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Résumé

Le cancer colorectal (CCR), par sa fréquence et sa gravité, représente un enjeu majeur
de santé publique a travers le monde. En Algérie, ce type de cancers est classé en deuxiéme
position chez les deux sexes avec un taux annuel de 6000 nouveaux cas.

L’objectif principal de ce travail était d’une part, de faire ressortir certaines
particularités épidémiologiques, cliniques et anatomopathologiques des cancers colorectaux et
d’autre part, d’en déterminer I’instabilité microsatellitaire (MSI), en démontrant son r6le dans
I’orientation de la démarche thérapeutique.

Une enquéte rétrospective a été effectuée sur les patients atteints de cancer colorectal,
recensés dans le laboratoire d'anatomie pathologique de Béni Messous, durant la période
comprise entre le 1° Janvier 2018 et le 31 Mars 2021. De plus, une étude
anatomopathologique a été faite prospectivement sur 28 cas via une analyse histologique et
immunohistochimique au moyens de plusieurs anticorps a savoir, MLH1, PMS2, MSH2 et
MSHS6, en vue de confirmer le diagnostic du cancer colorectal.

Au total 151 cas de cancer colorectal ont été enregistrés. L’age moyen des patients était
de 57.58 £ 15.42 ans, avec une predominance masculine de 58.2 %. Le sex-ratio (H/F) était
de 1,35. La localisation tumorale la plus répandue était le colon droit caractérisant 29 % des
cas avec une prédominance de I’adénocarcinome bien différencié¢ noté chez 84 % des cas.
51% des patients ont pris le capécitabine comme agent chimiothérapeutique en association
avec la radiothérapie. Pour ce qui est du statut MSI, 19% de cas de CCR ont présenté le
phénotype MSI, dont I’dge moyen des femmes était plus élevé par rapport a celui des hommes
soit 62.96+2.62 ans contre 56.52+0.95 ans. La majorité des patients soit 64.2% des cas avait
un cancer touchant principalement le colon droit et gauche. Une prédominance de
I’adénocarcinome bien différencié a été notée chez 75.86 % des cas MSI. Les protéines
MSH6, MSH2, PMS2 et MSH2/MSH6 étaient surexprimees chez respectivement 89.28%
,82.14% et 75% des cas. Enfin, tous les patients ont bénéficié d’une chimiothérapie
adjuvante.

A Tissue de notre étude, il en ressort que les cancers colorectaux sont fréquemment
diagnostiqués au sein du service d’anatomie pathologique du CHU de Beni Messous. En
outre, ce travail a pu mettre en évidence quelques particularités épidémiologiques et clinico-
anatomopathologiques du cancer colorectal, notamment les cas présentant le phénotype MSI.
Néanmoins, il serait trés remarquable de poursuivre cette étude, en utilisant des techniques de
biologie moléculaire en I’occurrence, la PCR et les techniques de séquengage, afin d’identifier
de nouveaux marqueurs d’instabilité microsatellitaire chez les patients atteints de cancer
colorectal.

Mots- clés : Cancer colorectal, enquéte rétrospective, étude anatomopathologique, statut MSI,
marqueurs, démarche thérapeutique.



Abstract

Colorectal cancer (CRC), due to its high frequency and severity, is considered as a
serious public health issue worldwide. In Algeria, this type of cancer is ranked second in both
sexes with an annual rate of 6,000 new cases.

The objective of the present study was to retrieve some epidemiological, clinical and
anatomopathological characteristics of colorectal cancer. Additionally, this work aimed not
only to determine the microsatellite instability (MSI) status but also to demonstrate its role in
guiding therapeutic decision-making in patients with colorectal cancer.

A retrospective investigation was carried out on patients with colorectal cancer,
diagnosed during the period between January 1, 2018 and March 31, 2021, within the
anatomical pathology department of Beni Messous University Hospital Center. Moreover, an
anatomopathological study was conducted prospectively on 28 cases via histological and
immunohistochemical analysis using several antibodies, namely, MLH1, PMS2, MSH2 and
MSHBS, in order to confirm the diagnosis of colorectal cancer.

Overall, 151 cases of colorectal cancer have been recorded. The mean age of patients was
57.58 + 15.42 years, with a male predominance of 58.2%. The sex ratio (M / F) was 1.35. The
most common tumor location was the right colon which characterized 29% of cases with a
predominance of the well-differentiated adenocarcinoma noted in 84% of cases. 51% of
patients have received capecitabine as a chemotherapeutic agent in combination with
radiotherapy. With regard to MSI status, 19% of CRC cases have presented the MSI
phenotype. The mean age of women was higher than that of men (62.96 + 2.62 years against
56.52 + 0.95 years). The majority of patients (64.2%) had a cancer that affected mainly the
right and the left colon. A predominance of the well-differentiated adenocarcinoma was noted
in 75.86% of MSI cases. The MSH6, MSH2, PMS2 and MSH2 / MSH6 proteins were
overexpressed in 89.28%, 82.14% and 75% of cases, respectively. Finally, all patients
received adjuvant chemotherapy.

To conclude, colorectal cancer is frequently diagnosed within the pathological anatomy
department of Beni Messous University Hospital Center. Furthermore, this work highlighted
some epidemiological and clinico-anatomopathological features of colorectal cancer,
particularly in cases with MSI phenotype. Nevertheless, it would be very interesting to pursue
this study by using molecular biology techniques namely, PCR and sequencing techniques, in
order to identify new markers of microsatellite instability in patients with colorectal cancer.

Keywords: Colorectal cancer, retrospective investigation, anatomopathological study, MSI
status, markers, therapeutic decision-making.
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Introduction

Le cancer colorectal (CCR), par sa fréquence et sa gravité, représente un sérieux
probléme de santé publique dans le monde. Il frappe toutes les populations et ce, de maniere
non discriminatoire. Dans le monde, le CCR est la troisieme cause de décés chez les hommes
et les femmes avec environ 1,8 million de nouveaux cas et 881 000 déces enregistrés en 2018
[1]. En Algérie, ce type de cancers est classé en deuxieme position chez les deux sexes avec

un taux annuel de 6000 nouveaux cas [2].

La carcinogenése colorectale est un processus multifactoriel et multiphasique, ou
interagissent des facteurs de risque endogenes et environnementaux. La plupart des travaux
considerent qu'une alimentation riche en viande rouge, en calorie, en graisses et pauvre en
fibres est corrélée a un risque accru de cancer colorectal. Néanmoins, une alimentation
diversifiée, riche en fruits, légumes, poissons, viandes blanches et en céréales entiéres, est
associée a faible risque d’apparition de ce type de cancers. En outre, I'obésité, le surpoids et
I'inactivité physique contribuent fortement a l'augmentation du taux d'incidence des cancers
colorectaux. De plus, I’exposition professionnelle a I'amiante a été également incriminée

comme facteur de risque du cancer colorectal [3].

Les cancers colorectaux MSI représentant 15 % a 20 % des cancers colorectaux de stades Il
et 111 et seulement 5 % des cancers colorectaux en situation métastatique, sont associés a des
caractéristiques clinico-pathologiques spécifiques. Ils sont principalement développés au
niveau du colon droit, peu différenciés, mucineux, avec un haut niveau d’infiltration

lymphocytaire, métastases preférentiellement au niveau péritonéal et ganglionnaire [4].

Actuellement, I’identification des biomarqueurs tumoraux dans le CCR, s’appuie
principalement sur I’investigation des niveaux d’expression de protéines d’intérét ou sur
I’étude de la séquence ou I’amplification des génes correspondants. Les biomarqueurs utilisés
a I’heure actuelle en pratique clinique, concernent d’une part, I'IMS et d’autre part, la voie

EGFR et ses voies connexes [5].

L’une des techniques utilisées dans la détermination du phénotype MSI est
I’immunohistochimie. Elle permet de mettre en évidence 1’absence d’expression de I'un des
génes du systéme MMR dans la cellule tumorale. Ce type d’analyses est considérée comme

moins lourde et moins couteuse que l’allélotypage des microsatellites et permet donc, de
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“cibler” le géne MMR en cause et de rechercher la mutation constitutionnelle dans les

familles prédisposées au CCR de type HNPCC [6].

Plusieurs travaux ont été réalisés a travers le monde, en vue d’évaluer D’efficacité
diagnostique, pronostique voire méme thérapeutique du phénotype MSI dans le cancer
colorectal. Néanmoins, le nombre d’études effectuées dans ce sens est tres limité en Algérie

notamment dans la région centre du pays.

C’est dans cette optique, que nous avons réalisé une étude a la fois rétrospective et
prospective, en vue de comparer nos données aux résultats déja obtenus par d’autres
investigations effectuées dans ce contexte. Ce qui pourrait donc contribuer au développement

de stratégies pour améliorer la prise en charge du cancer colorectal.

Mis a part le profil épidémiologique des cancers colorectaux abordé par notre étude, la
visée principale de notre travail était d’investiguer prospectivement, I’expression
immunohistochimique de MLH1, PMS2, MSH2 et MSH6 dans les CCR, tout en démontrant

leur intérét diagnostique ainsi que leur role dans I’orientation de la démarche thérapeutique.
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l. Généralités sur le cancer colorectal

1.1. Définition

Le cancer colorectal (CCR) comprend le cancer de colon et le cancer rectal dont 96%
des cas sont des adénocarcinomes survenant dans les glandes de la muqueuse intestinale [7]. 1l
commence généralement par des tumeurs précancéreuses appelées polypes qui se développent
progressivement, pouvant ainsi évoluer vers une tumeur maligne (~5% des polypes) ; [8].
Environ 60% des cas de CCR sont localisés dans le colon, principalement dans le colon
sigmoide. Lorsque la Iésion est & moins de 15 cm du rectum, 40 % des CCR affecteront le

rectum (Figurel) ; [9].
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Figure 1: Localisation des CCR [9].
1.2. Epidémiologie
1.2.1.Dans le monde

Le CCR est le troisieme cancer dans le monde chez les hommes et le deuxiéme chez les

femmes avec 1,3 million de nouveau cas et prés de 700 000 morts (Figure 2) ; [10].
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Ce type de cancers est en effet, la 4éme cause de déces par cancer dans le monde [11, 12].
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Figure 2: Estimation de la moralité due aux cancers dans le monde en 2012 [10].

