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Résumé

De par sa fréquence et sa gravité, le cancer colorectal (CCR) constitue un probléeme
majeur de santé publique, affectant toutes les populations sans aucun discernement. Ce type de
2éme

cancers est classé en position en Algérie avec un taux annuel de 6000 nouveaux cas.

Ce travail avait pour objectif principal d’étudier le profil d’expression de la Galectine
3(GAL-3) et la Mucine 1 (MUC-1) chez les patients atteints du cancer colorectal. D’autre part, ce
travail visait a estimer la fréquence du cancer colorectal au sein du service d’anatomie
pathologique du CHU Isaad Hassani de Beni Messous, dans le but de faire ressortir les

particularités épidémiologiques et clinico- anatomopathologiques de ce type de cancers.

Une enquéte rétrospective a été effectuée sur les patients atteints de cancer colorectal,
recensés dans le laboratoire d'anatomie pathologique de Beni Messous, durant la période
comprise entre le 1 Janvier 2019 et le 10 Avril 2022. De plus, une étude anatomopathologique a
été faite prospectivement sur 5 cas via une analyse histologique et immunohistochimique au

moyen de deux anticorps monoclonaux a savoir : I’anti-GAL-3 et ’anti-MUC-1.

Au total 188 cas de cancer colorectal ont été enregistrés. L’age moyen des patients était de
60.44 £ 14.69 ans, avec une prédominance masculine de 55 %. Le sex-ratio (H/F) était de 1,23.
La localisation tumorale la plus répandue était le colon droit caractérisant 51 % des cas, avec une
prédominance de 1’adénocarcinome bien différencié noté chez 54 % des cas. De plus 1’étude
rétrospective révele une surexpression de GAL-3 chez 2% des cas, tandis que la MUC-1 était
surexprimée chez uniquement 0.5% des cas. La majorité des patients (60 %) ont bénéficié de
plusieurs cures de chimiothérapie et /ou radiothérapie. D’autre part, 1’analyse
immunohistochimique des cas étudiés prospectivement, nous a permis de mettre en évidence 3

cas surexprimant la GAL- 3 et un autre cas surexprimant, a la fois la GAL-3 et la MUC-1.

Au terme 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. De plus, ce
travail a pu mettre en ¢évidence quelques particularités épidémiologiques et clinico-
anatomopathologiques du cancer colorectal. En revanche, il serait trés remarquable de poursuivre
cette étude, en augmentant le nombre des échantillons étudiés pour avoir des résultats plus
significatifs. Il serait également trés intéressant d’utiliser des outils moléculaires plus performants
afin d’identifier de nouveaux marqueurs d’intérét diagnostique, pronostique voire méme

thérapeutique.

Mots-clés : Cancer colorectal, enquéte rétrospective, immunohistochimie, profil d’expression,
GAL-3, MUC-1, marqueurs.



Abstract

Due to its frequency and seriousness, colorectal cancer (CRC) constitutes a major
public health problem, affecting all populations without any discernment. This type of cancer

is ranked 2nd in Algeria with an annual rate of 6,000 new cases.

The main objective of this work was to study the expression profile of Galectin 3
(GAL-3) and Mucin 1 (MUC-1) in patients with colorectal cancer. On the other hand, this
work aimed to estimate the frequency of colorectal cancer in the pathological anatomy
department of the CHU Isaad Hassani in Beni Messous, in order to highlight the

epidemiological and clinico-anatomopathological particularities of this type of cancer.

A retrospective survey was carried out on patients with colorectal cancer, identified in
the pathological anatomy laboratory of Beni Messous, during the period between January 1,
2019 and April 10, 2022. In addition, an anatomopathological study was carried out
prospectively on 5 cases via a histological and immunohistochemical analysis using two

monoclonal antibodies, namely: anti-GAL-3 and anti-MUC-1.

A total of 188 cases of colorectal cancer were recorded. The mean age of the patients
was 60.44 £+ 14.69 years, with a male predominance of 55%. The sex ratio (M/F) was 1.23.
The most common tumor location was the right colon characterizing 51% of cases, with a
predominance of well-differentiated adenocarcinoma noted in 54% of cases. In addition, the
retrospective study reveals an overexpression of GAL-3 in 2% of cases, while MUC-1 was
overexpressed in only 0.5% of cases. The majority of patients (60%) received several courses
of chemotherapy and/or radiotherapy. On the other hand, the immunohistochemical analysis
of the cases studied prospectively, allowed us to highlight 3 cases overexpressing GAL-3 and

another case overexpressing both GAL-3 and MUC-1.

At the end of our study, it appears that colorectal cancers are frequently diagnosed in
the pathological anatomy department of the University Hospital of Beni Messous. In addition,
this work was able to highlight some epidemiological and clinico-anatomopathological
particularities of colorectal cancer. On the other hand, it would be very remarkable to
continue this study, by increasing the number of samples studied to obtain more significant
results. It would also be very interesting to use more efficient molecular tools to identify new

markers of diagnostic, prognostic or even therapeutic interest..

Keywords: Colorectal cancer, retrospective survey, immunohistochemistry, expression
profile, GAL-3, MUC-1, markers.
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INTRODUCTION

De par sa fréquence et sa gravité, le cancer colorectal (CCR) constitue un probléme
majeur de santé publique, affectant toutes les populations sans aucun discernement. Ce type
de cancers représente la 3°M¢ cause de déceés dans le monde, avec environ 1,8 million
nouveaux cas et 881 000 décés enregistrés en 2018 et classé en 2™ position en Algérie, avec

un taux annuel de 6000 nouveaux cas [1].

La cancérogenese colorectale est considérée comme étant un processus multiphasique
est trés complexe, ou interferent des facteurs de risque endogenes et environnementaux. La
majorité¢ des études incriminent une alimentation riche en viande rouge, en calorie, en graisses
et pauvre en fibres comme étant corrélée a un risque accru de cancer colorectal [2]. Et ce,
contrairement & un régime alimentaire riche en fruits, légumes, poissons, viandes blanches et
en céréales entiéres qui est associé a un faible risque de développement de ce type de cancers.
En outre, I'obésité, le surpoids et la sédentarité concourent fortement a l'accroissement du taux
d'incidence des cancers colorectaux. De plus, 1’exposition professionnelle a I'amiante a été

¢galement suspectée dans ce sens [3].

A I’époque ou la médecine personnalisée prend de plus en plus de I’envergure, il est
indispensable de connaitre les différents événements moléculaires qui régissent la progression
tumorale. Depuis quelques années déja, les galectines ainsi que les mucines font I’objet d’un
intérét grandissant au profit de la découverte des biomarqueurs exploitables. Mis a part leurs
implications physiologiques, ces glycoprotéines régulent différents aspects de la progression
tumorale, dont la résistance a la chimiothérapie, I’'immunoévasion et le potentiel métastatique
étant donné que leur expression est souvent dérégulée dans plusieurs types de cancer. Il est
évident donc, qu’une meilleure caractérisation de leur expression et de leurs fonctions
permettra de développer de nouveaux outils pour le diagnostic, le pronostic et le traitement

des patients atteints du cancer [4].

De nos jours, 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’é¢tude de la séquence ou I’amplification des génes correspondants [5].

L’une des techniques envisagées pour la détermination du profil d’expression des
différentes protéines corrélées a la carcinogenese telles que : GAL-3 et MUC-1 dans le cas du

cancer colorectal, est I’immunohistochimie [6]. Cette derniére permet de mettre en évidence



INTRODUCTION

la présence ou I’absence d’expression de ces protéines dans le tissu tumoral par rapport au
tissu sain [7]. Ce type d’analyse est généralement considéré comme étant moins lourd et
moins couteux que d’autres approches allélotypiques et permet donc, de cibler le géne en
cause et de rechercher, en complémentarité avec d’autres outils plus performants de biologie
moléculaire, d’éventuelles mutations constitutionnelles contribuant a la carcinogencse

colorectale notamment dans les familles prédisposées au CCR de type HNPCC [8].

L’efficacité¢ de la galectine-3(GAL-3) et mucine-1(MUC-1) en tant que marqueurs
diagnostiques, pronostiques voire méme thérapeutiques chez les cancéreux, a fait I’objet de
plusieurs travaux de recherche a travers le monde dont le nombre ciblant le cancer colorectal

est limité par rapport aux autres types de cancers.

En Algérie, aucune publication n’a été¢ précédemment réalisée dans ce sens. C’est
donc, dans cette perspective et en vue de comparer nos résultats a ceux des autres travaux que
s’inscrit I’étude rétrospective et prospective, que nous avons menée. Ce qui pourrait donc
concourir a 1’¢laboration de nouvelles stratégies pour optimiser la prise en charge du cancer

colorectal.

En dehors du volet épidémiologique de notre étude, nous avons principalement mis
I’accent sur 1’étude, a la fois prospective et rétrospective, du profil d’expression
immunohistochimique de GAL-3 et MUC-1 dans le cancer colorectal, en faisant valoir leur

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

I.1. Définition

Le cancer colorectal (CCR) commence généralement par des tumeurs
précancéreuses appelées polypes au niveau des glandes de la muqueuse intestinale du
rectum ou du colon qui se développent évoluant vers une tumeur maligne [9].

Environ 60% des cas de CCR sont localisés dans le colon, principalement dans
le colon sigmoide. Lorsque la 1ésion est @ moins de 15 cm du rectum, 40 % des CCR

affecteront le rectum (Figure 1) ; [10].

Célon ascendant ]

[Cﬁlon descendant

Appendice

Figure 1 : Localisation des cancers colorectaux [10].

I.2.Epidémiologie

En Europe

Le cancer colorectal est I'un des cancers les plus fréquents en Europe,
d’ailleurs il est classé en troisieme rang apres le cancer du poumon et de foie chez
I’homme par contre chez la femme il est classé en deuxiéme position apres le cancer
du sein. Le cancer colorectal survient majoritairement apreés 50 ans (5 % de cas avant
cet age). Le sex-ratio hommes/femmes est de 1 pour le cancer du colon et est de 2

pour le cancer du rectum. Bien que leur incidence et aussi leur mortalité diminuent

depuis 2005 (Figure 2) ; [11].
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B cancer colorectal
M cancer de foie

M cancer de poumon
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M cancer de sein

m cancer de vessie

M autres

Figure 2 : Estimation de la moralité due aux cancers en Europe en 2016 [11].

