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Resume

Le cancer colorectal (CCR) est un probléme majeur de santé publique en raison de sa

fréquence et de sa gravité, il occupe le 2™ en Algérie, et le second en termes de décés par

cancer (Registre du cancer, INSP, 2009).

Dans notre étude, nous avons évalué 1’expression des facteurs pronostiques p53 et I’EGFR
par la technique d’immunohistochimie. Elle concerne 30 patients atteints d’adénocarcinome
colorectal métastasique ou non. La détection des mutations du géne KRAS est effectuée en
vue d’une prescription thérapeutique (thérapie ciblée) par une technique  de biologie
moléculaire la PCR en temps réel .Elle concerne 11cas. La p53 est exprimée dans 24cas
(80%), et ’EGFR 23cas (73,33%). L’¢étude statistique a montré qu’il n’ya pas de corrélation
significative entre I’expression des deux facteurs pronostique et le sexe, I’age, I’histologie, la

localisation tumorale, et le stade pTNM, (p>0,05).D’autres études confirment nos résultats.

La présence de mutation du gene KRAS est prédictive de I’absence de réponse aux thérapies
ciblées anti EGFR utilisant des anticorps monoclonaux. Sur les 11 patients 7 cas présentant
une mutation sur le géne KRAS avec 6cas (85,71%) la mutation située sur le codon 12/13 et
Icas (9,09%) porte la mutation sur le codon 61. L’étude statistique a montré qu’il n’ya pas de
corré¢lation statistique significative entre la mutation du KRAS et les différents parametres

clinicopathologiques (p > 0,05) et I’expression de p53, et EGFR (p > 0,05).

Mots clés : Cancer colorectal, Immunohistochimie , p53, EGFR, PCR en temps réel, KRAS.



Apsiract

Colorectal cancer (CCR) is a major health problem because of its frequency and severity, he

was the second largest in Algeria, and second in terms of cancer deaths.

In our study, we attempted to evaluate the expression of p53 and EGFR by
immunohistochemistry technique involves 30 patients with metastatic colorectal
adenocarcinoma or not, and the detection of KRAS mutation in order to a therapeutic
prescription (targeted therapy) by the technique of molecular biology in the real time PCR,
11cas regards achievement of metastatic colorectal cancer. p53 is expressed in 24cas (80%) of
30 patients, and EGFR 23cas (73.33%) of 30 patients. Statistical analysis showed that there is
no significant correlation between the expression of two prognostic factors and sex, age,
histology, tumor location, and pTNM stage (p> 0.05) .Others studies confirm our results.
The presence of KRAS mutation was predictive of lack of response to targeted therapies using
anti-EGFR monoclonal antibodies. Of the 11 patients 7 cases with a mutation in the KRAS
gene with 6cas (85.71%) the mutation located on 12/13 and 1 case codon (9.09%) carries the
mutation at codon 61 The statistical study has shown that there is no statistically significant
correlation between KRAS mutation and different clinicopathological parameters (p> 0.05)

and the expression of p53 and EGFR (p> 0.05).

Key words: Colorectal cancer, immunohistochemistry, p53, EGFR, real time PCR, KRAS.
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Glossaire

Adénocarcinome : est une tumeur maligne développée a partir d'un épithélium glandulaire

(Goldman ,2013).

Adénome : est une tumeur bénigne pouvant affecter une glande ou bien une muqueuse

(Goldman ,2013).

Adjuvant : chimiothérapie ou radiothérapie offerte apres la chirurgie afin de réduire le risque

de récidive du cancer ( Cacheux et al. ,2011).

Cancer localement avancé : terme descriptif pour parler d’un cancer s’étant propagé, depuis
son site d’origine a la surface interne de I’intestin, a travers la paroi de 1’intestin pour venir

occuper des tissus ou des ganglions lymphatiques avoisinants (Michel, 2008).

La dysplasie : correspond a des anomalies cellulaires, nucléaires et cytoplasmiques associées
a des anomalies architecturales de 1’épithélium des glandes. Les anomalies sont
progressivement croissantes, d’abord de bas grade puis de haut grade avec désorganisation
architecturale marquée. L apparition d’une dysplasie de haut grade témoigne des anomalies

génétiques précoces de la transformation maligne (Morére et al. ,2011).

