MSI (DeStefanis et al., 2019). Les anti-angiogéniques
comme le bevacizumab ciblent le VEGF (Holch et al., 2016).

1.12.5-Immunothérapie : L’immunothérapie est indiquée dans les CCR avec instabilité des
microsatellites (MSI-H) ou déficience des systémes de réparation des mésappariements
(dIMMR). Les inhibiteurs de points de contréle immunitaire comme le pembrolizumab, le
nivolumab et I'ipilimumab activent le systéme immunitaire contre les cellules tumorales
(Galluzzi et al., 2014). D’autres approches expérimentales incluent les vaccins antitumoraux,
les virus oncolytiques et les cytokines (Xiang et al., 2013; Fukuhara et al., 2016; Johdi &
Sukor, 2020).
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2.1-Présentation de service anatomopathologie :

C’est au sein du ce service d’Anatomie et de Cytopathologie du Centre Hospitalo-
Universitaire Mustapha (Alger) que s’est déroulée notre étude rétrospective, portant sur une
séric de 238 patients atteints d’un cancer colorectal ayant bénéficié d’une chirurgie de
résection colique et/ou rectale a des stades avancés, avec des grades de différenciation
tumorale variables. Cette étude s’étant déroulée du mois de février au mois de mai 2025. Les
caracteéristiques clinicopathologiques analysées incluant I’age, le sexe, le site tumoral, le type

histologique (grade), ainsi que son stade évolutif ont été collectées.
2.2-Matériels et méthodes :

2.2.1-Matériels:

2.2.1.1-Matériel biologique :

Notre étude a été réalisée sur des tissus tumoraux fixés au formol et inclus en paraffine,
sélectionnés dans des zones représentatives contenant au moins 10 % de cellules tumorales,

sans nécrose ni inflammation significative.
2.2.1.2-Matériel non biologique : (Annexe 1) :

2.2.2-Methodes:
Nous avons adopté trois principales techniques:
2.2.2.1-Technique Histopathologie:

L’¢étude histopathologique consiste en 1’étude microscopique de prélévements tissulaires
obtenus par biopsie ou par dissection de pieces opératoires aprés chirurgie.
L’anatomopathologie, quant a elle, repose sur I’examen macroscopique des lésions et
I’analyse microscopique des cellules et tissus a I’aide de diverses techniques, en se basant
principalement sur I’évaluation morphologique. Dans cette étude, des biopsies et piéces
opératoires de cancers colorectaux provenant du service de chirurgie ont été analysées au
Service d’Anatomie et de Cytopathologie. Les caractéristiques cliniques ont été consignees

pour chaque patient sur une fiche de renseignements.
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2.2.2.1.1-Examen macroscopique :

v' Aprés la réception de la piéce opératoire, celle-ci est soigneusement lavée a 1’cau

courante afin d’éliminer le formol.

v Le pathologiste procéde ensuite a la description macroscopique, en mesurant la longueur,

la circonférence de la piéce, ainsi que la taille de la tumeur, et en décrivant son aspect.

v Des fragments sont prélevés a partir de la masse tumorale et des limites de résection

chirurgicale.

v' Ces fragments, découpés en fines tranches de 2 a 3 mm d’épaisseur et 1 a 2 cm de
longueur, sont placés dans des cassettes en plastique identifiées par le numéro

d’enregistrement, accompagné d’un chiffre romain pour chaque prélévement.
v Chaque cassette est ensuite conservée dans du formol a 10 %.

v' L’examen macroscopique permet ainsi de mesurer précisément la taille tumorale et de
rechercher la présence éventuelle de ganglions atteints .11 est recommandé d’examiner au

minimum 12 ganglions. (voir ’annexel, figurell)
2.2.2.1.2- Les étapes de I’examen microscopique :
a) Fixation:

La fixation des prélevements dans une solution de formaldéhyde a 10 % est essentielle pour
conserver les structures tissulaires et les déterminants antigeniques. Elle limite ’autolyse et la
putréfaction en préservant la morphologie cellulaire. Le volume de fixateur doit étre dix fois
supérieur a celui du prélevement, avec un temps de fixation de 24 heures pour les biopsies et

de 48 heures pour les pieces opératoires.
b) Circulation :

La circulation consiste a faire séjourner les préléevements dans une série de liquides a I’aide
d’un automate spécifique pendant 24 heures(voir la annexe 1). Cette technique a pour but de
rigidifier les tissus afin de les maintenir intacts lors des manipulations. Elle se déroule en trois

étapes principales:
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b.1) Déshydratation:
La fixation dans un agent fixateur contenant de I’eau rend le prélévement mou. Pour assurer
une bonne inclusion dans la paraffine, le prélevement doit étre entierement déshydraté. Cette
étape consiste a remplacer 1’eau par de ’alcool en utilisant trois bains d’alcool de degré
croissant (70°, 95°, 100°), avec une immersion de deux heures dans chaque bain. La
déshydratation est réalisée automatiquement a 1’aide d’un appareil de traitement des tissus
comportant 12 bains d’alcool (xyléne + éthanol) organisés en cercle, permettant un transfert
automatique des paniers d’un bain a un autre avec agitation constante. Le cycle complet dure

environ 22 a 24 heures.
b.2) Eclaircissement :

Apres la déshydratation, 1’éclaircissement consiste a remplacer 1’éthanol par un solvant
miscible avec la paraffine pour rendre le tissu plus transparent. Cette étape est réalisée en
immergeant les tissus dans trois bains successifs de xylene, durant deux heures pour chaque
bain.

b.3) Imprégnation :

L’imprégnation consiste a remplacer le solvant par la paraffine. La paraffine pénétre dans les
tissus en utilisant trois bains successifs, de deux heures chacun, afin d’obtenir des fragments

de tissus durs, préts pour I’inclusion.
C) Enrobage et inclusion :

L’enrobage a pour but d’inclure les fragments tissulaires dans des blocs de paraffine afin de
permettre la confection de coupes fines et régulieres (2 a 5 um). Les moules sont préchauffés
a 60°C, puis les fragments sont placés avec une orientation correcte dans la paraffine liquide.
Apreés fixation de la cassette sur le fragment, les moules sont refroidis sur une plaque froide
avant d’étre conservés au congélateur a 4°C, afin de solidifier les blocs et faciliter la coupe.

(voir ’annexel figurel?)
D) Confection des coupes:

La confection des coupes fines est réalisée a ’aide d’un microtome. Apres avoir dégrossi les

blocs de paraffine, des rubans tissulaires de 2 a 5 um sont obtenus, puis étalés sur des lames

codées apres passage dans un bain-marie a 40-45°C pour éviter les plis. Ensuite, les lames
18
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sont séchées dans une étuve a 65°C afin de fixer les coupes et éliminer la paraffine résiduelle.