1.2.2. En Algérie

Ces derniéres années, I’incidence du cancer colorectal s’est multipliée par 4 et elle
continue d’augmenter. Le CCR est considéré comme une deuxieme cause de mortalité chez
les hommes et les femmes. En 2016, le taux des CCR est d’environ 6.000 nouveaux cas

enregistrés chaque année (Figure 2) ; [9, 13].
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Figure 3 : Estimation de la moralité due aux cancers en Algérie en 2012 [10].
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1.3. Facteurs de risque

1.3. 1. Facteurs de risque modifiables
Plusieurs facteurs peuvent étre distingués a savoir [14, 15] :
* Obésité
Le surpoids et I’obésité augmentent le risque de cancer colorectal chez les deux

SEXes.

+ Mode de vie (I'alimentation, la sédentarité)

La consommation de viande rouge et d'alcool, le tabagisme et le surpoids sont des

facteurs de risques du CCR.

1.3. 2. Facteurs de risque non modifiables

Plusieurs facteurs peuvent étre notés en I’occurrence [16, 17]:

+ Age et sexe
Le risque de cancer colorectal augmente progressivement a partir de 1’age de 50
ans. La proportion de cancers localisés au niveau du c6lon droit augmenterait avec
I’age.
+ Syndrome de Lynch

C’est le syndrome de cancer colorectal héréditaire le plus commun. Il représente

environ 2% a 4% de tous les cancers colorectaux.
4+ Maladies inflammatoires

Il s’agit principalement des pathologies inflammatoires chroniques de 1’intestin

(maladie de Crohn et rectocolite hémorragique).

+ Antécédents familiaux de cancer colorectal chez un parent au premier degré
Sont trouveés généralement dans 10 a 15 % des cancers colorectaux.

+ Antécédents personnels du cancer colorectal
Les personnes qui ont déja eu un cancer du cdlon ou du rectum risquent davantage

d'étre atteintes d'un autre cancer colorectal.
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I.4.Classification anatomo-pathologique

I.4.1.Classification selon pTNM

La classification TNM (tumor/node/metastasis) décrit I’extension d’une tumeur maligne
a un moment donné dans un organe particulier. La classification utilisée a I’heure actuelle a
été proposée par I’AJCC (American Joint Commission on Cancer) et 'UICC (Union for
International Cancer Control) Classification TNM (8™ édition, 2017), (Tableau 1) ; [17,18].

Tableaul : La classification des TNM [17].

I'=tumenr primitive

X Renseignements insuffisants pour ¢ lasser la tumeur primitive
i Pas de signe de tumeur primitive
Tis Carcinome in situ intra-épithélial ou envahissant la lamina propria (chorion de la

muquense)

T1 Tumeur envahissant la sous — mugqueuse
T2 Tumewr envahissant la musculeuse
T3 Tumeur envahissant la sous-séreuse ou les tissus péri-coliques ou péri-rectaux non

péritonisés

T4 Tumewr envahissant directement d’autre organes ou d’autre structures et Jou perforant le
péritoine

Tda — tumeur qui perfore le péritoine viscéral

T4ab — tumeur qui envahit directement d'autres organes ou structures

W-Ganglions lvmphatiques régionaux

M Impossible d’évaluer les ganglions lvmphatiques régionaux

1] Absence de métastases dans les ganglions lvmphatiques régionaux

Présence de métastases dans 1 4 3 ganglions lvmphatiques régionaux

Mla— métastases dans 1 ganglion lvmphatique régional

M1 MI1b — métastases dans 2 4 3 ganglions lvmphatiques régonaux

Mlc = nids de cellules cancéreuses (satellites) dans les zones de drainage lvmphatique de
la sous-séreuse ou dans le tissu qui entoure le cdlon ou le rectum sans mélastases dans les
ganglions lvmphatiques régionaux

nPrésence de métastases dans au moins 4 ganghons lvmphatiques régionaux

N2 MN2a — mélastases dans 4 4 6 ganglions lvmphatiques régionaux

MN2b — métastases dans au moins 7 ganglions hemphatiques régionaux

M -MEtastases 4 distance

WA Absence de mélastases a distance

Présence de métastases & distance

M Mla — métastases limitées 4 1| organe (foie, poumon ou ovaire par exemple) ou & un ou
plusieurs ganghons lvmphatiques non régonaux . M Th — métastases dans plus de 1 organe
o dans le péritoine
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1.4.2.Classification selon les Stades de pTNM

Les stades du CCR décrivent la taille de la tumeur, & quelle profondeur elle a pénétré
dans paroi du cblon ou du rectum. Il existe Cinque stades selon la classification PTNM qui

sont représentés dans le (tableau 2), (Figure 4) ; [19].

Tableau 2 : Stades selon la 8 eme édition TNM (AJCC/UICC) ; [19].

SETADE : TN
Seade (¥ Tis l ] b Bul
Stade I Ti, T2 Ny il BN
Stade 11 T3, T4 I {l} b Bul
Stade T3 l ] b Bul
(NI
T4a L] il BN
Seade
(N3 T4 L] N
Stade IIC
Sitade 111 Duelgue soit T M1, NI il BU ]
T, T2 ™1 nNLD
Seade T MNEm nID
1104
T3, T4a ™M dl BN
T, T3 MMIam nNLD
T, T2 o e 1] b Bul
Stade
1
T4a ™NIam nNLD
T3, T4a e T I
T4 M1, NZ dl BN
Seade
RN
Stade uelgue soit T e lguee SOt ™ MMla
IV A
el gque soit T el gue soit MIZh
Stade ™
IV E

Les stades du cancer colorectal

Stade 0 Stade 1 Stade 11 Stade 111 Stade IV

Tumeur ' ‘ Muqueuse
: ! | Sous-muqueuse
é i i : ;
- B 3 0 — sculeuse
o ,' . g - : - Musculeuse
i i H f ‘
: 3 Séreuse
ngli . » —~ -

‘ Métastases

Figure 4: stades du CCR [19].
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1.4. 3. La classification selon Le Grades de différenciation

Selon I’OMS, il reposait auparavant sur quatre grades, et sur une évaluation semi-
quantitative du pourcentage de glandes (figure 5), (Tableau 3).

Tableau 3 : grade de différenciation OMS [9].

Formation Z it
x Catégoriede Nouvelle
glandulaire Différenciation Grade Classification
>95% Bien différenciée 1
Bas grade (BG)
50-95% M:f’;‘ime' TR 2
érenciée
0-49% Peu différenciée 3
Absence de Haut grade (HG)
formation Srencié
gandulaire, ou autre el e ¢
contingent

Figure 5: Observation microscopique démontrant le grade de différenciation du cancer
colorectal (HE*100) ; [9].

a)ADK bien différencié ;b) ADK moyennement différencié ; ADK peu différencié ;d) carcinome
indifférencié.
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1.5. Mécanismes moléculaires de la cancérogénese colorectale
1.5.1. Modifications génétiques

1.5.1.1.Instabilité chromosomique

L’instabilité chromosomique(CIN) est présente dans environ 75% des CCR sporadiques
[20]. Ces tumeurs sont généralement situees dans le colon gauche et le rectum. La voie CIN
est caractérisée par des caryotypes anormaux dus a la perte de tout ou une partie des
chromosomes ou a ’acquisition de matériel chromosomique [21]. De plus, de nombreuses
mutations qui activent des oncogenes ou inactivent des génes suppresseurs de tumeurs
caractérisent cette voie. En effet, la voie CIN classique est caractérisée par 1’accumulation de

plusieurs types de mutations (Figure 6) ; [20].

Chromosomal instability (CIN)

LOH 18q (DCC)

SMAD4 LOH 17p
APC KRAS coca (TPS3)
Normal v Early v Intermediate v o Late v |[—
epithelium + Adenoma 4 Adenomas A | Adenomas 7 O
Dwell time Many decades 2.5 Years 2.5 Years
APC/Wnt signaling BRAF ca rc;;s:z

KRAS
IGF2R

-

Mismatch repair gene inactivation and/or CIMP hypermethylation

Microsatellite instability (MSI)

Figure 6: Séquence d’adénome colorectal-carcinome [22].
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1.5.1.2.Instabilité des microsatellites

L'instabilité des microsatellites (MSI-H) est observée dans un petit groupe de tumeurs
(représentant 15% des CCR) qui sont plus fréquentes dans le colon droit Ce type d’instabilité
résulte de la défaillance du systtme MMR (MisMatch Repair) ; [23,24]. Ces tumeurs
présentent rarement des mutations d’APC, KRAS et TP53 et sont diploides. Les mutations du
TGF-BRII (récepteur de type Il du TGF-B) et de BRAF sont des événements précoces

caractérisant ces tumeurs (figure7) ; [25].

PAF
\o TP53, DCC, PISKCA. Instabilité
APC KRAS SMAD2/4, PTEN chromosomique
1 2
v A
\ AN > 4
A | ] |
Hyperméthylation
des ilots CpG
Inactivation du systéme TGF-BRI, CASPS5, BAX, MBD4, Instabilité
MMR (hypermeéthylation de BRAF RADS0, TAF1B, TCF4,  microsteliitaire
MLH1 ou mutation MMR) E2F4, IGFR2,

/ }-caténine, axine

Al Syndrome de
= Lynch

Figure 7: La modélisation de la cancérogenése au cours du cancer du célon.

1. Muqueuse normale; 2. Cryptes aberrantes ; 3. Adénomes; 4. Cancer invasif [10].

1.5.1.3. Hyperméthylation des Tlots CpG

Le phénotype CIMP (CpG Island methylator phenotype) est fréquent dans les tumeurs
du c6lon droit, dans les tumeurs peu différenciées et chez la femme. Il concerne 20 a 30 % des
tumeurs sporadiques [26]. Ce phénotype entraine I’inactivation de nombreux geénes

suppresseurs de tumeur par hyperméthylation de leurs promoteurs [27].

10
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1.5.2.Principales voies de signalisation impliquées dans la carcinogenése

colorectal

Plusieurs études ont confirmées que les génes impliqués dans le développement de
cancer colorectal appartiennent principalement a quatre voies de signalisations cellulaires

[28,29]. Les quatre voies sont décrites ci-dessous.
1.5.2.1.Voie Wnt/APC/ béta caténine

Cette voie est inactivée lors de la carcinogenése colorectale et est altérée dans plus de
90% des CCR [28]. Lorsque le ligand Wnt, une glycoprotéine sécrétée, se lie a ses récepteurs

Frizzled (Fz), la kinase multifonctionnelle GSK- 3 est inactivée.