La néoplasie : il s’agit littéralement «d’une nouvelle formation» 1’appellation du néoplasie
est toutefois réservée a la prolifération pathologique car elle indique une multiplication
cellulaire qui se vise aucun but utile et qui n’est pas controlée par les lois de la croissance

cellulaire normale ou homéostasie (Morére et al. ,2011).

Les génes suppresseurs de tumeurs : sont des régulateurs négatifs de la croissance
cellulaire, leur altération peut contribuer au  processus tumorigéne. Il s’agit d’une
transmission récessive, les 2 alléles du geéne devant étre altérés pour observer l'effet
oncogénique (mode récessif). Les génes suppresseurs de tumeur peuvent étre classés en 2
familles de genes: génes impliqués dans le contrdle de la prolifération et de la survie cellulaire

(gatekeepers) et Les geénes de maintien de l'intégrité du génome (caretakers)
(Michaél et al. ,2004).

Oncogéne : est un gene altéré, dont le produit (protéine) est impliqué dans la transformation

d’une cellule normale en cellule tumorale (Michaél et al. ,2004).



Glossaire

Polype : est une croissance anormale de tissus en saillie adénome, ou tumeur bénigne, se
développant sur les muqueuses. Certains sont plats (polypes sessiles), d'autres possédent un
pied plus ou moins long (polypes pédiculés). Ils se retrouvent plus fréquemment sur les

muqueuses du colon, du rectum, de 1'utérus, de I’estomac (Rochaix et al. ,2005).

Pronostic : une prévision ou une prédiction de I’évolution probable de la maladie, de 1’issue

du traitement et du risque de récidive (Giacchetti S, 2010).

Systéme de stadification TNM : un systeme permettant de décrire 1’étendue du cancer dans
le corps d’un individu; T décrit la taille de la tumeur et si celle-ci a envahi les tissus
avoisinants, N décrit tout ganglion lymphatique atteint par le cancer et M décrit les métastases

(propagation du cancer d’un endroit du corps a I’autre) (AJCC, 7éme édition 2009).

Thérapie ciblée : un type de traitement contre le cancer qui utilise des médicaments afin

d’identifier et d’attaquer précisément les cellules cancéreuses sans nuire aux cellules saines

( Cacheux et al. ,2011).
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Introduction

Le cancer colorectal (CCR) est un probléme majeur de santé en raison de sa fréquence et de sa

2éme

gravité. En Algérie, il représente le cancer chez ’homme apres le cancer du poumon et

2 éme

le chez la femme apres le cancer du sein (Registre du cancer, INSP, 2009).

Le cancer colorectal (CCR) correspond a toutes proliférations néoplasiques malignes prenant
naissance a partir de la paroi colique (Scotté et al., 2000), résultant de I’accumulation de
plusieurs mutations des proto-oncogenes, des geénes suppresseurs de tumeurs ainsi que des

genes de réparation de I’ADN (Iniesta et al., 1998).

Des recherches approfondies sur la biologie du cancer colorectal ont identifi¢ une multitude
marqueurs moléculaires réputés pour fournir des informations pronostiques. Ainsi, des
résultats contradictoires ont été établis sur le role du géne suppresseur de tumeur p53 et le
récepteur membranaire au facteur de croissance épidermique (EGFR); deux marqueurs

pronostiques les plus étudiés présumés dans le cancer colorectal.

Les traitements des cancers reposent sur 1’utilisation de produits de chimiothérapie, qui ont
permis ’amélioration de la survie chez de nombreux patients et dans de multiples
localisations tumorales. Alors que les thérapies moléculaires ciblées (TMC) ont révolutionné
I’approche de la prise en charge des cancers au stade métastatique.

Dans le CCRm le statut KRAS est prédictif de la réponse au traitement par des anticorps anti-
EGFR. Il est devenu obligatoire de s’assurer de 1’absence de mutation avant d’instaurer un

traitement par anticorps anti-EGFR (Amado et al., 2008).