En Algérie

L’incidence du cancer colorectal en Algérie s’est multipliée par 4 depuis 2012
et elle continue d’augmenter, ce type de cancer est devenu une deuxiéme 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 3) ; [12].

M cancer colorectal
B cancer de foie

® cancer de poumon
B cancer de prostate
M cancer de sein

M cancer de vessie

[ autres

Figure 3 : Estimation de la moralité due aux cancers en Algérie en 2016 [12].
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I.3.Facteurs de risque
Plusieurs facteur de risque peuvent contribuer au développent du cancer

colorectal a savoir [13] :

+ Age et sexe

Le risque du cancer colorectal augmente progressivement a partir de 1’age de 50
ans ainsi que la fréquence chez ’homme et plus élevé que chez la femme.

+ Mode de vie

Une alimentation riche en viande rouge, graisse animale, Alcool et tabac
provoquent un déclanchement du cancer colorectal.

4+ Surpoids et obésité

Surpoids et obésité sont des facteurs qui favorisent la carcinogénése tumorale ce
qui est dii au régime alimentaire non respecter.

+ Maladies inflammatoires

Les maladies inflammatoires chroniques de I’intestin telle que la maladie de
Crohn, le diabete de type 11, la rectocolite hémorragique RCH ou encore I’utilisation
chronique d’anti-inflammatoires non stéroidiens provoquent la promotion du cancer
au niveau du rectum notamment au niveau colique.

4+ Antécédent personnel ou familial d’adénome colorectal

Entre 60 et 80 % des cancers recto coliques se développent a partir d’un adénome
en fonction de la taille et du degré de progression. Cette dernicre peut étre héréditaire,
comme dans la polypose adénomateuse familiale (PAF) ; [14].

4+ Syndrome de Lynch

Le CCR héréditaire est causé par des mutations au niveau des génes MLHI1,
MSH2, MSH6 et PMS2 qui provoquent généralement une instabilité des micros

satellites qui est un facteur important dans la progression tumorale [15,16].

I.4.Classification
I.4.1Classification anatomopathologique

Le systéme de classification des cancers TNM (tumor/node/metastasis) est un
systéme qui décrit ’extension d’une tumeur maligne dans un organe particulier. Ce
systéme est mis a jour périodiquement par les experts d’Union for International
Cancer Control (UICC) et d’American Joint Commission on Cancer (AJCC) qui sont

arrivés a la 8™ ¢édition de la classification TNM parue en 2017 [17].
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Comme illustré dans le tableau I la classification se base sur les résultats de

I’examen histopathologique aprés une chirurgie selon trois principaux critéres en

I’occurrence [18] :

% (T) : L’extension de la tumeur primaire

% (N) : Extension dans les ganglions lymphatiques régionaux

% (M) : Extension a distance

Tableau I : les critéres de la 8™¢dition de la classification TNM [19,20].

Grade Degré d’infiltration
TO Pas de tumeur
Tis Carcinome in  situ  (intra-épithélial  avec
franchissement de la membrane basale)
T1 Infiltre la sous-muqueuse
T2 Infiltre la musculeuse
T3 Infiltre la sous-séreuse ou le tissu péri-rectal non
péritonisé
T4a Infiltration du péritoine viscéral, avec perforation
tumorale
T4b Envahissement par la tumeur d’organe adjacent
Niveau d’extension Rapport métastase ganglionnaire
pNoO Si les ganglions lymphatiques ne sont pas atteints
mais que le nombre minimal n’est pas atteint
pN1 Métastases dans 1 a 3 ganglions lymphatiques
régionaux
Nla métastase dans 1 seul ganglion régional
N1b métastases dans 2 — 3 ganglions lymphatiques
régionaux
Nlc¢ nodules tumoraux (c’est-a-dire satellites) dans la
sous-séreuse ou dans les tissus mous non
péritonéalisés péri-coliques ou péri-rectaux sans
atteinte ganglionnaire lymphatique
pN2 Métastases dans 4 (ou plus) ganglions
lymphatiques régionaux
N2a Meétastases dans 4 a 6 ganglions lymphatiques
régionaux
N2b Métastases dans 7 (ou plus) ganglions

lymphatiques régionaux

Stade d’extension

Evolution de métastase

Mo absence de métastase

M1 présence de métastases

Mla Meétastases de plusieurs organes ou péritonéales.
Mi1b Meétastases de plusieurs organes ou péritonéales.
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Cette classification TNM permet de définir plusieurs stades (0, L, II, III, IV)
dont la prise en charge et le pronostic différent (Figure 4) ; [21].

Saded  Sadel  Stade [l Sadelll - SuadelV

Tumeur

Lranighios

Ix||||l|||.n|lnl|m.-i —h, -.Ll/_\ }f_\ Q Q
1‘ Metuslases

Figure 4: Les stades d’infiltration du cancer colorectal dans la muqueuse colique [21]

1.4.2. Classification moléculaire

Les bio-marqueurs mentionnés dans le tableau II sont principalement utilisés
pour le diagnostic moléculaire des cancers. Aujourd’hui ils sont utilisés sur des
biopsies, pieces opératoires ou dans le sang circulant.

Afin d’évaluer exactement le stade de développement des tumeurs au moment
du dépistage plusieurs catégories de biomarqueurs ont été¢ identifiées dont : B-raf,
EGFR et K-ras.

Ces marqueurs permettent de prédire la réussite ou I’échec des traitements

conventionnels et d’orienter ainsi le protocole thérapeutique [21 ,22].
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Tableau II : Biomarqueurs de diagnostic et de pronostic des cancers coliques [21]

Biomarqueurs | Anomalie Valeur biologique Thérapie
génétique indiquée
B-raf Mutation Mauvais pronostic Panitumubab
(Anti-EGFR)
EGFR Expression Prédictive dune réponse aux | Lmatinib(Anti-
inhibiteurs de la voie de | tyrosine kinase)
signalisation induite par ’EGF
K-ras Mutation Prédictive dune résistance aux anti- | Cetuximb (anti-

EGF

EGFR)

[.5.Mécanismes moléculaires de la cancérogenése colorectale

I.5.1 Prédisposition génétique et cancer sporadique

Dans un contexte sporadique, la polypose adénomateuse familiale (PAF) est un

syndrome héréditaire du cancer colorectal comme le syndrome de Lynch, sauf que ce

dernier est sans polypose [23].

La mutation du géne APC, situ¢ en 5q2, est souvent I'événement précoce

reconnaissable dans la carcinogenése. Cette mutation est impliquée dans la survie et

dans la prolifération des tumeurs notamment dans la migration et I’adhésion cellulaire

[24].Cependant ce contrdle s’effectue en modulant le taux cellulaire de B-caténine, un

régulateur transcriptionnel de la voie de signalisation Wnt (Figure 5) ; [25].

Figure S: la voie de signalisation wnt--caténine dans I’état actif et état de repos [26].
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La transformation de l'adénome en carcinome est un résultat d’une
accumulation d’événements cellulaires conduisant, a terme, a la perte du contrdle
prolifératif [27,28].

Les patients touchés par le syndrome de Lynch sont porteurs de mutations au
niveau des genes AMSH2 ou hMLHI ou PMS2 qui sont impliqués dans le systéme
MMR (MisMatchRepair) des bases de I'ADN durant la réplication (Figure 6).

Les erreurs successives qui ont lieu dans ce processus de réparation
engendrent une instabilit¢ des séquences microsatellitaires (MSI) responsables de
I’initiation et de la progression tumorale [29,30].

Les cancers colorectaux sporadiques sont associés aux facteurs
immunologiques et environnementaux résultent la transformation de la muqueuse
intestinale en carcinome invasif suite d’acquisitions séquentielles d'altérations
génétiques [31].

La mise en évidence de tous ces événements par un ensemble important d’études
mécanistiques, a permis la classification du CCR selon deux voies majeures

d’instabilité génomique conduisant au CCR [32].

Erreurs de réplication de FADN
5 G AAAAA CACACACACACA ¥
y—r—rrrrT’ GTGTGTGTGTGT — §
W PR
s
Systéme
mismatch repair | Défaut MM
(MMR)
Réparation du Géne cible d'instabilité
mésappariement
AAAAMA A A A (Répétition codante)
Protéine tronquée Deletion
Near ARNm -
— Dégradation possible
T par le NMD
{ Mutation Stop m
Lu-r\
/ o’ Décalage de la phase de lecture
L]
Oncogendse: Production de
Perte de fonction peptides néoantigéniques

Figure 6 : la voie de I’instabilité chromosomique (IC) et la de I’instabilité microsatellitaire

(MSI) ; [33-35].
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Dans la voie de I'IC, les séquences de la carcinogenese colorectale débutent
par D’apparition des polyadénomes bénins, Apres une série d’altérations génétiques
multiples. Ces polyadénomes sont transformés en adénomes avancés de haut grade et
a la progression vers un cancer invasif [36-38].

Dans la voie de I’IMS, les tumeurs sont caractérisées par une accumulation de
mutations liée & un défaut dans le mécanisme de réparation des mésappariements de
I’ADN (MMR) [39,40].

Ce défaut entraine de nombreuses mutations au niveau des points de contrdle
du cycle cellulaire, dans I’apoptose et dans la prolifération cellulaire. Par exemple, la
mutation du géne TGFBR2 et celle du géne pro-apoptotique BAX conduit a son
inactivation et a I’annulation de ’activité suppressive de tumeur de son ligand TGF-
B1 [41,42].

1.5.2 Altérations épigénétiques

Différentes des deux voies classiques, la voie d’altération épigénétique CIMP
(CpG Island MethylatorPhenotype), est aussi impliquée dans la transformation de
I’épithélium colique normal en adénocarcinome. Cette voie est associée au taux
croissant de I’activité enzymatique de I’ADN méthyltransférase (DNMT) (Figure 7).