L’accumulation cytoplasmique de la - caténine permet sa translocation dans le noyau

pour faire un Complexe avec les facteurs TCF/CEF afin d’activer les génes cibles [30].

En l'absence de Wnt-signal, la caséine kinase 1 (CK1) et le complexe APC / Axin / GSK-
B, ciblent la B- caténine pour I'ubiquitinylation et dégradation protéasomale, empéchant ainsi
sa translocation nucléaire [31]. Par consequent, I'inactivation de la protéine APC semble étre

liee a l'initiation et la progression tumorale (figure8) ; [32].

Destruction
complex

uone|nwnade
uluajes-y

Proteasomal
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oS Target genes Target genes
o repressed activated
o =

Figure 8: la voie Wnt/APC/ B-catenine impliquée dans la carcinogenese colorectale [33].

11
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Dans cette voie de signalisation, les niveaux cytoplasmiques de la pB-caténine
augmentent ce qui active la prolifération cellulaire qui conduit éventuellement a la formation

de l'adénome [31].

1.5.2.2. Voie du TGF- p

La voie TGF-p joue un role de régulation négative de la croissance de I'épithélium
colique pouvant ainsi inhiber ou stimuler la prolifération selon le contexte cellulaire [34].
L'excés de TGF-B favorise la réponse T régulatrice, supprime l'activité anti-tumorale de
certaines populations de la réponse immunitaire et par conséquent augmentant le potentiel

meétastatique des tumeurs [35].

TGF'beta — -
TGF -Deta rfospteur

e —— - La famille des

. [ l Smads
Smad2 '\\
Récepteurs TGF PP Smad4a |

betaletll e B

Ccrepisene
Smadz L 'P P

Transcription Regulaton

Figure 9: Voie de signalisation de TGF-béta contribuant au cancer colorectal [36].

Toutefois, les données expérimentales sur le mécanisme détaillé de la signalisation du
TGF-b au cours du développement du CCR n'ont pas encore été bien définies. D'une part, le
TGF-b aurait un effet direct sur les cellules tumorales, notamment l'inhibition, mais aussi

I'activation des voies de prolifération associées, dont la voie PI3K ou la voie WNT [36,37].

12
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1.5.2.3. Voie du RAS/RAF/MAPK

Cette voie est dérégulée dans de nombreux cancers dont le cancer colorectal. Cette
dérégulation peut étre déclenchée soit par I’activation des récepteurs membranaires comme
I’EGFR, ou bien suite a la survenue des mutations somatiques au niveau des génes codant
pour la protéine RAS (Figurel0) ; [38].

Des mutations de KRAS ont été observées a tous les stades du cancer colorectal, y
compris des microadénomes [39], des polypes hyperplasiques [40], dans 40 a 50% des
adénomes et 40 a 50% des cancers [39,41]. Elles ont été trouvéees dans de grands adénomes,

indiquant qu’elles sont li€es a la croissance anormale dans la cancérogénese.

Figure 10: La voie RAS/RAF/MAPK altérée dans le cancer colorectal [42].

1.5.2.4. Voie p53

Les genes cibles de TP53 jouent un role crucial dans la régulation négative du cycle
cellulaire, dans I'apoptose et dans la réparation de I'ADN [43]. Le géne TP53 est muté dans
environ la moitié des cancers colorectaux LOH+ (Loss of Heterozygosity). La voie p53 est

inactivée par perte alléligue ou mutation ponctuelle du gene TP53 dans les tumeurs CIN.

13
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D’autre part, le géne BAX est le sicge d’altération dans pres de 50% des tumeurs MSI+
[44,45].

I
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~

Eiebaranon de I‘A-DEJ

Figure 11: Voie P53 altérée dans le cancer colorectal [45].

Le gene suppresseur de tumeur p53 est muté dans environ 50% des cancers humains
dans le monde [46]. Bien qu’il ait semblé avoir une activité cancérigene apres la premiére
identification, il a été prouvé par la suite que P53 est un géne suppresseur de tumeur muté

dans le cancer colorectal [47].

1.6. Dépistage du cancer colorectal

Le dépistage du CCR s’appuie sur trois niveaux de risque : moyen, élevé ou tres élevé, et
a chaque niveau correspondent des recommandations adaptées de dépistage et de suivi. Il se
déroule en deux temps: la réalisation d'un test immunologique et d'une coloscopie en cas de
positivité du test (Tableau 4). L’objectif du dépistage est de détecter une lésion a un stade

précoce, cancéreuse ou précancéreuse et potentiellement curable [48].

14
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Tableau 4: Modalités de dépistage de cancer colorectal dépendent du niveau de risque
[15].

Niveau de risque Modalités du dépistage

Personnes 4 risque moyen Test immunologique de recherche d'un saignement occulte dans les selles (OC-sensor®) tous les
Age> 5 ans 2 ans entre 50 et 74 ans

Personnes i risque élevé Coloscopies tous les 3 2 5 ans en fonction de la pathologie sous-jacente
Antécédent personnel d adénome
ou de CCR
Antécédent familial d'adénome ou
de CCR
MICI
Acromégalie

Personnes 4 risque trés élevé Coloscopies tous les 122 ans
Polypose adénomateuse familiale
Syndrome de Lynch

1.7.Diagnostic

Le diagnostic a pour objectif d’une part, de confirmer la présence ou I’absence d’un
cancer, de déterminer son type histologique et d’autre part, il permet I’identification du stade

et du siege de cancer afin d’élaborer un plan de traitement adapté [48 ,49].

1.7.1. Interrogatoire et examen clinique

L’interrogatoire permet non seulement de préciser les antécédents carcinologiques
personnels et familiaux a la recherche d’une maladie héréditaire mais aussi il a pour but

d’évaluer I’état général du patient [50].
1.7.2. Examen complémentaire

1.7.2.1. Coloscopie totale

C’est un examen nécessaire au diagnostic du cancer colorectal. Des examens
anatomopathologiques sont réalisés a partir de prélevements biopsiques afin de confirmer le
diagnostic. Dans 30% des cas, la coloscopie détectera les polypes qui peuvent étre retirés

pour éviter leur transformation maligne [51].

15
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1.7.2.2.Examens biologiques

» Bilan standard

Des examens systématiques sont généralement effectués via évaluation de la fonction
rénale (clairance a la créatinine) et hépatique. Des mesures plaquettaires, La Numération
Formule Sanguine (FNS) et un bilan lipidique (LDH, Lactate déshydrogénase) sont également
nécessaires. Toutefois, des examens optionnels prouvent étre demandés selon les besoins

pour bilan préthérapeutique en fonction de 1’age et de I’état clinique du patient [52].
» Marqueurs tumoraux

Lors d’un bilan initial d’un cancer colorectal, il faut faire un dosage de certains
marqueurs notamment les GICA (Gastro-Intestinal Carbohydrate Antigen) ou I’ACE

(Antigéne Carcino-embryonnaire) voire méme le CA 19-9 [8,52].
» Imagerie

L’imagerie permet de préciser la localisation des métastases a partir d’une échographie

hépatique et une radiographie pulmonaire ou un scanner thoraco-abdo-pelevien [53].

1.8. Prise en charge thérapeutique du cancer colorectal

1.8.1. Chirurgie

C’est une composante majeure de la prise en charge thérapeutique consiste a supprimer
la portion du cbdlon ou du rectum atteinte par la tumeur en respectant une marge saine. Le
prélevement et I’analyse des ganglions lymphatiques locaux sont essentielles pour décider le

traitement le plus adéquat [54].
1.8.2. Radiothérapie

Une radiothérapie est proposée selon le type de cancer, son stade d’évolution et 1’état
général du patient. Cette approche thérapeutique vise a détruire la totalité des cellules

cancéreuses et donc réduire la taille de la tumeur pour devienne plus facile a enlever [55].
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1.8.3. Chimiothérapie

La chimiothérapie est 1’administration d’un médicament cytotoxique au patient pour

détruire les cellules cancéreuses. En cas de cancers métastatique,

elle peut étre associée a une thérapie ciblée [56].
1.8.4. Thérapie ciblée

Pour les cancers colorectaux avancés, une thérapie ciblée peut étre associée a une
chimiothérapie. En ce qui concerne les thérapies ciblées, plusieurs médicaments sont utilisés a
savoir [57,58] :

+ Bévacizumab
I agit contre le facteur VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) qui est
nécessaire a la tumeur cancereuse pour synthétiser leurs propres vaisseaux

sanguins pour se nourrir.

+ Aflibercept

Il possede le méme mécanisme d’action que le bévacizumab.

4+ Cétuximab et Panitumumab

Certaines cellules cancéreuses utilisent le facteur de croissance EGF (pour
Epidermal Growth Factor), qui favorise leur développement par ’accélération de
leur division en se fixant a la surface des cellules, grace a la présence des
récepteurs spécifiqgues EGFR. Ces deux médicaments agissent sur ce mécanisme
en se fixant eux-mémes sur ces récepteurs EGFR, ce qui blogue ce mécanisme.
Cependant, il faut réaliser une évaluation de la mutation génétiqgue RAS avant ce
type de traitements, car les patients qui sont mutés au niveau du géne RAS ne

pourront pas réagit avec le traitement par anti-EGFR.
1.9. Facteurs pronostiques

Les facteurs permettant de prédire le pronostic du cancer colorectal local reposent
principalement sur la classification TNM, qui est nécessaire mais pas suffisante. Sur ce,
d’autre facteurs morphologiques peuvent étre introduire, mais leur utilisation en pratique

clinique doit étre vérifiée prospectivement. Parmi les parametres moléculaires, seul le statut
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MSI est utilisé pour le cancer de stade Il. D’autre paramétres, tels que le statut de mutation

BRAF qui définit la population cancéreuse agressive, peuvent étre un candidat potentiel [59].