(voir I’annexel figurel3)

2.2.2.1.3-La coloration a ’hématoxyline — Eosine (HE):

C’est une coloration topographique de routine permettant I’identification des noyaux et du
cytoplasme. Cette technique associe une coloration nucléaire en bleu grace a I’hématoxyline
de Harris (colorant basique) et une coloration rose du cytoplasme grace a 1’éosine (colorant

acide), est réalisée selon les étapes suivantes:

v'Un déparaffinage: réalisé a I’aide de xyléne (trois bains, 5min chaque bac) afin

d’éliminer la paraffine.

v'Une réhydratation: réalisée en utilisant (4 bains d’éthanol,1min chaque bac) de degrés

décroissants.

v"Une coloration a I’hématoxyline de Harris: qui a teinté les noyaux en bleu (1bac de

3min).
v Une coloration a I’éosine: qui a teinté le cytoplasme en rose (1bac de 1min).

v' Une déshydratation: par I'utilisation des bains d’éthanol de degrés croissants pour
déshydrater, suivie d’une étape pour réaliser 1’éclaircissement des tissus se fait dans un baine de

xyléne.

v' Réalisation du montage: entre lame et lamelle en déposant une goutte de milieu de

montage Eukitt. (voir I’annexel figurel4)
» Observation microscopique :

La lecture de ’ensemble des lames a été faite a ’aide d’un microscope optique sur plusieurs
grossissements (Gx4), (Gx10) et (Gx20) (Gx40) par le médecin pathologiste. Grace a cette
étape, le caractere tumoral des différentes lésions a bien été affirmé ; aboutissant ainsi a
I’identification de la tumeur, en s’appuyant sur son phénotype cellulaire et tissulaire. Cette
étape nous a permis donc, de juger si seule I’interprétation des coupes colorées par I’'HE était
suffisante pour le diagnostic du caractére malin ou bien d’autres techniques complémentaires

immunohistochimiques ou de biologie moléculaire étaient indispensables.

2.2.2.2-Immunohistochimie :
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La technique immunohistochimique permet de détecter et de localiser des antigénes (protéines
membranaires, cytoplasmiques ou nucléaires) dans des coupes tissulaires, en utilisant des
anticorps spécifiques révélés par une réaction colorimetrique enzymatique. Elle est tres utile

pour I’étude de la fonction cellulaire dans les tissus normaux et pathologiques.

Dans le cadre de notre étude, cette technique a été utilisée pour détecter I'expression intacte ou
la perte des protéines du systeme MMR (MLH1, MSH2, MSH6 et PMS2), afin de déterminer
le statut de réparation des mésappariements (MSS ou MSI). Un total de 186 échantillons de

tissus de CCR ont été étudiés.

2.2.2.2.1-Procédure de ’'immun-détection de MLH1, MSH2, MSH3 et PMS2 :
» Préparation des coupes et incubation dans I’étuve :

v' Réaliser des coupes de tissu tumoral, fixées au formol et incluses en paraffine, de

4 um d’épaisseur, obtenues a 1’aide d’un microtome.
v Les coupes ont été déposées sur des lames silanisées afin d’éviter leur décollement.

v Les lames ont été incubées a 37°C pendant 24 heures pour assurer ’adhérence du tissu a

la lame. (voir I’annexel figure 15)

> Déparaffinage et réhydratation :

v Pour éliminer la paraffine, nous avons procédé a un déparaffinage réalisé dans trois

bains de xyléne (5 min chacun).

v La réhydratation été réalisée par 3 bains d’éthanol de degrés décroissants (100%, 95%,

70%) (5 min chacun).

v Le ringage des lames ¢été fait a ’eau distillée

> Démasquage antigénique :
v Les échantillons ont été tout d’abord mis dans la solution tampon TRS a PH 7,0

v' L’antigéne a été démasqué par préchauffage dans un bain-marie a une température entre
97°C a100°C pendant 40 min .
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v"les échantillons sont refroidis a la température ambiante pendant 20 min et lavés a I’eau

distillée. (voir ’annexel figure 16)

> Délimitation avec crayon hydrophobe :

v' L’échantillon sur la lame a été encadré a ’aide d’un DAKO-PEN (stylo hydrophobe)

pour éviter la dispersion des réactifs. (voir ’annexel figure 17)

> Blocage de la peroxydase endogéne :

v Blocage des sites antigéniques non spécifiques a été réalisé par I’action du peroxyde
d’hydrogéne (H20)2a la température ambiante pendant 20 minutes.

v Un ringage des lames a I’eau distillée puis au PBS a été effectué pendant 5 a 10 minutes.
> Application de ’anticorps primaire :

v Les anticorps monoclonaux primaires anti-MMR de souris utilisés pour 1’identification du

statut MMR sont : anti-MLH1 ((G168-728), Cell marque), anti-MSH2 ((G219- 1129), Cell
Marque), anti-MSH6 (SP93, Cell Marque), anti-PMS2 (EPR3947, Cell Marque) et de Leica.

v Les lames ont ensuite été incubées avec des anticorps primaires a la température ambiante

pendant (40 min) dans une chambre humide .

v Puis un lavage des lames avec du tampon phosphate salin (PBS) pendant 5min (deux fois)

(voir I’annexel figurel8)
» Application de I’anticorps secondaire :
Sont réalisées :

v" Une premiére application a I’aide du HRP Amplificateur, suivi d’une incubation pendant

15 minutes, puis d’un ringage.

v' Ensuite, on applique le HRP Polymére Détecteur, également incubé pendant 15

minutes.

21



Chapitre2 : Matériels et méthodes

v A la fin, les lames sont placées dans une solution de lavage PBS pendant 5 minutes, a

raison de trois lavages successifs. (voir ’annexel figure19)

Révélation :

v' La révélation est effectuée a I’aide du DAB (diaminobenzidine) combiné a un
chromogeéne.

v' Le mélange est préparé en ajoutant 1 mL de DAB a une goutte de chromogéne.

v' Ce mélange permet de visualiser la réaction antigéne-anticorps (AG-AC), grace a la forte
affinité du DAB pour les anticorps.

v/ Cette réaction enzymatique entraine une coloration marron au niveau des structures
contenant I’antigéne.

v Les lames sont ensuite incubées pendant une durée de 20 secondes a 10 minutes, selon
I’intensité de la coloration souhaitée.

v'Un lavage avec une solution PBS est réalisé pour éliminer I’excés de réactif. (voir

I’annexel figure20)
» Contre-coloration :

Les lames sont immergées dans une solution de I’hématoxyline de Mayer pendant Smin pour

coloré les noyaux en bleu, puis rincées a 1’eau courante. (Voir ’annexel figure21)
» Montage :

Eukitt est le milieu de montage déposé pour coller la lamelle sur la lame. (Voir ’annexel
figure22)

» Observation des lames :
v Elle est effectuée en utilisant un microscope optique.
2.2.2.3-L’étude moléculaire :

Cette étude a été réalisée sur 150 patients. L’analyse moléculaire des mutations (KRAS,
NRAS et BRAF) a été réalisée par PCR en temps réel (RT-PCR).

2.2.2.3.1-Principe de la PCR en temps réel :

La RT-PCR est une méthode d’amplification de ’ADN permettant la détection de séquences

cibles au fur et a mesure de leur réplication. Elle repose sur [’utilisation de sondes
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fluorescentes spécifiques, dont le signal augmente a chaque cycle en fonction de I’ADN
amplifié, ce qui permet une détection rapide, sensible et spéecifique de mutations génétiques
comme celles des génes KRAS, NRAS et BRAF.