Cette enzyme est responsable de I’inactivation par I’hyperméthylation des
promoteurs, des geénes suppresseurs de tumeurs et des genes impliqués dans la

régulation du cycle cellulaire, tels que CDKN2A/p16 [43,44].

a

Inactivation CIN 18qg loss InacTivation
of APC of K-Ras defect DCC, DPCa of p53
(Sq koss) §1 7 loss)

Cryrsplastic — |
crypt

APC Mutation < - (@53
Familial -+ B-catenin of K-Ras -
MASE- Axind -
pathway (HNPCC) ¥ . — e
| Mutational inactivation of genes
| with microsatellites; TGF-SHR, BAN
Sporadic MSI-H L
pathways [(CIMP) APC MoEtion
B-catenin of B-Raf
At (> K-Fas)

Dysplastic |
<rypt

Imnactivation of tumor-suppressor |
genes by promoter hypermethylation

Figure 7 : Les altérations génétiques et épigénétiques qui provoquent la promotion
tumorale colique [45].
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1.6.Dépistage et diagnostic
1.6.1.Dépistage

Le programme de dépistage du CCR démontré dans le tableau IIT est
généralis¢ depuis 2009, s'adresse aux deux sexes de 50 a 74 ans. Ces derniers sont a
risque moyen sans histoire familiale ni antécédents personnels de cancer colorectal ou
d'adénome, et ne présentant pas de symptome évocateur .1l se déroule en deux temps :
la réalisation d'un test immunologique suivie d'une coloscopie en cas de positivité du

test [46].

Tableau III : Les modalités de dépistage dépendent du niveau de risque [46].

Niveau de risque Modalité de dépistage

Personne a risque moyen (moins de 50 | Test immunologique de recherche d’un

ans) saignement occulte dans les selles tous les
2 ans

Personne a risque ¢élevé (antécédent | Coloscopie tous les 3 a 5 ans
personnel ou familial d’adénome ou
CCR)

Personne a risque tres élevé (PAF /| Coloscopie tous les 1 a2 ans
syndrome de Lynch)

1.6.2.Diagnostic colique
Le diagnostic se fait par la coloscopie totale avec prélévements biopsiques. Le

cancer du colon peut se révéler par certains symptomes pouvant conduire parfois a
une consultation médicale bien que ces symptomes soient peu spécifiques. Ils
comprennent [46] :

+ Des troubles du transit intestinal

+ Des rectorragies.

+ Des douleurs abdominales évoluant par crises de 2 ou 3 jours.

4+ Une perte de poids inexpliquée et/ou une petite fiévre persistante,

1.6.3.Diagnostic rectal

Les circonstances qui révelent un cancer du rectum peuvent étre les mémes
que celles du colon avec plus spécifiquement des rectorragies, une constipation ou
diarrhées récentes.

Pour le cancer du rectum, le diagnostic est fait par coloscopie courte avec

biopsie. Cet examen doit étre complété par une coloscopie totale [47,48].

11
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I.7.Traitement

Une bonne prise en charge thérapeutique en vue d’un effet curatif repose sur le
diagnostic précoce de la tumeur. Ainsi, I’évaluation du stade d’évolution de la
pathologie au moment du diagnostic est primordiale et refléte un caractére pronostic
déterminant pour le patient [49].

Les différentes approches thérapeutiques adoptés pour les patients soufrant du

CCR sont illustrés sur la Figure 8.

Cellube tumeorale

SFLIMP + 5-FAUDF +
eyt iisiare: (i
/ EOFR [ Therspie ciblée
r'j\b Anticorps monoclonaus
2 Cehaumh

Figure 8 : les traitements indiqués chez les patients atteints de CCR [49].

I.7.1.Approches thérapeutiques conventionnelles
#+ Radiothérapie

La radiothérapie est un traitement locorégional de la tumeur. En effet, cette
technique de médecine nucléaire utilise des rayonnements ionisants afin d’irradier
spécifiquement les cellules de la masse tumorale, tout en essayant d’épargner les
tissus sains a la périphérie. Ces derniers induisent des cassures a I’ADN de maniére
irréversible donc la sénescence réplicative et la mort des cellules tumorales [S0].

La radiothérapie peut étre utilisée dans deux buts majeurs le premier est de

guérir un cancer on parle alors de radiothérapie curative de plus son deuxieme but est

12
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de réduire I’évolution de la maladie et traiter les symptomes, on parle alors de
radiothérapie symptomatique [51].

Une radiothérapie combinée ou avec une chimiothérapie a démontré de
meilleurs bénéfices apres intervention chirurgicale [51].

4+ Chimiothérapie

Tout comme la radiothérapie, la chimiothérapie va avoir comme but la
diminution du volume tumoral.

Le 5-Fluorouracile (5-Fu) et la capécitabine sont couramment utilisés ainsi
qu’il a été démontré que la 5-Fu est associ¢ a de la radiothérapie avant la chirurgie
améliore la survie sans progression chez des patients atteints d’un cancer colorectal
localement avancé, de stade T3 et T4 [52].Cependant, les complications possibles qui
sont lies a I’injection du 5-Fu suggere que I’utilisation de la capécitabine combinée a
de la radiothérapie peut étre un choix favorable dans le traitement néo-adjuvant des

CCR [53].

1.7.2.Immunothérapie
Les immunothérapies peuvent se diviser en deux groupes distincts, selon
qu’elles utilisent des molécules de I'immunité ou qu’elles vont avoir pour objectif
d’activer le systéme immunitaire.
v' Immunothérapie active
L’objectif de cette technique consiste & moduler la réponse immunitaire afin
de guérir le mécanisme d’échappement mis en ceuvre par les cellules tumorales. On
parle alors d’immunothérapie anticancéreuse, visant a éliminer la tumeur primitive
mais ¢également a ¢€liminer les cellules tumorales ayant déja migré et devenues
potentiellement résistantes aux chimiothérapies. Cette stimulation du systéme
immunitaire peut étre aspécifique ou spécifique.
o Immunothérapie active aspécifique
Elle repose sur I’utilisation de composés tels que des cytokines ou des dérivés
bactériens, susceptibles de stimuler le fonctionnement général du systeme
immunitaire [54].
Une immunothérapie a base de lipide A (partie active des
lipopolysaccharides), a également été utilisée dans différents types de cancers solides
[S5].En effet, il a ét¢ démontré que ’association lipide A / Oxaliplatine induit une

importante régression tumorale des tumeurs colorectaux chez 95% des rats. Cette

13
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efficacité anti-tumorale est corrélée in vivo et in vitro a I’induction de la sénescence
cellulaire par 1’oxaliplatine et de 1’apoptose induite principalement par le lipide A

[56].

o Immunothérapie active spécifique
C’est un autre type d’immunothérapie, impliquant la vaccination ou

I’utilisation de thérapies ciblant les points de controles immunitaires [57].

L’objectif de la vaccination thérapeutique anti tumorale est d’induire la
réponse immunitaire spécifique due aux lymphocytes T CD4+ et CD8+. Plusieurs
stratégies s’appuyant sur le role fondamental des DCs (cluster de différenciation) sont
aujourd’hui a I’étude. En effet, des DCs peuvent €tre « chargées » en antigeénes
tumoraux in vitro puis réinjectées au patients.Par exemple plusieurs stratégies

s’appuient sur le r6le fondamental des cellules dendritiques [58].

v" Immunothérapie passive
L’immunothérapie a base d’anticorps monoclonaux occupe aujourd’hui une
place majeure dans la prise en charge des patients atteints de CCR. En effet, son
efficacité, sa spécificité ainsi que le peu d’effets secondaires qu’elle engendre lui
confeére des avantages considérables sur les autres molécules utilisées pour les autres

traitements [59].

Par exemple, le Cetixumab, un anticorps murin humanisé, dirigé contre I’EGF-
R (EpidermalGrowth Factor Receptor) améliore significativement le taux de réponse
des patients atteints de CCR traités par le FOLFOX, et plus particulierement chez les
patients porteurs du gene ras non muté [60,61].D’autres anticorps monoclonaux
comme le Trastuzumab, dirigé contre le récepteur de I’EGF, ou le Bevacizumab,
dirigé contre le récepteur du VEGF (VascularEndothelialGrowth Factor), sont

¢galement utilisés dans les CCR.

L’association de ces anticorps monoclonaux aux molécules de chimiothérapies
conventionnelles semble prometteuse pour la prise en charge thérapeutique des

cancers mais reste encore trés couteuse [62].

14
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Chapitre 2 : Implication de Galectine 3 et Mucine 1 dans le

cancer colorectal

1. Introduction

La galectine-3 (Gal-3) est une protéine pléiotrope de liaison aux glucides, impliquée
dans une variété de processus biologiques normaux et pathologiques. Ses propriétés de liaison
aux glucides constituent la base des interactions cellule-cellule et cellule-matrice, et de la
progression du cancer. Plusieurs études ont conduit a la determination de la Gal-3 comme
étant marqueur diagnostique et pronostique pour différent types de cancer, tels que le cancer

thyroidien et colorectal [63].

Cependant, les mucines sont de volumineuses O-glycoprotéines composant le mucus,
véritable barriere protectrice des épithéliums. La mucine membranaire MUCI1 apparait
surexprimée dans de nombreux cancers comme ceux du pancréas ou encore du colon [64].
L’augmentation de son expression est corrélée a la progression tumorale et signe un mauvais

pronostic [65].

2. Galectine 3 : Structure, expression et fonctions

2.1 Définition
Les galectines 3 sont synthétisées dans le cytosol mais elles peuvent étre sécrétées par
les cellules selon des mécanismes encore mal ¢lucidés. Fonctionnant a la fois a I'extérieur et a
I'intérieur de la cellule, elles participent a divers processus cellulaires, notamment le
transport des vésicules de glycoprotéines, la chimiotaxie, la prolifération, 1'épissage pré-ARN

et 'apoptose [66].