Les caractéristiques moléculaires peuvent décomposer les stades locaux en identifiant plus
précisément les patients présentant un risque élevé et faible de récidive. La réponse
immunitaire correspond aux facteurs liés a 1’hote, compléte les facteurs pronostiques liés a la
tumeur et semble trés prometteuse. Ces facteurs candidats nécessitent des études de
reproductibilité et moléculaires de validation prospective pour étre intégrés dans la pratique

clinique [60].
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1. Instabilité microsatellitaire et cancer colorectal

11.1. Phénotype d'instabilité microsatellitaire (MSI)

L’instabilité des séquences répétées du génome (appelées microsatellites) est l'une des
principales voies carcinogénétiques du cancer colorectal (CRC), qui résulte de la défaillance
du systeme de détection et de réparation de mésappariement des bases azotés de I’ADN a
savoir le systeme MMR (MisMatch Repair). Les cancers MSI sont fréquents chez I’homme et

peuvent étre héréditaires ou, le plus souvent, de survenue sporadique [25].
11.2. Systtme MMR (MisMatch Repair)

Le systtme MMR désigne un systétme de reconnaissance et de réparation des
mésappariements de I'ADN. Il est constitué principalement de quatre genes clés identifiés a
ce jour chez ’homme qui sont : mut L homologue 1 (MLHI1), mut S homologue 2 (MSH2),
mut S homologue 6 (MSH6) et postmeitotic segregation increased 2 (PMS2) ; [61].

Figure 12 : Immunohistochimie des quatre protéines MMR observées par un microscope
optique (G X 200) ; [62].

Cette figure illustre un exemple d’une perte d’expression isolée de PMS2 dans un CCR, avec
conservation des protéines MLH1, MSH2 et MSH6.
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Les genes préalablement cités codent pour des protéines qui agissent sous forme d’un

hétérodimére a savoir [63] :

% L’ hétérodimére MSH2 et MSH6 (mutSa) : va initier le systéme de réparation en
identifiant I’erreur de mésappariement.

% L’hétérodimére MLH1 et PMS2 (MuLa) : qui est recruté aprés le changement
conformationnel ATP-dépendant. Ce recrutement permet d’éliminer plusieurs bases du

brin néo-synthétisé a I’aide d’un exonucléase qui assure le bon appariement.

ADP
hMLH1 hPMS2

hMuSg MMSH2 hMSHE hMutLo

Single
mismatch
e

Figure 13 : Représentation du systeme MMR [64] .

Le recrutement des ces protéines permet de diriger 1’exonucléase qui élimine quelques bases du brin
néo-synthétisé. Ensuite, La réplication peut étre reprise avec l'appariement de bases correct. Lorsque
le systéme MMR échoue il provogue un phénotype tumoral spécifique appelé« phénotype RER
(Réplicative ErroR » ou « phénotype dMMR (deficient MisMatch Repair)».

La deficience de systeme MMR (phénotype dMMR) entraine un phénotype tumoral qui va
se traduire par une instabilité de séquences hautement répétées du génome, c’est le phénotype

MSI [65].
11.3. Phénotype MSI et survenue du cancer colorectal

11.3. 1. MSI et cancers colorectaux sporadiques

Les CCR de phénotype MSI peuvent se développer dans un contexte sporadique (dans 2/3
environ), sans agrégation familiale. C’est en effet, le cas de 10 a 15% ou ’anomalie principale

est une inactivation somatique du gene MLH1 de systeme MMR, par hyperméthylation des
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flots CpG dans le promoteur [66] ou bien par mutation bi-allélique de géne lui-méme [66,
67]. Les CCR MSI souvent observés chez les femmes et chez les fumeurs et sont caractérisés
par un age plus tardif au diagnostic. Ils sont localisés le plus souvent au niveau du colon

droit, de tumeurs de haut grade (peu ou indifférenciées) et de type mucineux [68-70].
11.3. 2. MSI et cancers colorectaux héréditaires

Plus rarement, dans environ 2 a 5% des CCR, l’instabilité microsatellitaire est la
conséquence d’une altération germinale ou constitutionnelle de I’un des génes MMR qui va se
développer dans le cadre de deux syndromes : syndrome CMMRD (pour constitutive MMR-

deficiency syndrome) et syndrome de Lynch [71].

4+ Syndrome CMMRD

Il concerne les patients ayant des mutations germinales bi-alléliques de I'un des génes du
systtme MMR (par ordre de fréquence : PMS2, MSH6, puis MLH1, MSH2), (Figureld) ;

[72].
" m MLH1
m MSH2

m MSH6
m PMS2

Figure 14 : les génes impliqués dans le syndrome CMMRD [72].

+ Syndrome de Lynch

Il concerne les patients ayant des mutations mono-alléliques pathogenes de 1’un des
genes de systeme de mésappariement MMR. Les génes affectés englobent le MLH1
(dans 50% des cas), le MSH2 (40%), le MSH6 (7%) ainsi que le PMS2 (2%) ; [73].
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Les altérations de MMR peuvent étre de grands réarrangements génomiques (grandes
insertions ou délétions, duplications ou inversions) ou des altérations plus locales (petites
insertions/délétions en phase ou substitutions). Les altérations les plus fréquentes sont des
substitutions, donc elles représentent 63% des variations détectées sur le gene MLH1, 55%
sur MSH2, 58% sur MSH6 et 70% sur PMS2 [74] .

L’inactivation du géne MSH2 est le résultat des délétions germinales du dernier exon du
géne TACSTD1 (tumor-associated calcium signal transducerl) codant pour la protéine
EpCAM (Epithelial Cell Adhesion Molecule) (Figure 15);[62, 75].

2% 1%
- 7% m MLH1
m MSH2
" MSH6
m PMS2
m EPCAM

Figure 15: les genes impliqués dans le syndrome de lynch [76].

La mutation du gene BRAF est observée dans 5 a 10% des cas et il s’agit dans plus de
95% des cas de la mutation BRAF V600E (mutation de type transversion T>A, entrainant un
changement d’acide aminé en position 600 ou une valine (V) devient un acide glutamique (E)
[77]. Cette derniére est présente dans 60% des CCR MSI sporadiques et elle est
mutuellement exclusive des mutations de RAS. Cette mutation est plus souvent retrouvée

dans les cancers MSI associés au syndrome de lynch [78].
I1.4. Détermination du statut MSI

A I’heure actuelle, le statut MSI d’une tumeur est trés fréquemment recherché chez les
patients atteint un cancer colorectal [79]. Cet examen présente un double intérét dans la
mise en évidence d’un CCR. Il permet d’une part, d’identifier, ou de contribuer a identifier,
les patients a risque pour le syndrome de Lynch et le CMMRD (tumeurs MSI héréditaires) et

d’autre part, il représente a un stade métastatique, un critére d’orientation thérapeutique car
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les patients présentant un cancer MSI métastatique sont désormais candidats pour étre traités
par de nouvelles thérapies telles que I’immunothérapie [80].

La détermination du phénotype MSI peut s’effectuer par deux méthodes fortement

corrélées : I'immunohistochimie(IHC) et la biologie moléculaire par la technique PCR.

I1.4. 1. Technique d’immunohistochimie

Elle représente une bonne alternative au génotypage. Les mutations génétiques ou
épigénétiques au niveau des genes MMR, conduisent le plus souvent a une perte de fonction
et d’expression des protéines MMR. Cette technique s’appuie principalement sur des
anticorps monoclonaux dirigés spécifiquement contre les protéines hMLH1, hMSH2,
hPMS2 et hMSHS [62].

La perte d’expression de I'un des deux protéines hMLH1 et hMSH2 est exclusive. En
revanche, en cas de perte d’expression de hMLH1, une perte de hPMS2 est accompagnée. En
cas de perte de hMSH2, une perte conjointe de hMSHG6 sera toujours observée. Il existe
toutefois de rares cas de perte isolée de hPMS2 ou de hMSH6 [81].

La répression des protéines hMSH2, hMSH6 et hPMS2 est un bon argument pour une
origine constitutionnelle ainsi que la perte d’expression de hMLH1 peut étre liée soit a une
hyperméthylation de son promoteur (CCR sporadique), soit a une mutation constitutionnelle
(CCR héréditaire), (Figure 16). A fin de discriminer une origine sporadique ou une origine
héréditaire, I’IHC devra donc étre complétée par une recherche d’hyperméthylation du
promoteur du géne MLH1 (Figure 17) ; [82].
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Test moléeulaire instabilité microsatellitaire (MSI)
et fou
Techniques d'THC sur les 4 protéines MMR

;

Instabilite microsatellitaire (MSI) ou perte d"expression
d'une ou deux protéines

Tumeur MSI +
perte d’expression des protéines MLHI et PMS2

S~

Recherche de
mutation de BRAF
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BRAF non BRAF mute

muté

Tumeur MSI +
perte d'expression de MSH2 et MSH6

OU perte d"expression isolée de MSH6
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Recherche d"hyperméthylation du promoteur de
MLH1 *

‘ Consultation d’oncogénétique }~—| Pas d’hyperméthylation |

Figurel6 : Algorithme du diagnostic moléculaire du syndrome de Lynch [83].

L’analyse de la composition des genes MMR est longue et cofiteuse.

Par

conséquent, cela ne s’applique qu’aux personnes atteintes de CCR avec statut MSI et

sans mutation somatique dans le gene BRAF et sans hyperméthylation du promoteur du

gene MLH1 [83].

Figure 17 : Observation microscopique de I’expression immunohistochimique des protéines
MMR illustrant une perte d’expression conjointe de hMLH1 et hPMS2 (G X 200) ; [74].
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L’IHC est une technique peu onéreuse et particulicrement sensible, (plus de 90%
sensibilité) pour détecter la déficience du systeme MMR et la protéine défectueuse, cela peut
guider les généticiens pour séquencer les génes MMR. Cependant, cette technique peut ne
pas étre fiable notamment dans le cas de mutations faux-sens qui est responsable de la perte
de fonction et donc, aucune expression protéique ne peut étre détectée [74].

11.4. 2. Technique PCR (polymerase chain reaction)

La technique PCR utilise un panel (teste Pentaplex) qui repose sur la co-amplification de
5 marqueurs microsatellites dans I’ADN tumoral et permet d’identifier de manicre spécifique,
sensible et simple le phénotype MSI d’une tumeur. Cette méthode nécessitant la comparaison
de ’ADN tumoral a un ADN sain, permet de tester 5 microsatellites dont la longueur est
conservée avec un haut niveau de fidelité. Dans la population mondiale, ’analyse de BAT-25,
BAT-26, NR-21, NR-22, NR-24 ou de NR27 a été recommandée (figurel8) ; [84]. Elle
consiste a detecter le statut MSI directement a partir du sang des patients (détection d’ADN
tumoral circulant sans nécessité d’un acces direct a la tumeur), sans nécessité de recourir a
une analyse comparative de I’ADN constitutionnel. Pour retenir le phénotype MSI dans la

tumeur, il faut tester au mois 3 des 5 marqueurs microsatellites [25].