Dans notre €tude, ’analyse a été réalisée a I’aide de I’automate Idylla™,
2.2.2.3.2-Recherche des mutations:

L’étude des mutation Idylla ™ KRAS et NRAS (Biocartis, Malines, Belgique), porte le
marquage CE-IVD et permet la caractérisation de 23 de points chauds de mutation RAS dans
les exons 2, 3 et 4, a savoir G12D, G12A, G12C, G13D, G12D, G12S, G12S, G12 V et
G12R, A59T / E / G, Q61H, Q61K, Q61R / L, K117N et A146P / T/ V. En plus, Le test de
mutation Idylla ™ BRAF utilise des réactions multiples de PCR et permet I’amplification de
I’exon 600 de I’oncogéne BRAF. Ce test Idylla ne nécessite ni déparaffinage, ni quantification
de I’ADN ni d'isolement de I'ADN génomique, car les actions de déparaffinage, d'extraction
d’ADN et de PCR sont entierement automatisées et réalisées dans une cartouche a usage
unique. Durant cette étude nous avons  procédé a une évaluation du contenu en cellules
tumorales, suivie d’un placement des coupes histologiques dans la cartouche Idylla ™, et enfin

il a été procedé a une lecture et interprétation des résultats. (voir I’annexel figure23)
Analyse statistique

L’analyse statistique a été réalisée a I’aide du logiciel Prism Graphpad version 6. Les
variables qualitatives ont été comparées par le test du Chi carré ou le test exact de Fisher.

Toutes les valeurs avec p < 0,05 ont été considérées comme statistiquement significatives.
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3.1-Résultats :
3.1.2-Histopathologie et caractéristiques des patients :

Notre étude a porté sur 238 patients atteints exclusivement d’un adénocarcinome colorectal
(CCR), ayant subi une résection chirurgicale du cdlon et/ou du rectum, ou une résection d’un
autre organe en cas de métastase (poumon, foie...) .Les caractéristiques clinicopathologiques
enregistrées et analysées comprenaient le sexe, 1’age, le site tumoral primaire, le grade et le

stade de la tumeur.
3.1.2.1-Répartition des cas de CCR selon le sexe :

Sur le total de 238 patients inclus dans I'étude, un nombre de 131 d’hommes contre 107 cas de

femmes a été répertorié, avec un un sex-ratio hommes/femmes de 1,22.

45%

55%

= Masculin = Féminin

Figure 24: Reépartition des cas de CCR selon le sexe.
3.1.2.2-Répartition des cas de CCR selon I’age:

L’age médian des patients est de 60 ans (19-94 ans) chez les patients atteints du cancer
colorectal. La distribution globale des patients selon leur &ge au moment du diagnostic met en
¢vidence un pic au niveau l’intervalle d’age >50 ans (n= 198). On remarque par contre une
part importante de patients jeunes : 40 sont agés de moins de 50 ans au diagnostic (soit16,81

% de la cohorte).

24



Chapitre3 : Résultats et discusions

200
150
100
. o
0
<50 >50 m<50 m>50

Figure 25: Répartition des patients selon I’age
3.1.2.3-Repartition des cas de CCR selon la localisation de tumeur :

la localisation tumorale des patients atteints de CCR se présente comme suit :

v La localisation colite droite est présente chez 91 cas, ce qui représente 38,23%.
v La localisation colite gauche est présente chez 94 cas, ce qui représente 39,50%.
v La localisation rectale est présente chez 44 cas, ce qui représente 18,49%.

v’ 9 cas présentent des métastases qui proviennent de différents sites tumoraux et organes

tels que le foie, le poumon, le péritoine etc..., ce qui représente 3,78%.

En observant cette répartition des adénocarcinomes selon la localisation tumorale, on note que
la localisation colique gauche est le siége le plus fréquent avec 39,50%. Il convient de noter
que les tumeurs localisées dans le caecum, le cdlon ascendant et le c6lon transverse sont
classées comme des tumeurs du cété droit, tandis que les tumeurs localisées dans le cdlon

descendant, le cdlon sigmoide sont considérées comme des tumeurs du c6té gauche.
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Figure 26 : Répartition des cas de CCR en fonction du localisation de tumeur

3.1.2.4-Répartition des cas de CCR selon la fonction du grade (degré) de
différenciation:

Le sous-type histologique et le degré de différenciation des tumeurs ont été attribués selon la

classification de ’OMS. L’analyse anatomo-pathologique a permis de reconnaitre un grand

nombre (107 cas) de lésions tumorales a type d’adénocarcinome bien différencié (ABD =

44,96 %).
En ce qui concerne les autres sous-types histologiques, le CCR peut étre divisé en :

v" Nous avons recensé 98 cas de cancer colorectal (CCR) de type adénocarcinome moyennement
différencié (AMD), soit 41,18 % des cas. Cette catégorie inclut également les adénocarcinomes
bien a moyennement différenciés, en raison de leur similarité morphologique et de leur

comportement histologique intermediaire.

v' Par ailleurs, 16 cas de CCR (6,72 %) ont été classés comme carcinomes peu différenciés
(APD), regroupant aussi les adénocarcinomes moyennement a peu différenciés, compte tenu de

leur aspect histologique plus agressif.

v 17 cas de CCR de type carcinome mucineux (CM = 7,14 %).
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Figure 27 : Répartition des cas de CCR en fonction du grade.
3.1.2.5-Distribution des cas de CCR selon le stade :

Le systeme de stadification des métastases ganglionnaires tumorales (TNM) AJCC-UICC
(8eme édition, 2017) , reste la référence en matiere de pronostic du CCR nouvellement
diagnostiqué. Les cas de CCR ont été répartis en fonction de la profondeur de l'invasion
tumorale dans la paroi intestinale (pT), comme le montre la figure 28. La distribution des
adénocarcinomes en fonction des stades montre que la majorité des patients a été

tardivement diagnostique au stade 11 (47,48%). Dans notre série, nous avons aussi identifie :

120
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Figure 28: Distribution des cas de CCR selon le stade
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3.1.3-Etude de I’histopathologie des tumeurs :

3.1.3.1-Examen macroscopique :

Ouverte Fermer

Figure 29: Piéce du colectomie droit fermer et ouverte, mesurée 50 cm.

Masse tumoral tumeur ulcéro-bourgeonnante

Figure 30: observation macroscopiques des tumeurs coliques en contraste avec la muqueuse

saine

Ces figures illustrent un foyer tumoral exophytique, arrondi et ferme, présentant un centre
ulcéré entouré d’une muqueuse saine et plane. La masse tumorale apparait légérement plus

foncée et hémorragique en comparaison avec le tissu sain adjacent.
3.1.3.2-Examen microscopique :

La paroi du cblon est composée de cing couches histologiques distinctes représentées au

niveau de la figure 31.
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(A) (B) (©)
Figure 31 : Aspect histologique de la paroi colique normale du c6lon (G.X20)
(A) Mqg: muqueuse, SM : sous muqueuse, M : musculeuse, SS : sous séreuse, S: séreuse

(B) Mg: muqueuse, MM: musculaire muqueuse, SM : sous muqueuse, M : musculeuse,
GL:glande de Lieberkiihn, L: lumiere. (C) M : musculeuse, SS : sous séreuse, FMT:filets

myentériques d’ Auerbach.

e Ces coupes histologiques (Gx20) illustrent la structure normale de la paroi colique, avec une
organisation nette des couches : muqueuse, sous-muqueuse, musculeuse, sous-sereuse et

séreuse. Les glandes de Lieberkiihn sont bien visibles, sans anomalie.