En outre, elle est largement répandue et présente dans divers organes, notamment : les
poumons, le ceeur, 1'estomac, le colon, les surrénales, 1'utérus et les ovaires. La galectine-3 est

la seule galectine de type chimere de la famille des galectines [67].

De plus, son expression est régulée par le statut de méthylation du promoteur
de LGALS3 et des éléments tels que : motifs CRE, région similaire au facteur nucléaire kappa

B (NF-kB), régions GC situées dans le promoteur de la galectine-3 [68].
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2.2 Aspects structurels
La galectine 3 est constituée de 251 résidus d'acides aminés de masse moléculaire
relative de 29 a 35 kDa et a été identifiée pour la premicere fois dans des macrophages

péritonéaux murins.

Comme illustré sur la figure 9, elle contient trois principaux domaines a savoir :

v" Un domaine court N-terminal constituant une région unique de 12 acides aminés et
contenant un site de phosphorylation de la sérine 6 pour controler sa localisation
nucléaire et abolir son affinité pour le ligand.

v" Une séquence de 100 acides aminés similaire au collagéne, contenant des répétitions
en tandem proline, glycine et tyrosine et contenant un domaine fissile de la
collagénase H.

v" Un autre domaine CRD (CRD; domaine de reconnaissance des hydrates de carbone),
C-terminal sphérique contenant un motif Asp-Trp-Gly-Arg (NWGR), similaire a ceux
décrits dans la protéine anti-apoptotique Bcl-2 [69].

En outre, elle peut former des dimeres ou des pentameres dans des circonstances
spécifiques, lorsque la concentration de galectine-3 est élevée ou lorsque des ligands sont
présents.

Mise a part le plan structural, la galectine-3 monomérique subit des modifications

physico-chimiques qui augmentent la gamme de sa fonctionnalit¢ biologique, en

particulier son activité extracellulaire [70].

Pour ce qui est de son expression, elle est généralement régulée au niveau
transcriptionnel par différents facteurs. Ainsi, la région promotrice du géne codant la Gal-
3 comporte divers ¢léments régulateurs tels que : cinq sites de liaison pour le facteur de
transcription spl, deux sites pour le facteur NF-Kb, et une séquence consensus hélice-

boucle- hélice [71].
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Figure 9: Présentation de la correspondance entre les exons et les domaines

protéiques [72].

2.3. Sites d’expression tissulaire et cellulaire

Gal-3 est distribué¢ dans tout le corps [73]. Son expression a été¢ détectée dans de
nombreux types de cellules, notamment, les petites cellules épithéliales intestinales, les
épithéliums coliques, les épithéliums cornéens et conjonctivaux, I'épithélium olfactif, les
cellules épithéliales de rein, poumon, thymus, sein et prostate. Elle a, également, été
détectée dans les cellules canalaires des glandes salivaires, du pancréas, des reins, et des
yeux, les voies biliaires intra-hépatiques, les fibroblastes, les chondrocytes, les
ostéoblastes, les ostéoclastes, les kératinocytes, les cellules de Schwann et la muqueuse

gastrique et les cellules endothéliales de divers tissus et organes [74].

En outre, il existe de nombreuses données sur 1'expression de Gal-3 dans les cellules
impliquées dans la réponse immunitaire, telles que : les neutrophiles, les €osinophiles, les
basophiles et les mastocytes, les cellules de Langerhans, les cellules dendritiques, ainsi
que les monocytes et les macrophages de différents tissus. Dans certains autres types
cellulaires, comme : les lymphocytes, Gal-3 n'est pas normalement exprimé, mais, son
expression peut étre induite par divers stimuli. De plus, Gal-3 présente une expression

pathologique dans de nombreuses tumeurs, comme celles affectant le pancréas, le foie, la
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mugqueuse colique, le sein, le poumon, la prostate, la téte et le cou, le systéme nerveux et

la thyroide [75].
2.4 Implications physiopathologiques

Les caractéristiques structurelles, via sa liaison aux protéines extracellulaire et

intracellulaire permettent a la Gal-3 de participer a plusieurs fonctions cellulaires [76].

La Gal-3 est importante dans de nombreuses activités biologiques au sein de divers
organes, y compris, la prolifération cellulaire, la régulation apoptotique, I'inflammation,

la fibrose et la défense de I'hote [77].

Une autre fonction inévitable de la Gal-3 est I'absorption et 1'élimination des produits
finaux de la glycation avancée (AGE). Enfin, la Gal-3 joue un role vital dans la
modulation de la réponse immunitaire/inflammatoire, comme en témoignent les
nombreux travaux scientifiques montrant une activité régulatrice, a la fois, sur I'immunité

innée et adaptative [78].

Dans I’espace extracellulaire, la Gal-3 se lie aux composés de la matrice
extracellulaire (laminine, hensine, élastine, collagéne IV et intégrine) pour moduler
I'adhésion cellulaire, ou interagit avec les récepteurs membranaires plasmatiques, en se
liant a des groupements glucidiques, de maniere autocrine ou paracrine, pour former des
réseaux membranaires et déclencher des événements intracellulaires. Dans [’espace

intracellulaire, Gal-3 se trouve a la fois dans le cytoplasme et le noyau.

Dans le cytoplasme, elle assure un role anti-apoptotique (Bcl-2), et module les voies
de signalisation (Akt et Erk 1/2) pour favoriser ou inhiber la croissance, la prolifération et
la différenciation cellulaire. Dans le noyau, la Gal-3 est crucial pour l'épissage pré-
ARNm notamment dans [D’incorporation d'épisomes et également contribue au
déclenchement ou répression de la transcription [79].

Cette protéine participe a divers processus physiopathologiques, notamment
I’apoptose, 1’adhésion, I’angiogenese, la migration cellulaire, la prolifération, la

différenciation et I’inflammation comme il est clairement illustré dans la figure 10 [80].
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Figure 10:Implications physiopathologiques de la galectine-3.

4+ Survie et apoptose

La Gal-3 soutient la survie des cellules par divers mécanismes. Elle s’associe a BCL2,
via, un motif NWGR commun aux deux protéines pour aider la molécule anti-
apoptotique a soutenir I'intégrité mitochondriale en cas de stress [81].

4 Prolifération et cycle cellulaire

La Gal-3 intervient dans la prolifération cellulaire par la voie de signalisation WNT.
Elle peut se lier a la B-caténine et ’auxine et participe a sa stabilité. Ainsi, elle favorise la
suppression de la protéine kinase B (AKT) et de la GSK3B.

Elle est également essentielle pour la signalisation RAS et prend donc en charge les
cascades des protéines kinases activées par les mitogenes MAPK et AKT [81].

La Gal-3_joue un réle dans la régulation du cycle cellulaire a différents points (Arrét
en G1 ou G2/M). Elle stimule 1’expression des protéines p21 et p27 et diminue celle des
cyclines A et E [82]. A I’inverse, elle active le promoteur de la cycline D1 et stabilise le
complexe cycline DI1/CDK4 (Cyclin-dependent kinase 4), favorisant ainsi, la
phosphorylation de la protéine du rétinoblastome [83-84].

4+ Signalisation tumorale

La Gal-3 présente des profils d’expression altérés dans les tissus malins, elle est
impliquée dans la progression tumorale.

Une fois altérée, la Gal-3, assurant un role clé dans différentes voies de signalisation
cellulaire, va affecter les voies Ras/Raf/MEK/ERK et Notch, modulant la survie, la
prolifération et la migration cellulaire. En outre, NFkB régule, positivement, 1'expression
de Gal-3, contribuant ainsi, a sa fonction dans le microenvironnement tumoral, comme

I’indique la (figure 11) ; [85].
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Figure 11:Rdle de Gal-3 dans la régulation des voies de signalisation Cellulaires.
3. Mucine 1 : structure, fonctions et role dans la tumorigénése

3.1 Définition

Les mucines sont de volumineuses O-glycoprotéines composant le mucus,
véritable barrieére protectrice des épithéliums. En formant un gel trés hydraté, composé
a 95% d’eau, elles pieégent les toxines et les pathogeénes présents dans la lumiere

épithéliale [86].
3.2 Structure et fonction

MUCI, impliqué dans de nombreuses pathologies telles que : I’asthme ou
encore le cancer est une grande protéine transmembranaire fortement glycosylée
exprimée sur la membrane apicale de toutes les cellules épithéliales normales, et
participe a la protection des épithéliums .Sa conformation rigide et étirée (jusqu’a 500
nm pour MUCI ) et contribuerait & maintenir ouvertes les lumiéres canalaires et serait
impliquée dans la déstabilisation des interactions cellule-cellule et cellule-matrice
extra-cellulaire (fonction d’anti-adhérence), favorisant ainsi la mobilité cellulaire et la

progression tumorale [87,88].

Sur le plan structural, MUCI1 se compose d'un grand domaine extracellulaire,
une région transmembranaire et un court domaine cytoplasmique. Le domaine

extracellulaire MUCI1 contient différents nombres de répétitions en tandem (VNTR)
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qui sont fortement glycosylé (jusqu'a 50 % du poids moléculaire de MUC1) avec des
glycanes complexes de type mucine O-liés. La queue cytoplasmique abrite plusieurs
sites de phosphorylation et interagit avec diverses protéines de signalisation
intracellulaires comme I’indique la figure 12 [89]. Dans les cellules épithéliales
cancéreuses, elle est surexprimée jusqu'a 10 fois et perd sa polarisation apicale,

s'exprimant sur toute la surface cellulaire.

Sur le plan structural, la mucine membranaire MUCI, est impliquée dans le
maintien et 1’homéostasie de nombreuses fonctions physiologiques. Grace a son
importante glycosylation extracellulaire, elle assure I’hydratation et la lubrification des
cellules épithéliale. Elle constitue également une véritable barriere empéchant les

agressions de pathogenes [89].
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Figure 12:Représentation schématique de MUC1 [89].