‘ G
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NR27 NR21 NR24 BAT2S BAT26

Figure 18 : Amplification des 5 microsatellites de la Pentaplex par PCR [85].
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Comme clairement illustrée, les 5 microsatellites du Pentaplex ont été amplifiés par
PCR, puis ont migré sur le capillaire et détectés grace a la fluorescence des amorces. Dans la
plupart des cas, I’instabilité des microsatellites entraine le raccourcissement des séquences

répétitives de I’ ADN tumoral (indiquée par des fleches) par rapport a I’ADN normal [86].
I1.5. Traitement

11.5. 1. Chimiothérapie

L’étude du statut MSI est nécessaire pour les patients atteints de cancer colorectal [87,88].
Les données de la littérature sont unanimes vis-a-vis du bon pronostic des cancers du colon de
stade 11 de phénotype moléculaire MSI [88-90]. Ces informations sont généralement utilisées
afin de discuter I’indication d’une chimiothérapie adjuvante pour un patient opéré de cancer
colorectal de stade Il qui présente des facteurs de mauvais pronostic. Quel que soit le statut
MSI, une chimiothérapie est associée avec 1’oxaliplatine et une sluoropyrimibine est
recommandée dans les CCR de stade 3 avec indication a une chimiothérapie adjuvante
[90,91].

11.5.2. Immunothérapie

Les CCR de phénotype MSI, que ce soit héréditaires (lynch) ou sporadiques,
représentent une forte prévalence mutationnelle et une forte infiltration lymphocytaire
(lymphocytes T). Plusieurs traitements peuvent étre indiqués afin de stimuler I’immunité des

patients atteints de cancer colorectal avec phénotype MSI a savoir [89-95] :

» Pembrelizumab
C’est un anticorps monoclonal (AC) Anti PD-1 qui est administré chez des patients
qui donnaient un temps de réponse de 52% dont 21% de réponse complet.
» Nivolumab
C’est un autre AC Anti PD-1 qui est utilisé pour le traitement pour 69% de contréle
de la maladie avec 31% de réponse.
> lpilimumab
C’est un autre AC Anti CTLA-4 utilise en collaboration avec nivolumab permettait

80% de tout de contrdle tumoral.
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Les inhibiteurs de checkpoints immunitaires different selon leurs efficacités, ce qui ils
s’agissent d’un cancer colorectal sporadique, syndrome de lynch ou métastasique de statut
MSI (Figure 19) ; [96].

» Immunité anti-tumorale, check point immunitaire (ICK) et thérapie anti-ICK

Comme clairement démontré sur la figure 19, deux phases peuvent étre distinguées

suivant I’administration de thérapie Anti-ICK aux patients atteints de cancer colorectal.
+ Phase d’initiation

Au cours de cette phase, le lymphocyte T initie la réponse immunitaire par la
reconnaissance par le TCR (T Cell Receptor) de peptides antigéniques présentés a la
surface des cellules présentatrices d’antigenes via le Complexe Majeur
d’Histocompatibilit¢ (CMH). Cette reconnaissance n’est pas suffisante a I’activation
du lymphocyte et des signaux de co-stimulation, médiés par I’interaction entre le
récepteur CD28 du lymphocyte et le ligand B7 de la cellule dendritique qui sont
nécessaires pour sa maturation. Le ligand B7 peut également interagir avec le
récepteur CTLA-4 présent a la surface du lymphocyte, ce qui conduit a son inhibition.
En contexte immunologique, ce mécanisme permet de moduler la réponse immunitaire

afin que sa durée et son intensité ne soient pas dommageables pour 1’organisme.

4+ Phase d’activation

Durant cette phase, le couple récepteur PD-1 (lymphocyte) / ligand PD-L1 (cellule
tumorale) suit le méme mécanisme, pendant la phase d’activation dans les tissus
périphériques. Les anticorps anti-CTLA-4 et anti-PD-1/PDL1 bloquent I’interaction
entre les récepteurs et les ligands, empéchant donc la signalisation d’inhibition de la
réponse immunitaire. Les lymphocytes activés reconnaissent a nouveau les cellules

tumorales et engagent la fonction de défense contre ces dernieres.

27



Rappel bibliographique Instabilité microsatellitaire et cancer colorectal

B. Phase d'activation
(tissus périphériques)

A. Phase d'initiation
(ganglion lymphatique)
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Figure 19:Immunité anti-tumorale, check point immunitaire (ICK) et thérapie anti-ICK
[96].
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Partie 11 Matériel et méthodes

Objectifs

La visée fondamentale de notre étude est de:

+ Estimer la fréquence du cancer colorectal au sein du service d’anatomie pathologique du
CHU lIsaad Hassani de Beni Messous.

+ Faire  ressortir  certaines  particularitées  épidémiologiques,  cliniques et
anatomopathologiques de ce type de cancers.

+ Déterminer le statut MSI des cancers colorectaux.

# Démontrer le réle du phénotype MSI dans I’orientation de la démarche thérapeutique.

I11. 1.Matériel

I11. 1.1.Matériel biologique

Vingt-huit blocs de paraffine issus de biopsies coliques et de pieces opératoires de
patients atteints du cancer colorectal, réalisés et archivés au sein du laboratoire d’anatomie
pathologique du centre Hospitalo-universitaire Isaad Hassani de Beni Messous, ont fait ’objet

de la présente étude.

Mis a part I’examen histologique et afin de confirmer le diagnostic du cancer colorectal,
les cas inclus dans la présente étude ont bénéficié d’une analyse immunohistochimique au
moyen des anticorps MLH1, PMS2, MSH2 et MSH6.

I11. 1. 2. Matériel non biologique

Une variété d’appareillages et de réactifs étaient indispensables a la réalisation de notre

étude. L’ensemble du matériel est clairement démontré dans ’annexe 1.
I11. 2.Méthodes

L’¢étude qu’on a menée sur le cancer colorectal comportait deux principaux volets en

I’occurrence, une enquéte épidémiologique rétrospective et une étude anatomopathologique.
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I11. 2. 1. Enquéte rétrospective

Il s’agit d’une étude rétrospective ciblant les patients atteints de cancer colorectal,
recensés dans le laboratoire d'anatomie pathologique du Centre Hospitalo-universitaire Isaad
Hassani de Beni Messous, durant la période comprise entre le 1* Janvier 2018 et le 31 Mars
2021. L’étude menée a porté sur 151 cas atteints de cancer colorectal, dont I’age varie de 20 a

79 ans.

Les patients inclus dans cette étude, sont ceux dont le diagnostic de cancer colorectal s'est
confirmé par les techniques immunohistochimiques. Toutefois, ceux diagnostiqués en dehors

de notre période d’étude ou dont les dossiers €taient inexploitables, ont été exclus.

Les données concernant 1’age et le sexe des patients ainsi que ’aspect macroscopique,
histologique et la classification de la tumeur ainsi que d’autres paramétres jugés utiles pour
cette étude, ont été retenus a la suite de l'examen des dossiers medicaux. L'analyse des

donnees, les calculs et les illustrations graphiques ont été réalises par le logiciel Excel 2007.
I11. 2. 2. Etude anatomopathologique

L’étude anatomopathologique a été menée au sein du laboratoire d’anatomopathologique
du CHU de Beni Messous, durant la période allant du 13 Mars au 10 Mai 2021.L’étude
prospective a été faite sur 28 cas via une analyse histologique et immunohistochimique par
plusieurs anticorps a savoir, MLH1, PMS2, MSH2 et MSH6, en vue de confirmer le

diagnostic du cancer colorectal.

Le protocole adopté pour 1’étude anatomopathologique, s’est opéré en plusieurs étapes.

111.2.2.1. Prélevements tissulaires

Il s’agit principalement de prélévements d’hémicolectomie realisé par le médecin

spécialiste.

111.2.2.2. Analyse anatomo-pathologique

Le diagnostic anatomo-pathologique découle d’une cascade d’étapes interdépendantes.
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111.2.2.2.1.Examen histologique

L’examen histologique représente 1'étape cruciale de 1’analyse anatomopathologique.
Dans notre étude, cette analyse déterminante comportait plusieurs étapes permettant

I’affirmation ou non du diagnostic de malignité.

A) Fixation

La fixation représentait une étape importante et essentielle dans la détermination de la
qualité de tout le processus du diagnostic et la rapidité du résultat. Elle a permis de garder les
structures tissulaires a étudier dans un état aussi proche que possible de 1’état vivant. La durée
de fixation de 24h a 72h a dépendu principalement de la taille du prélévement. Au cours de
cette phase, il a fallu utiliser une quantité suffisante de fixateur afin qu’il soit 10 fois plus
volumineux que la piece. Les piéces recues ont eté fixées dans un fixateur, le formaldehyde

(HCHO a 10 %, pH = 4), en raison de ses bonnes qualités de fixation et de conservation.

B) Analyse macroscopique

L’étude macroscopique se base sur 1’observation a 1’ceil nu de toute altération tissulaire.
Ce type d’analyse a été pratiqué par un médecin pathologiste. L’examen macroscopique s’est

effectué en se basant sur plusieurs étapes :

+ Orientation de la piéce d’hémicolectomie qui dépend des repéeres mis sur le
prélevement par le chirurgien.

Mesure de la piéce recue (largeur, longueur, diamétre).

Palpation, description et analyse visuelle de la piéce opératoire.

Encrage des limites chirurgicales de la piece a ’aide d’une encre de chine.

-+ + ¥

Découpage des prélevements en tranches fines pour les mettre dans des cassettes en
plastique immatriculées selon le numéro du patient puis les plonger dans un bac a

formol a 10%.