De ce fait la recherche de facteurs pronostiques et prédictifs de réponse aux traitements

devient un objectif majeur en cancérologie.

Dans cette optique, nous avons réalisé un travail dans le laboratoire d'anatomie pathologique
et le laboratoire d'oncologie moléculaire fondamentale et appliquée du CPMC afin d’évaluer

quelques marqueurs pronostiques et prédictifs chez des malades atteints de cancer colorectal.
Notre étude portée sur une série de 30 patients avait les objectifs suivant :

- la distinction entre les différents types histologiques du cancer colorectal (par la
technique histopathologique).

- une immunodétection (par IHC) des deux marqueurs pronostiques « p53 et EGFR ».

- I’évaluation du statut KRAS en vue d'une prescription thérapeutique adaptée (Thérapie

ciblée). Par la technique de biologie moléculaire (PCR en temps réel).
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I.1 Rappels sur le colon — rectum :
I.1.1 Anatomie :

A. Le célon :
Le colon fait suite a I’intestin gréle au niveau de la valvule iléocacale et se termine au niveau

de la jonction rectosigmoidienne. La longueur du célon varie de 1,45 m a 1,65 m selon la

taille de I’individu. (Christele, 2008).

» Les particularités morphologiques de chaque portion du célon :

e le caecum : légerement dilaté, situé en bas et a droite de I'abdomen, auquel s'attache
I’appendice.

e le colon droit ou ascendant qui remonte vers le foie.

e le colon transverse qui passe de droite a gauche devant I'estomac et remonte un peu
sous les cotes gauches.

e le colon gauche ou descendant qui redescend vers le bassin.

e le colon sigmoide, qui pénétre dans le bassin.

B. Rectum :

Le rectum est la partie terminale du tube digestif, il s’étend depuis le c6lon sigmoide auquel il
fait suite niveau de la 3éme vertebre sacrée jusqu’ a I’orifice anal.
Il comprend 2 segments bien distincts : (Mallem D, 2010).

1. Un segment pelvien ou ampoule rectale :
C’est un segment qui s’étend depuis la 3éme vertebre sacrée qui correspond au point ou les
artéres hémorroidales supérieures abordent le rectum.

2. Un segment périnéal ou canal anal. Il s’agit en fait de la zone sphinctérienne

entourée de 2 muscles, sphincter anal interne et sphincter anal externe.

Le canal anal s’étend sur un court trajet depuis le diaphragme pelvien des releveurs de I’anus
en haut jusqu’a Dorifice anal en bas, a une forme cylindrique, long seulement de 3 cm. Il a un

calibre extérieur de 2 a 3 cm (Mallem D, 2010).
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Figure 01 : Anatomie du colon (Dolisi, 2013).
1.1.2 Histologie:

La paroi du célon comprend 4 couches :

- La muqueuse : Sa surface est lisse, sans villosités, marquée seulement par les orifices des
glandes de liberkithn. L’épithélium de surface et des cryptes est formé par une couche
unicellulaire formée d’une part d’entérocytes, d’autre part de cellules caliciformes & mucus.
-La sous muqueuse : riche en plexus sanguins et lymphatiques, et en cellules lymphocytaires,
Plasmocytaires, macrophages, ¢osinophiles..

- La musculeuse a deux couches, une couche longitudinale externe (tenia coli), et une couche
circulaire interne.

- La séreuse qui constitue le péritoine viscéral (Luillmann et al. ,2008).

Muogueunse
Sous -muguense

- com=tesss Muosculeuse

S A

T~ S S Ereuse

(N

Figure 02 : Histologie de la paroi colique saine chez ’homme aprés coloration HE
(Gr 20X) (INCa ; 2010).
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1.2 Le cancers colorectal.
1.2.1 Epidémiologie :

Le cancer colorectal (CCR) est un probléme majeur de santé en raison de sa fréquence et de

sa gravité, il occupe le 3°™ rang dans le monde, et le second en termes de décés par cancer.