3.3 MUCT et signalisation cellulaire

a) MUClet voie Wnt/B-caténine

L’association de MUCI1 avec des éléments de la voie Wnt est d’ailleurs associée au

potentiel carcinogénétique et métastatique de nombreux cancers [90].
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La voie Wnt régule le développement normal et le devenir des cellules de I’axe crypto-
villositaire sain. Dans les cellules tumorales, elle est impliquée dans les phénomenes de

prolifération, d’adhésion, de différenciation et de motilité cellulaire

Comme démontré sur la figure 13,Wnt est une glycoprotéine secrétée qui dissocie le
complexe GSK-3B/APC (AdenomatousPolyposis Coli)/Axine et empéche la dégradation de la
B-caténine par le protéasome.La B-caténine, en interagissant avec les facteurs de transcription
LEF1 (LymphoidEnhancer Factor 1) et TCF (T-cell Factor), active la transcription des génes
cibles de la voie Wnt comme c-Myc ou encore la cycline D1. Il a été démontré donc que
I’expression de MUCI était associée a une augmentation de I’expression de la B-caténine a la
fois dans le cytoplasme et dans le noyau [90]. La forme phosphorylée de MUCI peut interagir
avec la B-caténine. Le complexe ainsi formé est transloqué au noyau ou, en interagissant avec

de nombreux facteurs de transcriptionafin d’activer la transcription de genes cibles [90].

En ce qui concerne sa contribution a la carcinogenese et son potentiel invasif, il a été
prouvé par plusieurs travaux portant sur le cancer du sein que les cellules tumorales
mammaires MDA-MB-231 transfectées avec I’ADNc codant pour une forme de MUCI
n’ayant pas de motif de liaison a la B-caténine ou a la GSK-3B ne modifient pas leurs
phénotypes invasifs, suggérant ainsi que cette association augmenterait les propriétés

d’invasion des cellules tumorales[91].
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Figure 13:MUCI1 et voie Wnt/B-caténine/TCF/LEF [91].
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Pour ce qui est des approches ciblées, il a été mis au point que le peptide MIP (MUCI
InhibitoryProtein), pénétrant la membrane plasmique des cellules, est capable d’empécher a
la fois I’interaction de MUC1 avec la B-caténine et ’EGFR (epithelial growth factor receptor),

pouvant ainsi provoquer une diminution de la croissance tumorale [92].
b) MUCI et régulation de la voie NF-xB

Parmi les roles clés attribués au MUCI, est son role favorisant de la translocation
nucléaire de la sous-unité p65 de NF-kB et la transcription de ses génes cibles. Dans les
cellules tumorales, MUCI interagit constitutivement avec les kinases a l’origine de la

dégradation des inhibiteurs de NF-«B [91].

¢) MUCI1 et voie p53

MUCIT interagit avec le suppresseur de tumeurs p53 qui présente des mutations dans
de nombreux cancers et contribue a la régulation de ’activation transcriptionnelle de p21 en
réponse aux dommages a I’ADN. En effet, p21 est un acteur clé dans la progression du cycle
cellulaire et I’inhibition de 1’apoptose qui inhibe également la transcription du geéne pro-

apoptotique Bax. Associé a p53, MUCI occupe les promoteurs de p21/ et de Bax.

Ainsi, MUCI servirait de co-régulateur transcriptionnel en modulant I’affinit¢ de
différents régulateurs transcriptionnels pour leurs éléments de réponse au niveau du

promoteur [92].

d) MUCT et voie des MAP Kinases

C’est via les récepteurs de la famille ErbB que MUCI1 est engagée_dans la voie de
signalisation des MAP Kinases. En effet, elle potentialise leur effet en augmentant 1’activation
d’Erkl et Erk2 (Extracellular signal-related kinase) dans les glandes mammaires murines
[93].

MUCI interagit également avec le complexe Grb2-Sos et servirait de protéine
adaptatrice permettant le recrutement de Grb2 au niveau des sites proches d’ErbB1 par la
phosphorylation de MUCI.

Des expériences de délétion de la queue cytoplasmique de MUCI ou I'utilisation de
clones cellulaires mutés au niveau de ses tyrosines, empéchant ainsi la phosphorylation de
MUCI, ont montré que ’activation des voies Erk1/2 était abolie, mettant en évidence le role
clé joué¢ par MUCI1 dans la voie des MAPK, notamment dans les modeles tumoraux

mammaire et pancréatique.
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4.Contribution de Gal3 et Muc 1 au déclenchement et a la progression du
cancer colorectal

4.1. Role de la Galectine 3 dans le cancer colorectal
La Gal-3 est engagée dans une variét¢ de processus biologiques normaux et
pathologiques. Ses propriétés de liaison aux glucides constituent la base des interactions

cellule-cellule et cellule-matrice, et de la progression du cancer.

Cette protéine est connue pour étre exprimée dans divers néoplasmes, y compris, les
carcinomes coliques. Elle est répandue dans différents types de cellules et de tissus, trouvés
au niveau intracellulaire dans le noyau et le cytoplasme ou sécrétée via une voie non classique
a l'extérieur de la cellule, se trouvant ainsi, a la surface cellulaire ou dans l'espace

extracellulaire.

Elle participe a la maturation de I'ARN et la régulation du cycle cellulaire par
l'activation de facteurs de transcription lorsqu'elle est transportée vers le noyau. Elle affecte de
nombreux processus biologiques et semble étre engagée dans différentes conditions

physiologiques et physiopathologiques.

Des études ont prouvé que Gal-3 est un marqueur diagnostique et pronostique pour
différents types de cancer,_particulicrement le cancer thyroidien et colorectal. Bien que le
systeme immunitaire reconnaisse divers antigénes du cancer, les tumeurs peuvent échapper a

la réponse immunitaire et, donc, croitre et progresser.

4.2. Role de 1a Mucine 1 dans le cancer colorectal
4.2.1. Modifications de I’expression de MUC1

La MUCI apparait surexprimée dans de nombreux cancers comme ceux du pancréas
ou du colon. Son surexpression est corrélée a la progression tumorale et signe un mauvais

pronostic [94].

Cette surexpression de MUCI est due a une instabilité chromosomique au niveau de la
région q21-24 du chromosome 1, mais également a I’existence d’une boucle d’auto-induction
de la transcription de MUC! impliquant les facteurs de transcription STATI et STAT3,
activés par les cytokines secrétées par les cellules effectrices lors de la réponse inflammatoire

dans les cellules cancéreuses du colon [95].
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4.2.2. MUC1 et encombrement stérique
MUCI est également décrit comme un oncogéne capable de déstabiliser les

interactions cellule/cellule et cellule/matrice extracellulaire en conditions pathologiques.

Dans les cellules tumorales, MUCI1 est surexprimée et délocalisée de manicre
circonférentielle empéchant ainsi les interactions cellule/cellule et cellule/matrice
extracellulaire, comme illustré sur la figure 14. Cet encombrement stérique crée par la
présence de MUCI sur tout le pourtour de la cellule ainsi que par une répulsion de charges est

une des phases précoces du phénomene de diffusion métastatique [96].
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Figure 14:Rdle anti-adhérent de MUCI dans le cancer [97].

MUCI1 est exprimée au poéle apical des cellules épithéliales polarisées,
permettant les interactions cellule/cellule et cellule/matrice extracellulaire (@ gauche).
Les cellules tumorales surexpriment MUC1 qui se trouve également délocalisé de
manicre circonférentielle, empéchant les interactions cellule/cellule et cellule/matrice
extracellulaire par un phénoméne d’encombrement stérique [98].

4.3 Gal-3, MUCI1 et progression métastatique

L'établissement de métastases est une étape finale dans la progression des tumeurs
malignes. Des changements dans 1'adhésion cellulaire, la migration accrue, I’invasion, la
survie des cellules cancéreuses dans la circulation sanguine/lymphatique et I'angiogenése sont

nécessaires pour la réussite de I’évolution de la métastase.

25



ETUDE BIBLIOGRAOHIQUE : CHAPITRE II

Dans la surface cellulaire, Gal-3 agit comme une molécule d'adhésion dans les
interactions cellule-cellule homotypique et cellule-matrice hétérotypique. On pense que la
Gal-3 associée aux cellules tumorales est impliquée dans la formation d'emboles tumorales et

l'attachement des cellules tumorales a I'endothélium pendant la métastase.

En outre, l'interaction entre la Gal-3 circulante libre et la protéine mucine
transmembranaire MUCI favorise, également, la formation d'embolie et la survie des cellules
tumorales disséminées dans la circulation. Une augmentation de l'agrégation des cellules
tumorales, résultant de l'interaction accrue entre la Gal-3 circulante et la MUC1 associée a la
tumeur chez les patients cancéreux, fournit un avantage de survie aux cellules tumorales

disséminées dans la circulation.

La Gal-3 peut, ¢galement, affecter les métastases tumorales, en exercant son effet sur
la motilit¢ des cellules cancéreuses et l'invasion tumorale. Cela en affaiblissant les
interactions entre les molécules d'adhésion cellulaire présentes a la surface des cellules
malignes et les protéines N-glycosylées au sein de la matrice extracellulaire, y compris la

laminine et la fibronectine, favorisant ainsi les processus d'intravasation et d'extravasation.

D'autre part, Gal-3 exprimée dans la tumeur s'associe au ligand N-glycosylé¢ CD146
exprimé sur les cellules endothéliales et induit la libération de cytokines pro-inflammatoires,
favorisant les métastases [99-100]. L’activité des sites métastatiques Gal-3 est régulée par le
profil glycane des cellules tumorales. Les cellules tumorales avec une faible expression de I'a-
N-acétylgalactosaminidea-2,6-sialyltransférase 2 montrent une liaison améliorée de Gal-3
soluble, ce qui favorise les agrégations homotypique et hétérotypique, facilitant la formation

d'emboles et les métastases [101].
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Objectifs

La visée fondamentale de notre projet de fin d’études est de:

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

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

Etudier le profil d’expression de GAL 3 et MUC 1 dans le cancer colorectal.

I.1.Matériel
I.1.1.Matériel biologique

Cing blocs de paraffine issus de pieces opératoires de patients atteints du cancer
colorectal, réalisés au sein du laboratoire d’anatomie pathologique du centre Hospitalo-

universitaire Isaad Hassani de Beni Messous, ont fait I’objetde la présente étude.