C) Déshydratation

Cette étape a été effectuée a I’aide d’un automate Leica comportant 12 bacs en cercle:6
bacs d’éthanol a différentes concentrations (50°, 60°, 70°, 80°, 90°, et 100°),
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Passant ensuite par du xyléne, un mélange de xyléne et paraffine et enfin par 2 bacs de
paraffine fondue. Le cycle dure d’environ 12h et tout cela pour remplacer l'eau des

préléevements par I'alcool pour permettre leur intégration dans la paraffine.
D) Enrobage

Etait 1’étape d’inclusion et de mise en bloc des différents prélevements au sein des
moules et les remplir de paraffine. Ensuite, les préléevements ont été refroidis et démoulés,

afin de les mettre dans un congélateur et 1’obtention de blocs de paraffine.
E) Préparation des coupes et séchage

Des coupes fines de 1 um ont été réalisées grace a un microtome pour obtenir des rubans
tissulaires. Ces derniers ont été étalés sur des lames codées remplies d’eau distillée et placées
sur une plagque chauffante a 50 °C. Les lames ont été organisées dans un portoir et mises dans

une étuve pour le séchage a 90°C pendant 30 minutes.
F) coloration

La coloration était cruciale dans ’analyse histopatholoique. Elle a été entamée par la
mise en place des lames dans trois bains de xyléne pendant 5 min. Par la suite, les coupes ont
¢été réhydratées dans trois bains d’alcool avec des concentrations décroissantes (100°, 90-80°
et 70°). Ensuite, la coloration de routine a I’ hématoxyline éosine (HE) qui a été effectuée par
un passage dans un bain d’hématoxyline pendant 5 min pour la coloration des noyaux en
bleu/violet suivis par un lavage a l'eau courante. Puis, les lames ont été mises dans un bain
d’éosine pendant 5 min pour colorer le cytoplasme en rose puis rincage a 1’eau. Les lames ont
¢été soumises ensuite a deux bains d’alcool croissants puis mises dans 3 bains de xylénes pour

éclaircissement.
G) Montage et observation microscopique

Cette étape consiste a recouvrir les lames par les lamelles en utilisant une résine
synthétique « Eukitt » (colle biologique). Les lames séchées a I’air ont été ensuite examinées
au microscope optique a différents grossissements (X4, X10, X40 et 100) puis interprétées par

le médecin pathologiste.

31



Partie 11 Matériel et méthodes

111.2.2.2.2. Etude immunohistochimique

L’immunohistochimie (IHC) est tres largement utilisée avec de multiples indications
diagnostiques, pronostiques et thérapeutiques a savoir la classification précise de nombreuses
tumeurs. Cette technique d’histologie permet la localisation des protéines données dans un
tissu par la détection d'antigénes grace a un anticorps primaire spécifique a 1’épitope, puis la
révélation par un deuxiéme anticorps couplé a une enzyme. La réaction colorée est révélée

par la suite et visualisée par le microscope.

La méthode immunoenzymatique appliquée dans cette étude était de type indirect. La
technique d’IHC s’est déroulée en plusieurs phases decrites ci-dessous :

A) Préparation des coupes

Les blocs de paraffine déja préparés et archivés dans le laboratoire, ont été par la suite
récupéreés afin de réaliser des coupes de 1a 2 um. Par la suite, une fixation a été effectuée sur
des lames silanisées pour garantir la résistance a la chaleur. Ces dernieres ont été séchees,

déparaffinées et réhydratées par 1’alcool [ 100-90-80] puis rincées a I’cau distillée.

B) Démasquage thermique

Cette étape visait a demasquer le site antigénique (épitope) a I’aide d’un tampon de
démasquage TRS (Target Retrieval Solution) concentré a 50 fois. Les échantillons émergés
dans cette solution ont été exposés a la chaleur a 96 -98°C générée par un bain-marie,

pendant une durée de 40 minutes.

C) Refroidissement et lavage

Les lames ont été récupérées et refroidies a tempeérature ambiante pendant 20 minutes,
ensuite lavées par un tampon de lavage TBS-T (tris-buffer saline solution containing tween)

concentré a 20 fois.

Un stylo « Dako Pen » a été utilisé pour encercler 1’échantillon et fournir une barriere
aux liquides (ex: solution d’AC) pour limiter la diffusion des réactifs. Ensuite, les lames ont

été placées sur une gaze mouillée.
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D) Blocage des peroxydases endogénes

Cette étape a été entamée par I’ajout de 1’ H202 (peroxyde d’hydrogéne) sur la zone
délimitée et I’incubation pendant une période de 5 minutes. Ensuite, un lavage a été
effectué via passage par trois bains de TBS-T. Cette étape avait pour but de bloquer I’effet

du peroxyde d’hydrogéne sur la réaction immunohistochimique.
A) Incubation avec I’anticorps primaire

Une incubation avec 1’anticorps primaire a été faite (Anti MSH2, Anti MSHG6, Anti
MLH1et Anti PMS2) pendant 40 minutes suivie d’un lavage dans 3 bains de TBS-T.

E) Incubation avec I’anticorps secondaire

Une incubation avec [I’anticorps secondaire (polymeére d’enzyme) s’attachant
spécifiquement a I’anticorps primaire a été réalisee, pendant 40 minutes. Cette étape a été

suivie d’un lavage des lames avec le TBS-T trois fois, pendant 5 minutes chacun.
F) Révélation

La révélation a été effectuée grace a I’ajout de quelques gouttes de chromogéne DAB
(3,3diaminobenzidine) avec 1ml de substrat et I’incubation pendant 30 minutes a
température ambiante, pour la mise en évidence d’une réaction Ac-Ag qui se manifeste
par I’apparition d’une couleur marron. Enfin, un ringage des lames a été fait a I’eau

distillee.
G) Contre coloration

La contre coloration a été réalisée par le plongement des lames dans un bain
d’hématoxyline de Mayer pendant 3 minutes pour colorer en bleu violet (noyaux et
cytoplasme) le reste des échantillons qui n’a pas était coloré par le chromogene DAB .

Enfin, un rincage a I’ecau du robinet a été effectué.
H) Montage et observation

Apres avoir recouvert les différents étalements histologiques par des lamelles grace a

I’Eukitt, un séchage a l'air libre, a été fait.
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1) Lecture et interprétation microscopique

La derniére étape de I’immunohistochimie était la lecture qui a été faite a 1’aide d’un
microscope optique a différents grossissements, par le médecin pathologiste. Celui-ci a rédigé

par la suite, un compte rendu basé sur ’interprétation des résultats.
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V. Résultats et discussion

Dans cette partie, les résultats atteints sont présentés, sous forme de graphes et de

tableaux, interprétés et discutés selon la bibliographie.
IV. 1.Enquéte rétrospective

Au total 151 cas de cancer colorectal (CCR) ont été recensés au sein du service
d’anatomie pathologique du CHU de Beni Messous, durant la période du 1* janvier 2018 au
4 avril 2021.

IVV.1.1.Caractéristiques epidémiologiques, cliniques et
anatomopathologiques des patients atteints de cancer colorectal

A) Répartition des cas selon I’année de recrutement

Durant notre période d'étude, 151 cas incidents de cancer colorectal ont été diagnostiqués
avec un nombre important de 66 cas (43.7 %) au cours de ’année 2019 suivis de 44 cas
(29.1 %) pendant I’année 2020 et 27 cas (17.8 %) en 2018. Enfin, on dénombre 14 cas
seulement (9.2 %) en 2021. La moyenne d’incidence du cancer colorectal a été estimée a

37 cas (Figure 20).
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Figure 20 : Répartition de cas selon lI'année de recrutement.
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La moyenne obtenue est due probablement a la sensibilisation de la population vis a vis du
cancer colorectal rendant le diagnostic trés frequent et plus accessible.

B) Répartition des cas par sexe

La répartition des cas par sexe a révélé une préedominance masculine avec 88 cas (58.2 %)

par rapport & 63 cas (41.7 %) notés chez les femmes. Le sex-ratio homme/femme était de 1,35
(Figure21).

B homme

B femme

Figure 21 : Répartition des cas par sexe.

Nos résultats concordent avec ceux obtenus par McCabe et al [97] et par Nayek et al
[98] qui ont trouvé une prédominance masculine de 56% et de 60.6% avec respectivement un
sex-ratio de 1.28 et de 1.53. D’autre part, nos résultats étaient supérieurs a ceux notés par

Kassem et al [99] qui ont révélé un sex-ratio de 0.58.

Ceci s’explique probablement par la consommation excessive d’alcool et de tabac , des
facteurs de risque importants du CCR, chez les hommes par rapport aux femmes qui sont

moins sujettes a cette pratique Steinmetz et al [100], EI Housse et al [101].
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C) Répartition des cas par tranche d’age

Dans notre étude, I’incidence du CCR était élevée apres 1’age de 50 ans et devient
encore plus importante chez les sujets agés entre 60 et 69 ans, avec 48 cas (31.7%). La
moyenne d’age était de 57.58 + 15.42 ans (Figure22).
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Figure 22: Répartition de cas par tranche d’age.

Nos résultats concordent avec ceux obtenus par Diarra [102], qui a trouvé que la
tranche d’age la plus touchée varie entre 51 et 60 ans caractérisant ainsi 20.4% des cas dont
la moyenne d’age était de 53.11 ans. Par ailleurs, nos résultats différent de ceux enregistrés
par I’étude de Pan et al [103] qui a révélé que la majorité des cas soit 74% avait un age de 50
ans tandis que, seulement 36% des cas étaient agés de moins de 50 ans. En outre, les résultats
obtenus par notre investigation différent de ceux enregistrés par 1’étude de Ben Youness

[104] qui a trouvé que 37% des cas étaient agés de moins de 50 ans.
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D) Répartition de cas selon I’Age par sexe

Selon nos résultats, I’age moyen des hommes était élevé par rapport a celui des femmes soit
63.08 +8.46 ans contre 62.40 +7.38 ans. De plus, nos données ont montré que le CCR survient

souvent chez le sujet agé de plus de 60 ans pour les deux sexes. Toutefois, la minorité des cas

Résultats et discussion

était enregistrée chez les patients agés moins de 39 ans, pour les deux sexes (Figure 23).
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Nos résultats sont contradictoires a ceux enregistrés par 1’étude Diarra [102] qui a noté
un pic dans la tranche d’age comprise entre 51 et 60 ans quelque soit le sexe. D’autre part,
I’é¢tude réalisée par Pennison [105] a révélé une moyenne d’age de 59.5 ans avec une
prédominance féminine soit 55% des cas. Néanmoins, ces résultats doivent étre confirmés par

des études épidémiologiques plus poussées justifiant ainsi ces constatations.