Figure32 : Aspect histologique d'un piéce opératoire rectal montre la muqueuse normale et

la tumeur (forme irrégulier) (G.X10)

MN: muqueuse normal, T: tumeur, RS: ruches de sang
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Coupe histologique montrant une tumeur infiltrant la muqueuse rectale, avec un contraste net

entre la muqueuse normale et le tissu tumoral, accompagné de structures vasculaires visibles.
3.1.3.3-Les différents sous-types histologiques du cancer colorectal :

La grande majorité des cancers colorectaux (plus de 90 %) sont des adénocarcinomes issus de
I’épithélium de la muqueuse intestinale. Dans notre série, le sous-type le plus fréquent était
I’adénocarcinome bien différencié¢ (44.96 %). Le grade histologique, basé sur le degré de
différenciation et notamment la formation glandulaire, constitue un critere pronostique

important, indépendamment du stade TNM utilisé pour la classification tumorale.
v Adénocarcinome bien différencié (Grade 1):

Ce type représente la forme la plus fréquente dans notre série (44.96 %). Il est caractérisé par
une organisation glandulaire conservée a plus de 95 %, traduisant un haut degré de
différenciation. L’ architecture des glandes de Lieberkiihn reste globalement préservée malgré

les modifications tumorales.

Figure 33:Aspect histologique du prélevement biopsique révélant un adénocarcinome bien

différencié et ulcéré du colon droit, stade Il. (G. X 10)

GT : glande tumorale, L: lumiére

Coupe histologique montrant un adénocarcinome bien différencié avec des structures

glandulaires tumorales et une lumiére conservée, correspondant a un stade 11.

v' Adénocarcinome moyennement différencié (Grade 2):
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Présentant une différenciation intermédiaire, ce sous-type montre une formation glandulaire
entre 50 et 95 %. Les cellules tumorales forment des lobules irréguliers, avec une perte

partielle de ’organisation normale

Figure 34: Aspect d’un adénocarcinome moyennement différencié (la muqueuse avec aspect
cribriforme. (G. X 10)

Coupe histologique montrant un adénocarcinome moyennement différencié avec des

structures glandulaires tumorales a architecture cribriforme, correspondant a un stade IlI.

v' Carcinome peu différencié (Grade 3):

Ce type se caractérise par une différenciation faible, avec moins de 50 % de structures
glandulaires. L’architecture tumorale est souvent solide, et les cellules apparaissent isolées ou

en bague a chaton, traduisant une tumeur plus agressive.

(A) (B) (®)
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Figure 35: Aspect histologique d’un carcinome peu différencié de colon droit stade IlI,
colorés a HE (A) Gx 4; (B) G.10x et (C) Gx 40.

Coupe histologique montrant un carcinome peu différencié avec une architecture tumorale

solide et des cellules peu organisées, correspondant a un stade Ill.

v" Carcinome mucineux:

Ce sous-type se définit par une abondance de mucine extracellulaire occupant plus de 50 % de
la tumeur. Les cellules malignes y flottent dans des lacs de mucine, ce qui est associé a un

comportement plus agressif.

Figure 36 : Aspect histologique d’un carcinome mucineux colorectal, coloration H&E (Gx 4)

CT : cellule tumoral ; FM : flaques de mucine

Coupe histologique montrant un carcinome mucineux colorectal avec des plages abondantes
de mucine extracellulaire et des cellules tumorales en suspension dans les lacs de mucine,

correspondant a un sous-type histologique agressif.

3.1.4-L’analyse immunohistochimique du statut MMR

Sur un total de 186 patients atteints d'un cancer colorectal, I'analyse immunohistochimique de
l'expression des quatre protéines MMR montre que I’instabilité des microsatellites (MSI) était
présente chez 18 cas (9,68%) ; 14 cas présentaient un phénotype MSI-H et 4 cas présentaient

un phénotype MSI-L. La majorité des cas étaient des microsatellites stables (MSS) (168/186).
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Il convient de noter que la détermination du statut MSI est réalisée en comparant le nombre de

biomarqueurs instables. Si I’expression d’une seule protéine MMR est perdue, le phénotype
est dit MSI-L (MSlI-faible ou MSI-low). La tumeur est nommée MSI-H (MSI-élevé ou MSI-

High), lorsqu’au moins deux protéines perdent leurs fonctions stables.

Nombre de cas

200
150 m MSS
100 m MSI-H
50 I l u MSI-L
0

MSS MSI-H MSI-L

Figure 37: Evaluation du statut MMR
3.1.4.1-Immunodétection de MLH1, MSH2, MSH6 et PMS2 :

L’expression des protéines du systtme MMR est considérée comme positive lorsqu’une
coloration nucléaire est observée. Chaque lame a été accompagnée d’un contréle positif
(carcinome colorectal MSS) ainsi que d’un contrdle interne (lymphocytes, cellules des cryptes
coliques, fibroblastes ou entérocytes adjacents). L’expression d’un phénotype pMMR (MSS)
est retenue lorsque la coloration nucléaire est présente dans les cellules tumorales et les
témoins internes. En revanche, un phénotype dMMR (MSI) est conclu en cas d’absence de
marquage nucléaire tumoral pour une ou plusieurs protéines MMR, malgré une expression

conserveée dans les témoins internes.

» Profil MSS (Microsatellite Stable) ou pMMR (proficient Mismatch Repair) :




Chapitre3 : Résultats et discusions

Figure 38: Le profil immunohistochimique montre 1’expression positive de la protéine MLH 1
dans les cellules tumorales du cancer colorectal. Les lymphocytes stromaux 1‘ servent de

témoin interne positif. (Gx10)

L'expression positive de MLH1 dans les cellules tumorales suggere une absence de déficit en
réparation de I'ADN. Les lymphocytes stromaux, en tant que témoin interne positif,
confirment la validité technique du test. Le grossissement (x10) permet une visualisation

histologique globale.

Figure39: Le profil immunohistochimique montre I’Expression positive de la protéine MSH2
dans les cellules tumorales du cancer colorectal. Les lymphocytes stromaux | servent de

témoin interne positif. (Gx10).

L'expression positive de MSH2 dans les cellules tumorales suggere une absence de déficit en
réparation de I'ADN. Les lymphocytes stromaux, en tant que témoin interne positif,
confirment la validité technique du test. Le grossissement (x10) permet une visualisation

histologique globale.
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Figure40: Le profil immunohistochimique montre I’Expression positive de la protéine MSH6
dans les cellules tumorales du cancer colorectal. (Gx10). Expression nucléaire1‘du controle

positif interne.

L'expression positive de MSH6 dans les cellules tumorales suggere une absence de déficit en
réparation de I'ADN. L’expression nucléaire dans les cellules témoins internes, en tant que
contréle positif, confirme la validité technique du test. Le grossissement (x10) permet une

visualisation histologique globale.

Figure4l: Le profil immunohistochimique montre I’expression de la protéine PMS2 dans le

cancer colorectal. (Gx10). Expression nucléaire 'T\du contréle positif interne.

L'expression positive de PMS2 dans les cellules tumorales suggére une absence de déficit en
réparation de 'ADN. L’expression nucléaire dans les cellules témoins internes, en tant que
contréle positif, confirme la validité technique du test. Le grossissement (x10) permet une

visualisation histologique globale.
» Profil MSI (Microsatellite Instability) ou dMMR (Mismatch Repair déficient) :

Figure42 : Profil immunohistochimique montrant une extinction nucléaire de la protéine
MLH1 dans un cas de cancer colorectal (A) G x4 ; (B) G x10).
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(A) (B)

La figure 42 montre une perte compléte de 1’expression nucléaire de MLH1 dans les cellules
tumorales, observée aux grossissements x4 et x10. Ce profil évoque un défaut du systéme
MMR.