Mis a part ’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 monoclonaux anti-MUCI et anti-GAL3.

I.1.2.Matériel non biologique

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

notreétude. L’ensemble du matériel est clairement démontré dans I’Annexe 1.

1.2.Méthodes

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

I’occurrence, une enquéte épidémiologique rétrospective et étude anatomopathologique.

1.2.1.Enquéte rétrospective

I1 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 2019 et
le 10 Avril 2022. L’étude menée a porté sur 188 cas atteints de cancer colorectal, dont

I’age varie de 30 a 86 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 étaient inexploitables, ont été

exclus.

27



PARTIE PRATIQUE : MATERIEL ET METHODES

Les données concernant 1’age et le sexe des patients ainsi que 1’aspect
macroscopique, histologique et la classification de la tumeur ainsi que d’autres
parametres jugés utiles pour cette étude, ont été retenus a la suite de I'examen des
dossiers médicaux. L'analyse des données, les calculs ont été réalisés par le logiciel

Excel 2007.
1.2.2.Etude anatomopathologique

L’étude anatomopathologique a ¢ét¢é menée au sein du laboratoire
d’anatomopathologie du CHU de Beni Messous, durant la période allant du 24 avril au
29 Mai 2022. L’ ¢étude prospective a été faite sur 5 cas via une analyse histologique et
immunohistochimique par des anticorps monoclonaux a savoir, anti-GAL3 et anti-
MUCI1 en vue de confirmer le diagnostic du cancer colorectal. Les illustrations

graphiques ont été réalisées par le logiciel Leica EC3

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

1.2.2.1.Prélévements tissulaires

11 s’agit principalement de prélévements d’hémicolectomie et résection coliques.

1.2.2.2.Examen histologique

Avant d’effectuer I’examen histologique qui représente 1'étape la plus importante de
I’analyse anatomopathologique les prélévements regus au service d’anatomie cytologie
pathologiques ont étés enregistrés au niveau de la réception sous un numéro de
référence. Dans notre étude, cet examen déterminant comportait plusieurs phases
permettant 1’affirmation ou non du diagnostic de malignit¢ a travers les étapes

suivantes :
A) Fixation

La fixation représentait une étape primordiale 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.
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La durée de fixation était de 24h a 72h dans un liquide fixateur, le formaldéhyde
(HCHO a 10 %, pH = 4). 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. En raison de

ses bonnes qualités de fixation et de conservation.

B) Etude macroscopique

La macroscopie consistait en un examen a 1’ceil nu, des différentes altérations
tissulaires. Ce type d’analyse a été pratiqué par le médecin pathologiste. L’examen

macroscopique s’est effectué¢ en se basant sur plusieurs aspects a savoir :

» Orientation de la piéce de colectomie, qui dépend des repéres (fils, clips...)
mis par le chirurgien sur le prélévement.

» Mesure dans les plans de l'espace de la taille de la piéce transmise
(largueur, longueur, diametre).

» Analyse macroscopique de la piece opératoire visuelle et au toucher
(palpation), la description de son état, de sa consistance, sa couleur, ses
remaniements nécrotiques et hémorragiques, et la recherche des ganglions
en précisant le nombre.

» Encrage de la surface profonde de la piéce opératoire a I’encre de chine.

» Découpage des prélévements en tranches finesde 2 a3 mm sur 1 4 2 cm et
les placer dans des cassettes spéciales en plastique bien immatriculées
selon le numéro d’examen, puis les plonger dans un bac a formol a 10 %.

C) Déshydratation

Cette étape a été effectuée automatiquement a 1’aide d’un appareil de traitement
des tissus comportant 12 bains d’alcool (Xyléne + Ethanol) en cercle. Cet appareil a
permis le transfert automatique de panier d’un bain a un autre, avec une agitation

constante. Durant cette phase, I’appareil a été réglé sur un cycle d’environ 24 heures.

D) Enrobage

L’enrobage était I’étape qui a suivi la déshydratation, et a consisté a mettre les
différents prélévements au sein des moules et les remplir de paraffine. Les
prélévements ont été par la suite refroidis sur la plaque froide puis les mettre dans le

conggélateur.
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E) Réalisation de coupes et étalement

Les coupes ont été réalisées au moyen d’un microtome, qui a permis la
réalisation des fins rubans tissulaires (2 a 3um). Ces derniers ont été mis dans
un bain marie (40°C- 42°C) pour éviter leurs plissements, puis les étaler sur
des lames codées. Les lames ont été ensuite placées dans un portoir et mises

dans une étuve a 92 °C pendant 30 minutes.

F) Coloration

La coloration était primordiale dans 1’analyse histopathologique. Dans notre

¢tude, la coloration utilisée était celle de I’hématoxyline éosine (HE).

Cette coloration topographique a permis 1’identification des caractéres
histologiques des tissus en associant une coloration nucléaire par I’hématoxyline de
Harris a une coloration cytoplasmique par 1’éosine. L’hématoxyline de Harris, un
colorant basique a coloré le noyau en bleu tandis que I’éosine de nature acide a
coloré¢ le cytoplasme en rose. La phase de coloration s’est généralement déroulée en

1 heure et 20 minutes.

Apres la coloration, une réhydratation et déshydratation a été faite (les lames

devaient rester dans le xyléne pour au moins 30 min, avant le montage).
G) Montage

Cette phase consistait a recouvrir I’étalement histologique avec une lamelle
en utilisant un milieu de montage permanent qui est la résine synthétique, appelée
I’Eukitt® (colle biologique). Des petites pressions ont €té ensuite exercées sur la
lamelle permettant ainsi, 1’élimination des bulles d’air pouvant géner 1’observation

microscopique. Enfin les lames ont été séchées a ’air libre.

En effet, le montage a permis d’une part, I’obtention d’un degré de
transparence ¢levé de point de vue optique, et d’autre part, la protection de
I’étalement qui ne supporte pas le dessechement.

H) Lecture microscopique

La lecture de I’ensemble des lames a été faite a 1’aide d’un microscope

optique sur plusieurs grossissements (X 40), (X 100) et (X 400) par le médecin
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pathologiste. Grace a cette étape, le caractére tumoral des différentes 1ésions a
¢été bien affirmé aboutissant ainsi a 1’identification de la tumeur, en s’appuyant

sur son phénotype cellulaire et tissulaire.

Cette étape nous a permis donc, de juger si seule 1’interprétation des
coupes colorées par I’HE était suffisante pour le diagnostic de malignité ou
bien d’autres techniques complémentaires histochimiques et /ou

immunohistochimiques, étaient indispensables.

I1.2.3.Etude immunohistochimique
L’immunohistochimie est une méthode visant principalement a mettre
en ¢évidence I’ensemble des protéines cellulaires (qu'elles soient
cytoplasmiques, nucléaires ou membranaires) contribuant au déclenchement de
plusieurs pathologies notamment les cancers comme les protéines GAL3 et

MUCI dans le cas du cancer colorectal [102].

Cette technique permet donc la localisation et la quantification des
protéines dans les cellules sans les détruire par la détection d'antigénes grace a
un anticorps primaire a épitope spécifique a 1’antigéne qui est capturé par un
anticorps secondaire couplé a une enzyme. Le complexe anticorps/enzyme
réagit avec un substrat pour donner une réaction fluorescente facile a visualiser

au microscope optique a fond clair (figure 15) ; [102]

Amglification
DAB +H.0,
Brown color

=, @ HAP | =
— Sacondary antiboby
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Figure 15 : [llustration de la technique d’immunohistochimie indirecte [102].

Dans notre étude, la technique d’IHC s’est déroulée en plusieurs étapes
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décrites ci-dessous :

A)  Préparation des coupes

Les blocs de paraffine déja préparés et archivés dans le laboratoire, ont été par
la suite récupérés afin de réaliser des coupes de 1a 2 um. Par la suite, une fixation a été
effectuée surdes lames. Ces derniéres ont été séchées, déparaffinées et réhydratées par
I’alcool 100%, 90%, 80% puis rincées a 1’eau distillée.

B) Démasquage thermique

Cette ¢étape visait a démasquer le site antigénique (épitope) a I’aide d’un
tampon de démasquage TRS (X50) (Target Retrieval Solution). Les échantillons
émergés dans cette solution ont été exposés a une température de 96 -98°C générée par

un bain-marie, pendant une durée de 40 minutes.
C) Refroidissement et lavage

Les lames devaient étre doucement refroidies pendant 20 minutes a 1’air
ambiant afin d’éviter le choc thermique. Ensuite, les lames ont été lavées avec de 1’eau
distillée puis avec un tampon TBS-T (tris-buffer saline solution containing tween X20

concentré, pH 7, 6).

Apres avoir versé les derniéres gouttelettes sur les lames, on a utilisé un stylo «
Dako Pen » pour tracer un cercle hydrofuge autour des coupes de tissus. Ce cercle
fournit une barriére aux liquides tels que, les solutions d'anticorps appliquées aux
coupes, aidant ainsi a obtenir des résultats des colorations immunohistochimiques plus

uniformes et permet de réduire la quantité de réactifs.

Enfin, les lames ont étés placées dans un milieu humide noir pendant une nuit.

D) Blocage des peroxydases endogénes

Cette étape a été entamée par 1’ajout de I’ H202 (peroxyde d’hydrogene) 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 ’effet du peroxyde d’hydrogene sur la réaction immunohistochimique.

E) Incubation avec I’anticorps primaire
Une incubation avec ’anticorps primaire a été faite par Anti-GAL3 et Anti-

MUC 1 a été effectuée pendant 40 minutes suivie d’un lavage dans 3 bains de TBS-T.
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F) Incubation avec I’anticorps secondaire
Une incubation avec I’anticorps secondaire (polymere d’enzyme) s’attachant
spécifiquement a I’anticorps primaire a été réalisée, pendant 40 minutes. Cette étape a

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

G) Révélation

On a ajouté aux lames, un mélange de gouttes de chromogéne DAB (3,3-
diaminobenzidine) et 1 ml de tampon tween pendant 2 minutes a température
ambiante. Apres le ringage les lames ont été ensuite immerger dans une solution

ammoniacale (3 %) puis rincées encore une fois a 1’eau distillée.