Figure 23: Répartition des patients selon 1’age par sexe.
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E) Répartition des cas selon le siége de la tumeur

Dans notre étude portant sur 151 cas de CCR, le siege de la tumeur le plus fréqguemment

touché était le colon droit caractérisant ainsi 29 % des cas (Figure 24).

3%

M colon droit
M colon gauche

M sigmoide

M transverse
M rectum
M recto-sigmoide

non montionné

Figure 24 : Répartition des cas selon le siege du CCR.

Nos résultats sont comparables a ceux rapportés par Kassem et al [99], qui ont trouvé
que 52.6% des cas présentaient un cancer du c6lon droit. En revanche, nos résultats sont
contradictoires a ceux obtenus par Nayak et al [98] et Atef et al [106] qui ont trouvé des

pourcentages respectifs de 77% et 53.7% relatifs aux cancers siégeant au colon gauche.

F) Répartition des cas selon le degre de différenciation

Les résultats obtenus par notre étude ont révélé une prédominance de I’adénocarcinome
bien différencié chez 84 % des cas par rapport a I’adénocarcinome moyennement différencié

noté chez 10 % des cas. Alors que, les CCR moyennement a bien différenciés et peu
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différenciés, ont caractérisé 3% et 2% des cas. Enfin, les adénocarcinomes peu différenciés a

moyennement différenciés ont été noté chez uniquement 1% des cas (Figure 25).
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différencié

Figure 25 : Répartition des cas selon le degré de différenciation.

Nos résultats sont similaires a ceux rapportés par plusieurs travaux démontrant que
I’ADK bien différencié est la variante la plus courante en termes de degré de différenciation.
En effet, nos résultats se rapprochent de ceux obtenus par Bedeuhene et al [107], Belhamidi
et al [108] et Lalosevic et al [109] qui ont trouvé que I’ADK bien différencié caractérise
respectivement 53.33%, 58.7% et 76% des cas.

G) Répartition des cas selon les stades de différenciation

Nos résultats révelent que 39% des cas présentaient des tumeurs de stade 11 (39%) tandis
que, 25% des patients avaient des tumeurs de stade 111 (figure 26).
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Figure 26: Répartition des cas selon les stades de différenciation.

Nos résultats sont similaires a ceux trouvés par Atef et al [106] qui ont noté une
prédominance des cas au stade Il (48%). En revanche, nos résultats sont contradictoires avec
ceux trouvés par Kassem et al [99] et Faury et al [110] qui ont enregistré respectivement
52.6% et 42.6% de cas au stade I1I.

H) Répartition des cas selon la classification PTNM

+ Selon le T-tumeur primitive

Nos résultats montrent que la majorité de nos patients soit 59% présentaient le T3 tandis
que, le T2, T4a et le T4b ont caractérisé respectivement 8%, 4%et 24% de I’ensemble des cas
(Figure 27).
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Figure 27: répartition des cas selon le T-tumeur primitive.

Nos résultats sont similaires a ceux obtenus par Kikuchi et al [111] qui ont constaté que
la majorité des patients soit 43.3% des cas présentait le T3. De plus, nos résultats se
rapprochent de ceux de Nayak et al [98] qui ont noté que le T3 était trouvé chez 50.9% des
cas. En revanche, Belhamidi et al [108] ont enregistré une prédominance du T2 chez 61.8%
des cas.

+ Selon le N-ganglions lymphatiques régionaux

Nos données révelent une prédominance du NO soit 47% des cas (Figure 28).
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Figure 28: Repartition des cas selon le N-ganglions lymphatiques régionaux.
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Nos résultats sont similaires a ceux rapportés par Kikuchi et al [111], Lalosevic et al
[109] et Nayak et al [98] qui ont décelé le NO chez respectivement, 52%, 57.5% et 49.8%

des cas.

I) Répartition des cas selon le traitement administre

thépapie ciblée

chirurgie

chimiothérapie capécitabine+rad
+radiothérapie iothérapie

Figure 29 : répartition des cas selon le traitement administré.

Nos résultats ont démontré que la majorité des patients en stade Il soit 33% des cas
ont recu a la fois la chimiothérapie et la radiothérapie. De plus, 51% des patients en
stade Il ont pris le Capécitabine comme agent chimiothérapeutique en association a
la radiothérapie. Toutefois, la minorité des cas soit 7% des patients (stade 1) ont fait
I’objet de chirurgie et 9% des cas présentant un cancer colorectal métastatique ont pu

bénéficier d’une thérapie ciblée.

Pour ce qui est des thérapies ciblées et en s’appuyant sur plusieurs travaux a travers le
monde, Cétuximab, Panitumumab, Encorafénib et Binifmétinib ciblant
respectivement le KRAS, le BRAF et le géne MEK sont couramment indiqués pour les

cas de cancer colorectal métastatique [112].
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J) Fréquence du phénotype MSI

ECCR OMSI

Figure 30: Fréquence du phénotype MSI.

L’analyse anatomopathologique des 151 patients, a permis de déceler la présence de 19%

de cas de CCR présentant un phénotype MSI.

Nos résultats different de ceux enregistrés par I’étude de Bécouam et al [113] faite sur
197 patients atteints de CCR qui a noté 34% de cas de CCR avec phénotype MSI.

IVV.1.2.Caractéristiques epidémiologiques, cliniques et
anatomopathologiques des cas présentant le phénotype MSI

A) Répartition des cas MSI selon I’année de diagnostic

Sur une période de quatre ans, 28 cas MSI ont été diagnostiqués avec un nombre
important de 14 cas (50%) au cours de I’année 2020 suivis de 9 cas (32%) pendant I’année
2019 et 3 cas (10.7%) en 2021. Enfin, on dénombre seulement 2 cas (7 %) en 2018. La

moyenne d’incidence de cas avec phénotype MSI a été égale a 7 cas (Tableau 5).
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Tableau 5: Répartition des cas MSI selon I’année de diagnostic.

Nombre de Cas 2 9 14 3
MSI

Nos résultats sont contradictoires a ceux obtenus par 1’étude McCabe et al [97] menée sur
61 cas de CCR avec phénotype MSI durant la période entre 2011 et 2015, qui a révélé que le

moyenne d’incidence était de 24.98 cas.
B) Repartition des cas MSI selon I’age par sexe

Toutefois, la minorité des cas MSI était enregistrée chez les patients agés entre 70 et 79
ans, pour les deux sexes. Pour la tranche d’age de moins de 39 ans, seuls les hommes ont été
enregistrés contrairement aux femmes qui ont été enregistrées uniquement dans la tranche

d’age moins de 79 ans (Figure 31).
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Figure 31: Répartition des cas MSI selon 1’age par sexe.
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Selon nos résultats, ’age moyen des femmes était plus élevé par rapport a celui des

hommes soit 62.96+2.62ans contre 56.52+0.95ans. De plus, nos données ont montré que le

phénotype MSI caractérise souvent le sujet agé de plus de 50 ans pour les deux sexes.

Nos résultats se rapprochent de ceux trouvés par Micelli Lupinacci [114] qui ont

enregistré une moyenne d’age de 69.94 ans. Par contre, I’étude réalisée par McCabe et al

[97] a révélée une moyenne d’age différente de celle obtenue par note étude soit 51 ans.

C) Répartition des cas MSI selon la localisation de la tumeur

Notre étude portant sur 28 cas de cancer colorectal avec phénotype MSI nous révele que

la majorité des patients soit 64.2% des cas avait un cancer touchant principalement le colon

droit et gauche (Figure 32).
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Figure 32: Répartition des cas MSI selon la localisation de la tumeur.

Nos résultats different de ceux trouvés par Cohen et al [125] et Atef et al. [106], qui

ont noté une prédominance du colon droit respectivement chez 50% et 73% des cas.
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D) Répartition des cas MSI selon le degré de différenciation

Nos résultats ont montré une prédominance de 1’adénocarcinome bien différencié

chez 75.86 % des cas MSI par rapport a I’adénocarcinome moyennement différencié noté

chez 17.85 % des cas. Alors que, seulement 3.44% des cas MSI avaient des

adénocarcinomes moyennement & bien différenciés. (Figure 33).
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Figure 33: Répartition des cas MSI selon le degré de différenciation.

E) Répartition des cas MSI selon le stade de difféerenciation

Nos résultats révelent que le stade Il était le plus fréguemment noté caractérisant ainsi

57.1% des cas tandis que, les stades Il et | ont été enregistrés respectivement chez 21.4% et

7.1% des cas (Figure 34).
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Figure 34: Répartition des cas MSI selon le stade de différenciation.

Nos résultats sont contradictoires a ceux trouvés par Cohen et al [116] qui ont trouvé
que la majorité des patients soit 47% des cas présentaient des cancers de stade 1V tandis que,
les stades Il et Il ont été noté respectivement chez 36% et 18% des cas. Par ailleurs, nos
résultats se rapprochent de ceux obtenus par Cohen et al [115] qui ont noté une prédominance

du stade Il qui a caractérisé 51.4% des cas.

F) Repartition des cas MSI selon la classification PTNM

4+ Selon le T-tumeur primitive

Selon nos résultats, la majorité des patients soit 75% des cas avaient le pT3 tandis que,
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Seulement 11% des cas avaient le pT4 (Figure 35).

Tl
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mT3
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B non montionné

Figure 35: Répartition des cas MSI selon le T-tumeur primitive.

Nos résultats sont similaires a ceux obtenus par Kassem et al [99] qui ont noté une
prédominance de T3 chez 90.90% des cas tandis que, seulement 9.09% des cas avaient le T4.

++ Selon le N-ganglions lymphatiques régionaux

Selon les résultats de notre étude, le NO a été principalement noté chez 75% des cas.

Alors que, N2 et le N1 ont caractérisé respectivement 14% et 4% des cas (Figure 36).
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Figure 36: Répartition des cas MSI selon le N-ganglions lymphatiques régionaux.

Nos résultats se rapprochent de ceux obtenus par Kassem et al [99] qui ont trouvé une
prédominance des patients présentant le NO soit 54% cas par rapport a 36.36% et 9% des cas

présentant respectivement le N1 et le N2.