Figure43 : Profil immunohistochimique montrant une extinction nucléaire de la protéine
PMS?2 dans un cas de cancer colorectal. (A) G x4 ; (B) G x10.

(A) (B)

La figure 43 montre une perte complete de 1’expression nucléaire de PMS2 dans les cellules
tumorales, observée aux grossissements x4 et x10. Ce profil évoque un défaut du systeme
MMR.
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Figure44 : Profil immunohistochimique montrant une extinction nucléaire de la protéine

MSHG6 dans un cas de cancer colorectal (G x10).
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La figure 44 montre une perte compléte de I’expression nucléaire de MSH6 dans les cellules

tumorales, observée aux grossissements x10. Ce profil évoque un défaut du systéme MMR.

3.1.4.2-Corrélation des protéines du systtme MMR avec les -caractéristiques

clinicopathologiques des patients et les différentes mutations :

3.1.4.2.1-Etude de la corrélation entre les protéines du systtme MMR et le sexe :
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Figure45. Expression des protéines du systeme MMR en fonction du sexe

» La p-value = 0,4949, largement supérieure au seuil de signification de 0,05, indique
I’absence de différence statistiquement significative entre le sexe (homme/femme) et le
statut MSI (MSS, MSI-L, MSI-H).Autrement dit, la répartition du statut MSI ne semble

pas influencée par le sexe dans I’échantillon étudié.
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3.1.4.2.2-Etude de la corrélation entre I’dge et les protéines du systtme MMR :
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Figure46 : Evaluation du profil des protéines du systtme MMR en fonction de 1’age.

Pour faciliter I’analyse statistique, les patients ont été répartis en deux groupes d’age : moins
de 50 ans et 50 ans ou plus. La corrélation entre 1’expression des protéines du systéme MMR
et I’age s’est révélée statistiquement significative (p < 0,05). L’instabilité des microsatellites
(MSI-H/MSI-L) a été retrouvée chez 7 patients de moins de 50 ans, contre 11 cas chez les
patients agés de 50 ans ou plus, suggérant une corrélation entre I’age et le statut MSI dans les
cas de cancer colorectal.

3.1.4.2.3-Etude de la corrélation entre le site tumoral et ’expression des

protéines du systeme MMR :
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Figure47 : Expression des protéines MMR selon le site tumoral

» L’expression des protéines du systtme MMR (phénotype MSS) a été observée dans 131
cas de tumeurs coliques, tandis que 18 cas présentaient une instabilité des microsatellites
de type MSI. De plus, le phénotype MSS a été retrouvé chez 31 patients atteints de cancer
du rectum. Trois cas de métastases avec un phénotype MSS ont été identifiés. Une
association statistiquement significative a été trouvée entre le statut MSI et la localisation
tumorale (p = 0,0078), avec une prédominance des tumeurs MSI-H au niveau du c6lon
droit.

3.1.4.2.4-Etude de la corrélation entre I’expression des protéines du systéeme
MMR et le grade de différentiation
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Type ABD AMD CPD CcM B MSI-L
histologique MSI-H

Figure48. Expression des protéines MMR en fonction du grade.

» Une faible proportion de tumeurs MSI (18 cas) a été identifiée dans 1’ensemble de la
population étudiée. Parmi ces cas MSI, 4 étaient des adénocarcinomes bien différenciés
(ABD), 3 des carcinomes mucineux (CM), et 7 des carcinomes peu différenciés (CPD). De
plus, notre étude montre que les carcinomes peu différenciés présentent une proportion
relativement élevée de phénotypes MSI comparativement aux autres sous-types.
L’expression ou la perte des protéines du systeme MMR est significativement corrélée au
type histologique (p = 0,0079), indiquant une association entre le statut MSI et le

sous-type histologique tumoral.
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3.1.4.2.5-Etude de la corrélation entre I’expression des protéines du systeme MMR et le

stade de la tumeur
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Figure49. Expression des protéines MMR en fonction du stade.

> La majorité des cas avec un phénotype MSS étaient diagnostiqués au stade Il. Avec une
représentation majoritaire des cas MSI-L et MSI-H au stade Il avec une proportion respective
de 75 et 64,29 %. Cependant, I’analyse statistique n’a pas mis en évidence de
corrélation significative entre le statut MSI/MMR et les différents stades tumoraux p =
0,6924.

3.1.5-Détection des mutations des genes KRAS, NRAS et BRAF par ldylla :
3.1.5.1- Evaluation des statuts KRAS, NRAS et BRAF :

» Le gene KRAS était muté chez 62,41 % des patients, alors que la mutation NRAS, n’était
présente que chez 6,25 % des patients et le BRAF 10,42 %.

86
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60 a5 44
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Muteé Muté Muté
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B NRAS Muté B BRAF Non Muté B BRAF Muté
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Figure50 : Evaluation des statuts KRAS, NRAS et BRAF.

Les mutations du géne KRAS sont majoritaires, représentant 91,67 % des cas mutés, avec une

prédominance marquée au niveau de 1’exon 2 (codons 12 et 13), notamment les substitutions
G12D (36,46 %), G12V (23,96 %) et G13D (11,46 %). Les mutations des exons 3 (codons 61
et 146) et 4 (codons 59 et 117) sont plus rares mais sont souvent associées a des phénotypes

tumoraux plus agressifs. Les mutations NRAS (3,12 %), limitées aux codons 12, et BRAF

V600E (5,21 %) restent peu fréquentes, mais cette derniére constitue une cible thérapeutique

majeure. Ces résultats soulignent I'importance de cibler en priorité les exons 2 a 4 de KRAS

ainsi que l'exon 15 de BRAF lors du profilage moléculaire, afin d’orienter la stratégie

thérapeutique, notamment éviter les anti-EGFR en présence de mutations KRAS ou NRAS et

envisager des inhibiteurs spécifiques en cas de mutation BRAF V600E.

Tableau 2: Fréquence et distribution des mutations KRAS, NRAS et BRAF

Substitution Mutation
Géne Exon . Codon B Nombre %
nucléotidique protéique
Exon 36.46
KRAS c.34G>A 12 G12D 35
2 %
23.96
c.35G>T 12 Glz2v 23
%
€.34G>C 12 Gl2C 1 1.04%
c.35G>A 12 G12S 1 1.04%
11.46
c.38G>A 13 G13D 11
%
Exon
3 c.436G>C/A, c.437C>T 146 Al146P/TIV 9 9.38%
€.183A>C 61 Q61H 5 5.21%
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. Substitution Mutation
Geéne Exon o Codon B Nombre %
nucléotidique protéique
c.181C>A 61 G61H 1 1.04%
Exon
4 c.175G>T 59 AS9T 1 1.04%
c.351A>C 117 K117N 1 1.04%
Exon
NRAS ) c.34G>T 12 Gilz2v 2 2.08%
c.34G>A 12 G12D 1 1.04%
Exon
BRAF 15 C.1799T>A 600 V600E 5 5.21%

3.1.6-Corrélation des RAS et BRAF avec les caractéristiques clinicopathologiques des

Patients :

3.1.6.1-Evaluation des statuts KRAS, NRAS et BRAF en fonction du sexe :

Statut
Statut KRAS/sexe NRAS/ccxe
a4 44
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0 KR... o MNRAS...
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Figure51 : Association des altérations génétiques KRAS, NRAS et BRAF avec le sexe.