H) 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 chromogéne DAB .

Enfin, un ringage a I’eau du robinet a été effectué.

)] Montage et observation
Les lames ont été déshydratées dans ’alcool de degré croissant (70 °C, 90 °C,

alcool absolu [x2], Xyléne [x3]) puis dans le toluéne pour I’éclaircissement.

De plus les lamelles ont étés montées sur les lames par Eukitt, ensuite laissées

sécher a 'air libre.

J) Lecture et interprétation microscopique

Les lames ont été examinées au microscope optique a différents
grossissements (X40, X100 et X400) puis interprétées par le médecin
pathologiste. Des photos ont été prises avec le microscope optique a fond clair

doté d'un appareil photo numérique et traitées par un logiciel Leica (Asez).
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II1. Résultats et discussion

Dans cette partie, I’ensemble des résultats obtenus sont présentés, sous forme de graphes et de

tableaux, interprétés et discutés selon la bibliographie.

II1.1.Enquéte rétrospective

Au total 188 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 2019 au
10 Avril 2022.

A) Prévalence du cancer colorectal durant la période d’étude

La prévalence du cancer colorectal au sein du service d’anatomie pathologique de Beni

Messous est estimée a 10% pour la période comprise entre le 1% janvier 2019 et le 10 Avril
2022 (Figure 16).

m CCR

B Cancer et autres
pathologies

Figure 16 : Prévalence du cancer colorectal durant la période d’étude.
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B) Répartition des cas selon I’année de recrutement
Durant notre période d’études, 188 cas incidents de cancer colorectal ont été
diagnostiqués avec un nombre important de 53 cas (28 %) au cours de I’année 2019 suivis
de 38 cas (20 %) pendant I’année 2020 et 81 cas (43%) en 2021. Enfin, on dénombre 16
cas seulement (9 %) en 2022.

La moyenne d’incidence du cancer colorectal a été estimée a 47 cas (Figure 17).

m 2019
m 2020
w2021
W 2022(1er Tri)

Figure 17 : Répartition de cas selon I'année de recrutement
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C) Répartition des cas selon le sexe
La répartition des cas par sexe a révélé une prédominance masculine avec 104 cas

(55 %) par rapport a 84 cas (45 %) notés chez les femmes. La sex-ratio homme/femme était

de 1,23 (Figure 18).

Figure 18 : Répartition des cas par sexe

Nos résultats concordent avec ceux obtenus par McCabe et al [103] qui ont trouvé une
prédominance masculine de 56% et un sex-ratio de 1.28. Cependant, nos résultats étaient

supérieurs a ceux notés par Kassem et al [104] 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 pouvant contribuer au développement du CCR, chez les hommes
par rapport aux femmes qui sont moins sujettes a cette pratique Steinmetz et al [105], El

Housse al [106].
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D) Répartition des cas selon les tranches 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 4gés entre 60 et 69 ans, avec 46 cas (24 %). La

moyenne d’age était de 60,44 = 14,69 (Figure 19).
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Figure 19 : Répartition de cas par tranche d’age.

Nos résultats concordent avec ceux obtenus par Dembélé et al [107], 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 [108] qui a révélé que la majorité des cas soit 74% avait

un age de 50 ans tandis que, seulement 36% des cas étaient 4gés de moins de 50 ans.
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E) Répartition de cas selon I’age par sexe
Selon nos résultats, 1’age moyen n’a pas une différence significative entre les
deux sexes 60.50 pour les hommes ans contre 61.78 ans pour les femmes. De plus,
nos données ont montré que le CCR survientsouvent chez le sujet agé de plus de 50
ans pour les deux sexes. Toutefois, la minorit¢ des cas était enregistrée chez les

patients agés moins de 39 ans, pour les deux sexes (Figure 20).
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Figure 20 : Répartition des patients selon 1’age par sexe.

Nos résultats sont contradictoires a ceux enregistrés par 1’étude Dembélé et
al [107] qui a noté un pic dans la tranche d’age comprise entre 51 et 60 ans quelque
soit le sexe. D’autre part, 1’étude réalisée par Pennison et al [109] a révélé une

moyenne d’age de 59.5 ans avec une prédominance féminine soit 55% des cas.
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F) Répartition des cas selon le siége de la tumeur

Dans notre étude portant sur 188 cas de CCR, le si¢ge de la tumeur le plus fréquemment

touché était le colon droit caractérisant ainsi 51% des cas (Figure 21).

M siege colique droit

—
.
[ W
I N
N
[ N
[ ¥
¥
| 00N

M siege colique gauche

M siege sigmoide

M siege recto-sigmoide

¥ non mentionné

Figure 21 : Répartition des cas selon le siege du CCR.

Nos résultats sont identiques a ceux rapportés par Kassem et al/ [104], qui ont
trouvé que 51 % des cas présentaient un cancer du cdlon droit. En revanche, nos
résultats sont contradictoires a ceux obtenus par El Housse et al [106] et Atef et al
[110] qui ont trouvé des pourcentages respectifs de 77% et 53.7% relatifs aux

cancers siégeant au colon gauche.
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G) Répartition des cas selon la classification PTNM

» Selon le T-tumeur primitive

Nos résultats montrent que la majorité de nos patients soit 57% présentaient le T3 tandis
que, le T2, T4 et le T1 ont caractérisé respectivement 10%, 7% et 5% de 1’ensemble des cas

(Figure 22).

ET1
mT2
T3
mT4

® Non mentionné

Figure 22 : répartition des cas selon le T-tumeur primitive.

Nos résultats sont similaires a ceux obtenus par Kikuchi et a/ [112] qui ont constaté
que la majorité des patients soit 57% des cas présentait le T3. De plus, nos résultats se
rapprochent de ceux de El Housse et a/ [106] qui ont noté que le T3 était trouvé chez 50%

des cas. En revanche, Belhamidi et a/ [111] ont enregistré une prédominance du T2.
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> Selon le N-ganglions lymphatiques régionaux

Nos données révelent une prédominance du N2 soit 39% des cas (Figure 23).

B NO
EN1
N2

B Non mentionné

Figure 23 : Répartition des cas selon le N-ganglions lymphatiques régionaux

Nos résultats sont similaires a ceux rapportés par Kikuchi et a/ [112],
Lalosevic et al [113] et El Housse et al [106] qui ont décelé le NO chez
respectivement 38%, 39% et 40% des cas.
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H) Répartition des cas selon le degré de différenciation

Les résultats obtenus par notre ¢étude ont révélé une prédominance de
I’adénocarcinome bien différencié chez 54% % des cas par rapport a I’adénocarcinome
moyennement différencié¢ noté chez 18 % des cas. Alors que, les CCR moyennement a
bien différenciés et peu différenciés, ont caractérisé uniquement 1.5 % et 1% des cas.

(Figure 24).
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Figure 24 : Répartition des cas selon le degré de différenciation.

Nos résultats concordent avec 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 a/ [114], Belhamidi et a/ [111] et Lalosevic et al/ [113] qui ont trouvé

que I’ADK bien différencié caractérise respectivement 52%, 54% et 55% des cas
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I) Répartition des cas selon le stade de différenciation
Nos résultats révelent que 39% des cas présentaient des tumeurs de stade II

tandis que, 18% des patients avaient des tumeurs de stade III (figure 25).
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Figure 25 : Répartition des cas selon les stades de différenciation.

Nos résultats sont similaires a ceux trouvés par Atef et al/ [110] qui ont noté
une prédominance des cas au stade II (39%). Par ailleurs, nos résultats sont
contradictoires avec ceux trouvés par Kassem et al/ [104] et Haddon et a/ [115] qui ont

enregistré respectivement 52.6% et 42.6% de cas au stade III.
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J) Répartition des cas selon le traitement administré

Nos résultats révelent que la majorité des patients soit 60% des cas ont

bénéficiés de plusieurs cures de chimiothérapie et/ ou radiothérapie (figure 26).

B ChimioRadiothérapie
B Chimiothérapie

B Non mentionné

Figure 26 : Répartition des cas selon les traitements administrés

Néanmoins, d’autres approches thérapeutiques plus prometteuses, ciblant
les différents acteurs de signalisation cellulaire impliqués dans la
carcinogenese colorectale, sont couramment utilisées a travers le monde
notamment pour les cas de cancer colorectal métastatique, ciblant

principalement le KRAS, le BRAF et le géne MEK.
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K) Répartition des cas selon I’expression immunohistochimique de la

GAL-3

Les résultats obtenus révelent que 2 % des cas présentant un cancer colorectal

¢taient positives vis-a-vis de GAL-3 (figure 27).

M Expression +

M Expression -

Figure 27 : Répartition des cas selon I’expression immunohistochimique de Gal 3

Nos résultats différent de ceux enregistrés par 1’étude menée en 2017 par Tao
et al [116] qui a démontré la forte contribution de GAL-3 a la carcinogencse

colorectale avec une surexpression notée chez 62.5% des cas.

D’autre part, les niveaux d’expression de GAL-3 ont été également évalués par
I’étude de Wang et al [117] qui a dévoilé une surexpression de GAL-3 chez 61.5 %
des patients sans métastases ganglionnaires et une surexpression enregistrée chez
89.5 % des cas présentant des métastases ganglionnaires. Sur ce, d’autres travaux
portant sur le rdle clé de GAL-3 dans la cancérogenese colorectale s’imposent, afin

de confirmer les résultats obtenus par notre étude.
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L) Répartition des cas selon I’expression immunohistochimique de la
MUC-1

Nos résultats immunohistochimique sont démontrés que seulement 0.5 % des

cas présentant un cancer colorectal surexprimaient la MUC-1 (figure 28).

M Expression +

M Expression -

Figure 28 : Répartition des cas selon I’expression immunohistochimique de Muc 1

Nos résultats sont inférieurs a ceux trouvés par 1’étude de Del Arco et al [118]
qui a souligné une forte expression de MUC-1 chez 46% des patients souffrant d’un
cancer colorectal. Alors que, selon Wang et al [117], des niveaux d’expression trés
¢levés de MUC-1 ont été décelés chez 34.6 % des cas sans métastases
ganglionnaires et chez 84.2 % des patients présentant des métastases ganglionnaires.