G) Répartition des cas MSI selon I’expression et la répression des

biomarqueurs

Les résultats de notre étude révelent que les protéines MSH6, MSH2, PMS2 et
MSH2/MSH6 étaient surexprimés chez respectivement 89.28% ,82 .14% et 75% des cas.
Alors que, MLH1 et MLH1/PMS2 étaient faiblement exprimées respectivement chez 57.14%
et 60.71% des cas. Enfin, 28.57% des cas avaient une MLH1 la plus réprimée, tandis que, la

MSHG6 était la moins réprimée chez seulement 7.14% des cas (Figure 37).
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Figure 37: répartition des cas MSI selon I’expression des protéines MMR.

Nos résultats sont contradictoires a ceux obtenus par Nayak et al [98] qui ont noté que
la majorité des cas soit 92.2 % expriment la protéine MSH2. Toutefois, une répression de la
protéine PMS2 a été uniquement enregistrée chez 15.6% des cas. Enfin, similairement a nos
résultats, une répression de MLH1/PMS2 et MSH2/MSH®6 a été notée par cette méme étude

respectivement, chez 13.9% et 7.4% a des cas.
H) Traitement de CCR phénotype MSI

Pour ce qui est du traitement, 57.14% des cas avec phénotype MSI ont recu le

FOLFOX ou bien FOLFIRI comme agent chimiothérapeutique (figure 38).
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B chimiothérapie
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Figure 38 : Répartition des cas selon le traitement administré.
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IV.2.Résultats anatomopathologiques

Les résultats d’observation des coupes histologiques et du marquage immunhistochimique

réalisés sur les 28 cas de MSI sont présentés sous forme de micrographies et de tableaux.
IV.2.1.Résultats histologiques

Les fragments biopsiques montrent a 1’examen microscopique une architecture
glandulaire (plus de 85% de la surface tumorale). Les glandes sont tapissées par un

épithélium pseudo a pluri stratifiée. Les cellules tumorales sont faite de noyau augmenter de

taille fortement nucléole atypique par fois hyper chromatique avec la préséance de mitose

atypique.
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Irréguliere

Nécrose

Stroma
J tumorale

veseau
sanguin
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Figure 39 : photomicrographie d’un adenocarcinome colique bien différencié.
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1V.2.2. Résultats immunohistochimiques

Cette étude a été réalisée prospectivement sur 28 cas atteints de CCR avec statut MSI en
utilisant quatre marqueurs tumoraux, MLH1,MSH2, MSH6 et PMS2 pour améliorer la

précession diagnostic des tumeurs colorectales et voire la différence de I’intensité de

marquage entre le témoin et la tumeur.

La muqueuse colique normale est utilisée comme témoin: présence d’un marquage
nucléaire intense et diffus nucléaire des anticorps anti MLH1, PMS2, MSH2 et MSH6 au

niveau de la muqueuse colique.
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Figure 40 : photomicrographie d’un marquage immunohistochique par anti MLH1, anti

Msh6, anti PMS2 et anti MSH2 de la muqueuse colique normale (témoin).

= |es résultats sont illustrés dans le tableau ci-dessous :

Tableau 6 : Résultats de marquage immunohistochimique avec MLH1, PMS2, MSH2 et
MSH6.
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Résultat de MLH1 PMS2 MSH2 MSH6
marquage
Nombre
de cas
1 Négatif Positif Négatif Positif
2 Non contributif | Positif Négatif Négatif
3 Positif Positif Positif Positif
4 Positif Positif Positif Positif
5 Non contributif | Non contributif | Non contributif | Non contributif
6 Positif Positif Positif Positif
7 Positif Positif Positif Positif
8 Positif Positif Positif Positif
9 Positif Positif Positif Positif
10 Négatif Négatif Positif Positif
11 Négatif Négatif Positif Positif
12 Positif Positif Positif Positif
13 Positif Positif Positif Positif
14 Positif Positif Positif Positif
Positif Positif Positif Positif

15
16 Positif Positif Positif Positif
17 Positif Positif Positif Positif
18 Non contributif | Positif Positif Positif
19 Positif Positif Positif Positif
20 Négatif Négatif Positif Positif
21 Négatif Négatif Négatif Positif
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22 Positif Positif Positif Positif
23 Négatif Négatif Positif Positif
24 Positif Positif Positif Positif
25 Négatif Positif Positif Positif
26 Non contributif |Positif Positif Positif
27 Positif Positif Positif Positif
28 Négatif Négatif Positif Positif
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Figure 41 : immunomarquage positif de MSH2 dans un cas de CCR de phénotype MSI,

marquage nucléaire intense diffus de toutes les cellules tumorales
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Figure 42 : immunomarquage positif de MSH6 dans un cas CCR de statut MSI, marquage

nucléaire intense et diffus de toutes les cellules tumorales

— o g B oo - -~
o ~ “‘ - : - . o

: \ - * - L ol -
E" .‘f't » T _ . s - o -

Figure 43 : immunomarquage négatif de MLH1 dans un cas MSI de CCR, absence
d’expression des cellules tumorales.
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Figure 44: immunomarquage négatif de PMS2 dans un cas MSI de CCR, absence

d’expression des cellules tumorales.

Présence d instabilité des microsatellites (L’absence d’expression de MLH1 et PMS2)
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Conclusion

Au terme de notre étude, il en ressort que les cancers colorectaux sont fréqguemment
diagnostiqués au sein du service d’anatomie pathologique du CHU de Beni Messous. Notre
étude a permis de recenser 151 cas de cancers colorectaux diagnostiqués a la fois
histologiquement et immunhistochimiquement. De plus, ce travail nous a permis de maitriser
les différentes techniques histologiques et immunohistochimiques, et de répertorier
microscopiquement les différents types histologiques des cancers colorectaux.

A travers ce travail, on a pu également mettre en évidence certaines particularités

épidémiologiques, cliniques et anatomopathologiques du cancer colorectal.

Notre investigation a révélé que ce type de cancers est prédominant chez les hommes
soit 58% des cas. En outre, notre étude a montré que la tranche d’age la plus touchée était
comprise entre 50 et 70 ans. Par ailleurs, on a pu constater que le cancer colorectal touche

principalement le colon droit caractérisant ainsi 29% de nos cas.

Du point de vue histologique, ’adénocarcinome colique bien différencié était le plus

fréquemment enregistré chez 84% des cas.

L’analyse immunohistomchimique qui est largement utilisée pour la détermination du
statut MSI du cancer colorectal, nous a permis de déceler la présence de 19% de cas de CCR

présentant un phénotype MSI.

La détermination de ce dernier, s’avére donc une étape tres utile dans la prise en charge
personnalisée des patients atteints de cancer colorectal. Le phénotype MSI des tumeurs
coliques est considéeré comme étant un marqueur moléculaire pronostique et semble prédire
I’absence d’efficacité de la chimiothérapie adjuvante par 5-FU seul permettant ainsi d’adopter

des thérapies plus efficaces et moins toxiques adaptées a chaque patient.

L’une des limites de notre travail était la courte durée de I’étude, ainsi que I’insuffisance
des données cliniques, épidémiologiques et thérapeutiques sur les patients. Sur ce, s’il y aurait
une continuité a ce travail, il serait tres intéressant d’élargir notre étude aux autres CHU et de
travailler sur un échantillon plus important, pour une bonne estimation de la fréquence du
phénotype MSI chez les patients atteints de cancer colorectal. De plus, il serait souhaitable,
d’investiguer I’expression de marqueurs plus récents et de comparer leur spécificité et fiabilité

par rapport aux biomarqueurs actuels. Enfin, il serait trés remarquable, d’utiliser d’autres
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techniques de biologie moléculaire en I’occurrence, la PCR et les techniques de séquencage,

en vue d’identifier de nouveaux marqueurs d’instabilité microsatellitaire chez les patients
atteints de cancer colorectal.
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MATERIEL

Cassettes en plastique

Lames

Lamelles

Lames silanisés

Moules

Dako Pen (stylo hydrophobe)
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APPAREILLAGES

Appareil de déshydratation
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Annexe II. PROTOCOLE DE MANIPULATION
II.1.Coloration par I’hématoxyline- éosine HE

A. Fixation

Figure 1 : colon dans le formol 10%.

B. Etude macroscopique

Figure 2 : examen macroscopique d’un colon

C. Déshydratation
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Figure 3: Déshydratation des prélevements.

D.Enrobage

Figure 4: illustration des étapes d’enrobage.
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E. Coupes par microtome et étalement

F. Etapes de coloration

Figure 5 : coupes par microtome et étalement.

Tableau 1 : les différentes étapes de coloration HE.

Produit Temps But

Xylene 5 min Déparaffiner pour que les colorants puissent pénétrer le
tissu.

Alcool 100% 5 min Pour enlever I’exces du xyléne.

Alcool 90% 3min

Alcool 80% 3min

Eau de ringage 10 min Blanchissement (faire disparaitre la couleur jaune des
lames).

Hématoxyline 5 min Coloration des noyaux.

Eau de ringage 10 min Disparition de la couleur bleu des bords des lames.

Eosine 5min Coloration du cytoplasme.

Eau de ringage 10 min Disparition de la couleur rouge des bords des lames.

Alcool 30 sec Déshydratation.

Xylene 15 min Eclaircissement des lames.




Annexes

G. Montage

Figure 6 : illustration de 1’étape de montage.

I1.2.Immunohistochimie

A. Déparaffinage

Figure 7 : étape de déparaffinage.

B. Démasquage thermique
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Figure 8 : illustration des étapes de démasquage thermique.

C. Blocage de peroxydase endogéne

AT T
e i T st B e iy iy R0 T

Figure 9 : addition de quelques gouttes de peroxyde d’hydrogéne

D. Marquage par I’Anticorps primaire

D@ CELL MARQUE

Figure 10 : addition de quelques gouttes d’AC primaire Anti MLH1 ou Anti PMS2 ou Anti
MSH2 ou Anti MSH6.
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E. Révélation par le systeme (HRP)
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Figure 11 : I’ajoute de quelques gouttes de peroxydase de raifort.

F. Application du chromogene DAB :
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Figure 12 : Addition de quelques gouttes du chromogene Diaminobenzidine.

G. contre coloration
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Figural3 : plongement des lames dans un bac de I’Hématoxyline de Mayer .

H. Montage

Figure 14 : montage des lames avec lamelles avec la colle et I’cau distillée.
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