Chez les hommes, les mutations de KRAS, NRAS et BRAF étaient présentes
respectivement dans (50%), (66.67%) et (80%) des cas, alors que Chez les femmes, les
mutations de KRAS, NRAS et BRAF ont été retrouvées respectivement dans (50%),
(33.33%) et (20%) des cas.

Malgré ces variations, I’analyse statistique n’a montré aucune association significative
(p>0.05) entre le sexe et les statuts mutationnels des genes étudiés. Ainsi, le sexe ne semble

pas influencer la présence de ces mutations.

3.1.6.2-Evaluation des statuts RAS et BRAF en fonction de I’age :

Statut KRAS /Age

80
60

40 16

. -1
0 b

Age

<50 KRAS-NM

>50

u KRAS-NM H KRAS-M

43



Chapitre3 : Résultats et discusions
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Figure52. Association des altérations génétiques KRAS, NRAS et BRAF avec I’age.

L’analyse de I’association entre [’age des patients (<50 ans, >50 ans) et les statuts

mutationnels de KRAS, NRAS et BRAF n’a révélé aucune différence statistiquement

significative (p > 0,05). Ces résultats suggérent que, dans cette cohorte, I’dge ne constitue pas

un facteur déterminant dans la survenue des mutations étudiées.

3.1.6.3-Etude de la relation entre le site tumoral et les statuts mutationnels KRAS,

NRAS et BRAF :
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Statut KRAS/Site tumoral
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Figure53 : Association des altérations génétiques KRAS, NRAS et BRAF avec le site
tumoral
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Dans notre cohorte, la répartition des mutations de KRAS, NRAS et BRAF variait selon la

localisation tumorale, mais aucune association statistiquement significative n’a été retrouvée.

Au niveau du cblon droit, les mutations étaient présentes dans 36,36 % des cas pour KRAS,
66,67 % pour NRAS, et 40 % pour BRAF.

Au niveau du cblon gauche, les fréquences étaient de 38,64 % pour KRAS, 33,33 % pour
NRAS, et 0 % pour BRAF.

Pour les tumeurs du rectum, les mutations de KRAS, NRAS et BRAF étaient
observées respectivement dans 21,59 %, 0 %, et 60 % des cas.

En situation métastatique, seules les mutations de KRAS ont été détectées dans 3,41 % des

cas.

3.1.6.4- Corrélation entre le type histologique et les statuts KRAS, NRAS et BRAF :

Statut KRAS/TH
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Figure54. Association des altérations génétiques KRAS, NRAS et BRAF avec le type

histologique

» L’analyse de la distribution des mutations de KRAS, NRAS et BRAF selon les

différentes types histologiques (ABD, AMD, CPD, CM ) n’a révélé aucune association

statistiquement significative.

» Pour KRAS, la répartition des mutations selon les types histologiques montre une
fréquence de 47,73 % en ABD, 43,18 % en AMD, 4,55 % en CPD et 4,55 % en CM, avec

une absence de lieu entre la mutation KRAS et le type histologique (p > 0,05). De plus,

pour les mutations de types NRAS et BRAF, les fréquences variaient également selon les

localisations sans que la différence ne soit significative (p > 0,05).
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3.1.6.5-Corrélation entre

le stade et les statuts KRAS, NRAS et BRAF
Statut KRAS/Stade
42
60
40 21 25 20
5
0 A (Rasam
Stade T [ I 1l NI
® KRAS-NM B KRAS-M
Statut
2 NRA{SS/Stade
15
10 13
10
5
0
Stade T |
" NRAS-NM
1l \
B NRAS-NM B NRAS-M
Statut
2 BﬁAF/Stade
15 14
10 7 3
5
0
Stade T |
" BRAF-NM
I
B BRAF-NM B BRAF-M NI

Figure55: Association des altérations genetiques KRAS, NRAS et BRAF avec le stade.
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L’analyse de I’association entre les stades T de la tumeur (I, II, III, NI) et les statuts
mutationnels a révélé une association statistiquement significative uniquement pour le gene
KRAS. Les mutations de KRAS étaient plus fréquentes aux stades T | (23,86 %) et T 1l
(47,73 %), et moins fréquentes aux stades T I (22,73 %) et NI (5,68 %). Une association
significative entre le stade tumoral T et le statut mutationnel de KRAS a été remarquée (p <
0,05). En revanche, aucune association significative n’a été observée ni pour NRAS ni pour
BRAF (p > 0,05), confirmant que la distribution des mutations de ces deux génes ne varie pas

selon les stades T.
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3.2- Discussion :

Le CCR constitue un probléme majeur de santé¢ publique tant a 1’échelle mondiale qu’en
Algérie. Son, épidémiologie a évolué de maniére significative au cours des dernieres décennies.
Plusieurs questions demeurent quant a son origine, ses caractéristiques moléculaires et son
composant génétique. Cette étude explore les mutations des génes KRAS, NRAS et BRAF,
ainsi que le statut d’instabilité des microsatellites (MSI), en termes de fréquence, de distribution
et de leur lien avec certains facteurs clinico-pathologiques dans une population algérienne
atteinte de CCR. Ces résultats pourraient améliorer la compréhension des altérations

génétiques impliquées et contribuer au développement de stratégies thérapeutiques plus ciblées.
3.2.1- Les caractéristiques clinicopathologiques des patients :

Le cancer colorectal est classé selon 1’age au moment du diagnostic en formes a début
précoce (avant 50 ans) et a début tardif (aprés 50 ans). Bien qu’il soit plus fréquent chez les
personnes agées, de récentes études montrent une augmentation inquiétante de son incidence
chez les adultes jeunes, notamment dans les pays occidentaux (Siegel et al., 2020). Dans notre
¢tude, 1’age médian au diagnostic était de 60 ans, avec un intervalle allant de 19 a 94 ans. Ce
chiffre est légerement inférieur a celui rapporté en France (72 ans selon Santé Publique
France, 2023), mais reste proche des moyennes rapportées dans des pays a population jeune :
54,5 ans au Maroc (El Housse et al., 2014), 58 ans en Arabie Saoudite (Mosli & Al-Ahwal,
2012), et 46,7 ans au Togo (Darré et al., 2014). Cette différence pourrait s’expliquer par la
structure démographique jeune de I’ Algérie, ou plus de 54 % de la population a moins de 30
ans. Les recommandations actuelles, notamment celles de la US Preventive Services Task
Force (USPSTF, 2021), incitent a débuter le dépistage du CCR a partir de 45 ans afin
d’augmenter les chances de détection précoce. . En Algérie, 7 747 nouveaux cas ont été
recensés en 2022, faisant du CCR le deuxieme cancer le plus fréquent apres le cancer du sein,
avec un taux d’incidence standardisé de 12,0 pour 100 000 habitants. Il représente également
la deuxieme cause de mortalité par cancer, avec 4 862 déces (Global Cancer Observatory,
2022). L’occidentalisation du mode de vie algérien, caractérisée par une alimentation
déséquilibrée, la sédentarité et I’obésité croissante, constitue un facteur de risque majeur. Une
méta-analyse récente a montré que le surpoids et 1’obésité augmentent le risque de CCR de 25
a 57 % (Ungvari et al., 2024).