Néanmoins, d’autres travaux sont nécessaires afin de confirmer nos

constatations.
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II1.2.Résultats anatomopathologiques

Les résultats d’observation des coupes histologiques et du marquage
immunhistochimique réalisés sur les 5 cas d’adénocarcinome colorectale sont présentés
sous forme d’illustrations micrographiques prise au moyen d'un microscope optique doté

d'un appareil photo numérique et de tableau.

I11.2.1.Résultats histologiques

o\

Glande muqueuse

La sous séreuse

La muqueuse

Figure 29 : photomicrographie d’une muqueuse colique a 1’état normal au
microscope photonique a faible grossissement (x40) avec une coloration HE.

Mucine

— Glande tumorale

Stroma tumoral fibreux

Figure 30 : photomicrographie d’un adénocarcinome colique bien différencié
au microscope photonique a faible grossissement (x40) avec une coloration
HE.
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Figure 31 : photomlcrographle des follicules 1ymph01des qui ont subits
une infiltration par les cellules tumorales au microscope photonique a fort
grossissement (x400) avec une coloration HE.

| Ce [lule tumorale

Vaisseau
sanguin

Figure 32 : photomicrographie d’un embole vasculaire dans un tissu
tumoral au microscope photonique a fort grossissement (x400)
colorée avec Hématoxyline Eosine.
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I11.2.2.Résultats immunohistochimiques

Les résultats de 1’¢tude immunohistochimiquefaite prospectivement sur
cinq cas d’adénocarcinome colique, via les anticorps anti-Galectine 3 et anti-
Mucine 1 dans un but pronostic afin d’évaluer les emboles vasculaires

(lymphatique ou sanguin), sont illustrés ci-dessous

Positivité cytoplasmique de Gal3 Négativité cytoplasmique de
grossissement x400 Gal3 grossissement x400

Figure 33 : photomicrographie de I’expression immunohistochimique
positive et négative de la GAL3 dans le cas d’un adénocarcinome colique au
microscope photonique a fort grossissement (x400).

Expression cytoplasmique normale

Surexpression cytoplasmique de
la Muc 1 grossissement x400 de la Muc 1 grossissement x400

Figure 34 : photomicrographie de I’expression et la surexpression de la

MUCI1 dans le cas d’un adénocarcinome colique au microscope photonique a
fort grossissement (x400).
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= [ ’ensemble des résultats atteints sont illustrés dans le tableau ci-dessous:

Tableau IV : Résultats d’observations microscopiques des tissus

tumoraux apres la technique immunohistochimie.

patients Infiltration des Embole GAL3 MUC 1
ganglions vasculaire

Patient 1 Positif Négatif Négatif Négatif

Patient 2 Négatif Négatif Positif Négatif

Patient 3 Positif Positif Positif Négatif

Patient 4 Négatif Négatif Positif Négatif

Patient 5 Positif Négatif Positif Positif

Comme clairement illustré sur le Tableau IV, la technique d’IHC a bien confirmé Ia
surexpression de GAL-3 chez 80 % des échantillons (soit4 cas). D’autre part, pour ce qui est de
I’expression de la MUC-1, notre étude a dévoilé une surexpression de cette protéine chez uniquement

10 % des cas.

L’analyse immunohistochimique des cas étudiés prospectivement nous a permis donc
de mettre en évidence :

e | cas démontrant une négativité vis-a-vis des deux marqueurs: Gal3 et
Mucl.Néanmoins, des métastases ganglionnaires ont été bien constatées avec absence
d’évidence d’emboles vasculaires sur les prélévements étudiés.

e 3 cas dotés d’une positivité vis-a-vis d’un seul marqueur qui est le GAL-3 ainsi
qu'une négativit¢ du MUC-1 dont 2 n’avaient pas d’emboles vasculaires et de
métastases ganglionnaires alors que le 3eme cas était caractérisé par la présence
d’emboles vasculaires et de métastases ganglionnaires.

e Le Seme cas a bien démontré une positivité vis a visle GAL-3 et MUC-1 avec une

présence de métastase.

En s’appuyant sur les résultats obtenus, la positivité des deux marqueurs est en faveur
d’un mauvais pronostic avec risque ¢levé d’emboles vasculaires sanguins d’ou la présence de

métastases ganglionnaires.
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L’étude qu’on a menée montre que la positivité des deux marqueurs n’implique pas
obligatoirement la présence d’emboles vasculaires dans la tumeur néanmoins, la présence de
métastases ganglionnaires rend le pronostic plus sombre, et peut supposer la présence
d’emboles lymphatiques non vu sur nos prélévements (la tumeur n’est pas incluse en totalité
des prélévements systématiques sont réalisé€s selon des protocoles codifiés).

La négativit¢ des deux marqueurs retrouve sur ce prélevement une métastase
ganglionnaire sans évidence d’emboles vasculaires. Au vu de ces résultats, il existe
probablement d’autres marqueurs qui interviendraient dans le cycle de la carcinogénese de ces
adénocarcinomes.

Sur les 3 autres cas qui présentent le méme profil (positivité d’un seul marqueur), les
résultats microscopiques ne sont pas les mémes confirmant encore une autre fois la présence
probable d’autres facteurs qui interviennent dans 1’évolution de ces carcinomes. Néanmoins,
d’autres études portant sur un échantillon représentatif seraient intéressantes afin d’évaluer
I’intérét diagnostique, pronostique et thérapeutique de ces marqueurs vis-a-vis de

I’adénocarcinome colique.
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A T’essor de notre étude, il en découle que les cancers colorectaux sont fréquemment
diagnostiqués au sein du service d’anatomie pathologique du CHU de Beni Messous. Notre
é¢tude a permis de recenser 188 cas de cancers colorectaux diagnostiqués a la fois

histologiquement et immunohistochimiquement.

A travers ce travail, on a pu dégager certaines caractéristiques épidémiologiques,

cliniques et anatomopathologiques du cancer colorectal.

Notre étude a dénoté la prédominance de ce type de cancers chez les hommes soit 55
% des cas. On a pu également constater que la tranche d’age la plus touchée était comprise
entre 60 et 69 ans. D’autre part, cette ¢tude nous a permis de souligner que le cancer

colorectal cible principalement le colon droit, caractérisant ainsi 51 % de nos cas.

Histologiquement, 1’adénocarcinome colique bien différencié était le plus

fréquemment enregistré chez 54 % des cas.

L’analyse immunohistochimique qui est largement utilisée pour I’étude du profil
d’expression protéique , nous a permis de déceler 3 cas surexprimant la GAL- 3 et un autre

surexprimant a la fois la GAL- 3 et la MUC-1.

L’étude du profil d’expression protéique s’avere donc une €tape trés utile dans la prise
en charge personnalisée des patients atteints de CCR. Les protéines GAL-3 et MUC-1
semblent donc, €tre des outils trés prometteurs, non seulement pour le diagnostic et pronostic

du cancer colorectal mais aussi pour I’orientation de la démarche thérapeutique.

L’une des limites de notre travail était la courte durée de 1’étude, ainsi que
I’insuffisance des données cliniques et épidémiologiques sur les patients. S’il y aurait a
I’avenir, une opportunité¢ de poursuivre ce travail, le mieux serait d’étendre nos investigations
aux autres CHU avec un échantillonnage plus significatif et ce, pour une meilleure estimation
de I’expression de GAL-3 et MUC-1 chez les patients atteints CCR. D’autre part, il serait
beaucoup plus intéressant, de rechercher 1’expression de nouveaux marqueurs et de comparer

leur spécificité et fiabilité par rapport aux biomarqueurs actuels.

Enfin, il serait éminent d’exploiter d’autres techniques de biologie moléculaire en
I’occurrence, la PCR et les techniques de séquencage, afin d’identifier de nouveaux
marqueurs génétiques et épigénétiques d’intérét diagnostique, pronostique voire méme

thérapeutique.
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ANNEXE I. REACTIFS, MATERIEL ET APPAREILLAGES
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MATERIEL

Cassettes en plastique Lames Lamelles

Lames silanisés Moules Dako Pen (stylo hydrophobe)
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APPAREILLAGES

Etuve Appareil de déshydratation = Appareil d’enrobage (Leica)
(Leica)

Automate Ventana Bain marie
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Annexe II. PROTOCOLE DE MANIPULATION
Coloration par I’hématoxyline- éosine HE

A. Fixation

Figure 1 : colon dans le formol 10%.

B. Etude macroscopique
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Figure 2 : examen macroscopique d’un colon
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C. Déshydratation
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Figure 3: Déshydratation des prélévements.

D.Enrobage

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

Figure 5 : coupes par microtome et étalement.

F. Etapes de coloration

Figure 5 : coloration HE.
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Tableau 1 : les différentes étapes de coloration HE.

Produit Temps But

Xyléne 5 min Déparaftiner pour que les colorants puissent pénétrer le
tissu.

Alcool 100% 5 min Pour enlever I’excés du xyleéne.

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 rincage 10 min Disparition de la couleur bleu des bords des lames.

Eosine Smin 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.

G. Montage

Figure 6 : illustration de 1’étape de montage.
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ANNEXE III Immunohistochimie

A. Déparaffinage

Figure 7 : étape de déparaffinage.

B. Démasquage thermique

Figure 8 : illustration des étapes de démasquage thermique.

C. Blocage de peroxydase endogene

Figure 9 : addition de quelques gouttes de peroxyde d’hydrogene
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D. Marquage par I’ Anticorps primaire

Figure 10 : addition de quelques gouttes d’AC primaire.

E. Révélation par le systeme (HRP)

Figure 11 : I’ajoute de quelques gouttes de peroxydase de raifort.

F. Application du chromogene DAB :

Figure 12 : Addition de quelques gouttes du chromogeéne Diaminobenzidine.
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G. contre coloration

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 1’eau distillée.
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