Concernant I’incidence du CCR selon le sexe, plusieurs études préliminaires ont mis en

évidence une prédominance masculine (El Agy et al., 2021; Richter et al., 2021; Meddah et
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al., 2009; Arfaoui Toumi et al., 2014). Dans notre série, les hommes représentaient 55.04
% des cas contre 44.96 % de femmes, soit un sex-ratio hommes/femmes de 1.22, confirmant

cette tendance observée dans la littérature.

Dans notre série, la plupart des tumeurs diagnostiquées étaient des adénocarcinomes bien
différenciés qui étaient identifiés dans 44.96% des cas étudiés. L’étude histopathologique de
Soraya, T et al en 2014, montre que ’adénocarcinome bien différencié est le type histologique
prédominant retrouvé chez 110 patients, soit 83.58%, suivie des formes moyennement et peu
différenciée avec des fréquences de 13.43%et 2.99%. Le sous-type histologique de
I’adénocarcinome bien différencié pourrait présenter un bon pronostic chez les patients

(Yoshida et al., 2018).

Cependant, selon nos résultats, la majorité des cas de CCR a été diagnostiqués au stade II
(47,48 %), suivie du stade Il (27,73 %). Ces constatations sont similaires a celles
rapportées par Soraya T. et al., ou la majorité des patients présentaient des tumeurs au stade
1A (pT3NOMX), suivis de 12 cas (soit 17,64 %) au stade 11IC (pT3N2Mx) Soraya,T et al en
2014 .

3.2.2- Profils mutationnels des genes KRAS, NRAS et BRAF et leurs corrélations avec

les facteurs clinicopatologiques des patients :
3.2.2.1- Le gene KRAS :

Dans les cancers colorectaux, la fréquence de la mutation sur le gene KRAS est rapportée
dans 35 a 45% des cas. Les plus fréquentes des mutations touchent le codon 12, suivi du
codon 13 (Meng et al.,2021) . L’incidence de mutations KRAS dans notre série 62.41%
(88/141) est proche de celles rapportées dans d’autres études chinoise, marocaine et danoise
qui donnent respectivement 43.62%, 23.91% et 40% (Wan et al., 2024; Marchoudi et al.,
2013; Oliveira et al., 2004).

Dans notre série, des mutations d’exons de KRAS en dehors de 1’exon 2 ont été retrouvées
chez 73.96% des patients de CCR, parmi lesquels 15.63% des patients présentent une
mutation dans I’exon 3 de KRAS et 2.08% des patients présentent une mutation dans I’exon 4
de KRAS. Le taux des mutations KRAS dans I’exon 2 (73.96%) est plus élevé que celui décrit
précédemment dans une autre recherche, touchant une autre population 17% (Venegas-
Rodriguez et al., 2024). Les mutations les plus fréquentes dans notre étude étaient : c.35>A

(G12D) ; 36.46%, c.35G>T (G12V) 23.96 ; et C.38G> A (G13D), ce résultat concorde avec
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une autre étude ayant touchée une population européenne et ayant décrit que les sous-types
de mutations les plus répondus en Europe sont G12D, G12V, G13D (Cefali et al. (2021).

Concernant I’analyse de la corrélation des mutations KRAS et le groupe d’age, notre étude a
révélé une prévalence plus élevée de ces mutations chez les sujets plus 4gés >50 (81.82%).
Ce résultat est confirmé par la littérature, notamment par Martianov et al. (2023) qui
rapportent une fréquence plus élevée de ces mutations chez les patients ayant plus de 50 ans
(50.2 %), et par Ye et al. (2015) qui décrivent cette mutation chez 39,8 % des patients ayant

plus de 50 ans contre 22 % chez les plus jeunes. Yari et al. (2021) .

L’analyse des localisations tumorales a révélé une fréquence plus élevée des mutations KRAS
dans les tumeurs du célon gauche (38,82 %) dans la présente étude. Ce constat est en accord
avec les résultats de EI Agy et al. (2021), qui ont également rapporté une prédominance des
mutations a ce niveau. A I'inverse, une étude de Dai et al. (2020) a mis en évidence une
prévalence plus importante des mutations KRAS dans le c6lon droit (45,52 %). Ces disparités
pourraient s’expliquer par les différences de voies de carcinogenése entre les segments droit et
gauche du cbélon, bien établies dans la littérature, ainsi que par des facteurs ethniques ou

géographiques.

Concernant le grade de différenciation, les mutations KRAS étaient davantage observees dans
les tumeurs bien différenciées (47,73 %) et moyennement différenciées (43,18 %). Cette
distribution rejoint les observations de Wu et al. (2023), qui a noté une tendance similaire,
bien que non significative statistiquement. De plus, les travaux de Liu et al. (2011) suggerent
que les tumeurs porteuses de mutations KRAS présentent une activité proliférative accrue, ce

qui pourrait justifier leur fréquence dans des tumeurs a différenciation intermédiaire.

Par ailleurs, une association statistiquement significative entre les mutations KRAS et le stade
TNM a été mise en évidence (p = 0,0355).Les mutations étaient principalement observées au
stade 11 (47,73 %), puis au stade | (23,86 %) et au stade 111 (22,73 %). Ces données suggerent
une implication précoce de cette altération moléculaire dans le processus de carcinogenése
colorectale. Des résultats similaires ont été rapportés dans la littérature, notamment par Golder
et al. (2023) dans le Journal of Clinical Oncology, qui ont également mis en évidence une
corrélation significative entre mutations KRAS et stades TNM précoces (I a 111). De méme,
Rasmy et al. (2019) ont observé une association entre ces mutations et des formes évolutives
de la maladie, confortant I’hypothése d’un réle actif des mutations KRAS dans la progression

tumorale dés les stades initiaux. Enfin, il convient de noter que les mutations RAS et BRAF
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sont généralement mutuellement exclusives dans les tumeurs colorectales, ce qui souligne leur

réle distinct dans la biologie moléculaire de ces cancers.
3.2.2.2- Le gene NRAS :

Dans notre étude, les mutations du géne NRAS ont été identifiées chez 6,25 % des patients
atteints de cancer colorectal (CCR), principalement localisées dans l'exon 2, avec des
substitutions spécifiques p.G12V et p.G12D. Cette prévalence est cohérente avec les données
de la littérature, ou la fréquence des mutations NRAS dans le CCR varie généralement entre
2,2 % et 7 %.(Irahara et al., 2010; Schirripa et al., 2015; Peeters et al., 2015). Par ailleurs,
notre analyse n’a révélé aucune corrélation statistiquement significative entre la présence de
mutations NRAS et les caractéristiques clinicopathologiques des patients atteints de cancer
colorectal. Ce résultat concorde avec les conclusions d’une étude francaise conduite par
Rimbert et al. (2018), qui n’a également mis en évidence aucune association significative

entre les mutations NRAS et les paramétres cliniques ou anatomopathologiques analyses.
3.2.2.3- Le gene BRAF :

Les mutations du géne BRAF sont présentes dans environ 8 a 12 % des cancers colorectaux
(CRC) (Nakayama et al., 2020 ; De Roock et al., 2010). Dans notre étude, la fréquence
observée est de 10,42 %, ce qui concorde avec les données rapportées chez les populations
européennes (De Roock et al., 2010) mais reste inférieure aux taux observés dans certaines
cohortes australiennes, pouvant atteindre jusqu’a 15 % (Phipps et al., 2012). Toutes les
mutations identifiées étaient localisées dans 1’exon 15, précisément au niveau du codon

V600E, forme majoritaire des mutations BRAF dans le CRC (Nakayama et al., 2020).

Par ailleurs, aucune association statistiquement significative n’a été mise en évidence entre le
statut mutationnel de BRAF et les caractéristiques clinicopathologiques des patients, ce qui

est conforme aux résultats de Lochhead et al. (2013).
3.2.2.4- Evaluation du statut MSI :

Le statut MSI élevé (MSI-H) est associé a un meilleur pronostic dans le cancer colorectal
(CCR) a un stade précoce, ainsi qu’a une absence de bénéfice du traitement adjuvant par 5-
fluorouracile au stade Il. Environ 12 a 20 % des CCR présentent un MSI-H secondaire a un
déficit du systeme de réparation des mésappariements (MMR-D), avec une incidence plus

élevée aux stades précoces (environ 20 % aux stades | et 11, et 12 % au stade I11) et plus faible
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aux stades avancés ou métastatiques (4 a 5 %) (Tieng et al., 2021). De maniére similaire,

dans notre cohorte, le statut MSI-H a été observé chez la plupart des patients .

Dans notre étude, ’analyse du statut MSI en fonction des paramétres clinicopathologiques a
révélé que le sexe des patients n’était pas significativement associ¢ au phénotype MSI (p >
0,05). Ce résultat est en accord avec les conclusions de Tulin et al. (2018), n’ayant pas décrit
de différence significative de survie en fonction du sexe chez les patients atteints de cancer

colorectal MSI.

En revanche, une corrélation significative a été observée entre le statut MSI et I’age des
patients (p = 0,0128), les tumeurs MSI-H étant plus fréquentes chez les patients plus agés.
Cette tendance est confirmée par 1’étude de Tong et al. (2024), ayant rapporté une association
significative entre un age avancé et le statut MSI-H .Concernant le site tumoral, notre étude a
montré une association significative entre le statut MSI et la localisation dans le cdlon droit.
Ce constat est cohérent avec les résultats de Rantanen et al. (2023), ayant observé une

prédominance des tumeurs MSI-H dans le colon droit.

Pour le grade histologique, une association significative a également été mise en évidence (p
= 0,0079), le phénotype MSI-H étant lié a des tumeurs peu différenciées. Cette observation
est corroborée par les travaux de Tong et al. (2024), qui a noté que les tumeurs MSI-H

présentent souvent un grade histologique élevé.

En revanche, aucune association significative n’a été trouvée entre le statut MSI et le stade
tumoral. Ce résultat est en accord avec I’étude de Rantanen et al. (2023), qui n'ont pas
identifi¢ de corrélation significative entre le statut MSI et le stade d’évolution tumorale. Cela
souligne I’importance de considérer les parameétres histologiques et topographiques dans
la détection du MSI-H, qui pourrait orienter les décisions thérapeutiques, notamment en

immunothérapie.
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Conclusion :

L’ensemble de notre étude a permis de dresser un tableau détaillé et représentatif du profil
moléculaire et clinicopathologique du cancer colorectal au sein d’une population algérienne.
Grace a une approche intégrée combinant I’histopathologie, 1I’immunohistochimie et la
biologie moléculaire, en mettant I’accent sur les mutations des génes KRAS, NRAS et BRAF,
ainsi que sur le statut MSI. Nos résultats confirment la valeur de I'IHC dans la détection fiable
de [linstabilit¢ des microsatellites, un biomarqueur crucial pour [Déligibilité a

I’immunothérapie, notamment les inhibiteurs de points de contréle immunitaire.

L’analyse croisée des données moléculaires et pathologiques souligne I’importance de la
médecine de précision dans le traitement du CCR. Nos résultats appuient 1’intégration
systématique du profil mutationnel RAS/BRAF et du statut MSI dans la pratique clinique
algérienne, afin d’orienter les décisions thérapeutiques, en particulier les thérapies
ciblées (anti-EGFR, anti-VEGF) et I'immunothérapie. Cependant, ’absence de données
de survie constitue une limite de cette étude. Le manque de suivi longitudinal, di a la
provenance multicentrique des échantillons, empéche une corrélation directe entre les profils

moléculaires et le pronostic.

A T’avenir, il serait pertinent de développer des études multicentriques avec un suivi a long
terme, de renforcer ’accessibilité aux plateformes de biologie moléculaire dans les structures
hospitalieres algériennes, et d’intégrer progressivement des outils innovants comme la biopsie
liguide (ADN circulant, exosomes) pour le suivi des patients. Ce travail pose ainsi les bases
d’une meilleure prise en charge du cancer colorectal en Algérie, en phase avec les avancées

internationales en oncologie de précision.
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Annexes

Annexe 1

Principaux matériels et produits nécessaires a I’examen histologique macroscopique et

microscopique :

Baine marie Plaque de vue macroscopique
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Support des lames Moule

Cassette Régle de mesure

Scalpel+ Pince + mousse Gants ciseaux

Les produits :

Formaldéhyde a 10 % (pour fixé le tissu)

Alcool absolu 100% (pour déshydrater le tissu)
Xyléne (pour clarifier le tissu)

Paraffine

Hématoxyline (Colorant qui teinte les noyaux des cellules en bleu/violet)

Eosine (Colorant qui teinte le cytoplasme en rose)
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® Eukitt-colle synthétique (pour fixé lamelle)

Formaldehyde 10% - 1
Liter

Formaldéhyde a 10%

Alcool absolu 100% Hématoxyline & Eosine Paraffine solide

Les étapes de ’examen histologique :
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Figure 13 : Confection des coupes et séchage des lames
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Figure 14 : La coloration a I’hématoxyline — Eosine (HE)

Principaux matériels et produits nécessaires a IHC :

_ _‘_\

——

Eukitt HRP Amplificateur+HRP Polymére Détecteur (anticorps secondaires)



Annexes

Les anticorps primaires ( anti-MLH1 ; anti MSH2 ; anti MSH6 ; anti PMS2)

Les étapes de ’examen IHC :

Figure 16 : Démasquage antigénique
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Figure 19: Application de I’anticorps secondaire
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Figure 22 : le montage

Principaux mateériels et produits nécessaires a PCR Idylla :

EPI, BEPHARMA disques filtrants FFPE + la lame
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e)

BIOCARTIS

cartouche Idylla ™ (KRAS; NRAS ; BRAF).

FFPE WORKFLOW

< 2 min 90 - 180 min

SAMPLE PREPARATION SAMPLE LOADING AUTOMATED PROCESSING & ANALYSIS

|

La plateforme de PCR Idylla

Les étapes de I’examen moléculaire (plateforme de PCR Idylla):
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Figure 23: La plateforme de PCR Idylla

Annexe 2 :

Salle d’étude macroscopique Salle des techniques histologique
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Salle du stock

Salle d’étude microscopique

Annexe 3:
Stade T N M
Stade 0 Tis NO MO
Stade | T1, T2 NO MO
Stade 1A T3 NO MO
Stade 11B T4a NO MO
Stade 1IC T4b NO MO
Stade I11A T1, T2 N1 MO
T1 N2a MO
Stade 111B T3, Tda N1 MO
T2, T3 N2a MO
T1, T2 N2b MO
Stade I11C T3, Tda N2b MO
T4b N1, N2 MO
Stade IVA Tous T Tous N M1la
Stade IVB Tous T Tous N M1b
Stade IVC Tous T Tous N M1ic
Tableaul: Classification TNM des carcinomes colorectaux (AJCC, 2017)
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