Fréquent dans les pays occidentaux a haut niveau de vie (Amérique du nord — Australie —
Europe), représente le deuxiéme cancer le plus fréquent en France, pour les deux sexes

confondus .1l parait plus rare dans les pays d’Asie et d’Afrique (Buech .B etal/;2012).

En Algérie, son incidence parait croissante et il représente le 2°™ cancer chez I’homme aprés

le cancer du poumon et le 2 ™

INSP, 2009).

chez la femme apres le cancer du sein (Registre du cancer,

I.2.2 Histoire naturelle du cancer colorectal :

Le cancer colorectal (CCR) est une tumeur maligne issue d’un processus complexe et
néoplasique, il fait suite dans 60 % a 80 % des cas a une tumeur bénigne, appelée polype
adénomateux ou adénome. Se développant a partir des épithéliums de revétement intestinaux,
sous forme d’une masse obstruant la lumiére du colon ou du rectum. (Goldman ,2013).

La premicere étape du développement du cancer colorectal est 1’apparition d’une

hyperprolifération de 1’épithélium colique.

Au plan morphologique la premiére anomalie décelable est le foyer de crypte aberrantes
(FCA), il s’agit de crypte calibre élargi entourées d’un épithélium ¢€paissi avec une

mucosécrétion diminuée, ces FCA existent sous la forme d’une hyperplasie.

La plupart des CCR (90%) sont des adénocarcinomes et se développent a partir d’un
Adénome (Goldman ,2013).

Adénocarcinome in situ : le développement d’un carcinome est d’abord superficiel, strictement inta-
épithélial puis intramuqueux, sans franchissement de la lame basale et est désigné sous le terme in situ

(Michaél et al. ,2004).

% Adénocarcinome infiltrant : le terme de carcinome invasif s’applique aux Iésions
entrainent une rupture de la lame basale dépassant la musculaire muqueuse, le
carcinome s’étend ensuite progressivement en profondeur dans la paroi colique, dans

la sous muqueuse dans la musculeuse, puis dans la sous séreuse et la séreuse
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(Michel, 2008).
1.2.3 les types histologiques du CCR :

a) La forme fréquente :
e L'adénocarcinome lieberkuhnien
L'adénocarcinome lieberkuhnien est la forme histologique la plus fréquente. Il s'agit d'une
prolifération infiltrante de tubes ou de glandes dont le revétement apparait cylindrique et
basophile, avec pluristratification, atypies cytonucléaires et mitoses, ressemblant aux glandes
de Lieberkuhn constituant la muqueuse normale du colon. On distingue des formes bien,

moyennement ou peu différenciées (Rougier et al. ,2006).

b) Les formes histologiques particulieres :

e Adénocarcinomes mucineux (colloide muqueux) :

-Représente 10 a 15 % des adénocarcinomes colorectaux, définis par la présence de plus de

50% de la composante mucineuse (Rougier et al. ,2006).

e Carcinome a cellules en « bague a chaton » :
Appel¢ aussi carcinome a cellules isolées ou carcinome a cellules indépendantes.
-1l est rare, représente environ 1% de CCR (Morére et al . ,2011).

e Carcinome épidermoide :
-1l est rare, constitué uniquement de cellules malpighiennes, de mauvais pronostic

(Rougier et al. ,2006).

Carcinome adéno-squameux :

-Défini par la présence de nombreux foyers malpighiens ou séparés de la composante

adénocarcinomateuse (Morére et al. ,2011).
e Carcinome a petites cellules :

-1l est constitué de cellules rondes ou ovales a cytoplasme peu abondant, noyau mono
chromatine irréguliére et nucléole peu visible s’y associent des figures de mitose et

d’apoptose (Morére et al. ,2011).
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1.2.4 Classification des cancers colorectaux :
La classification TNM :

La Classification du cancer colorectal repose sur différentes classifications dont la
classifications post opératoire Tumor Nodes Metastasis (pTNM) facteurs histopronostiques
validé, qui permet la détermination de 1I’extension en profondeur de la tumeur dans et au-dela

de la paroi digestive,

L’étude des tumeurs se fait selon 3 critéres : taille et profondeur de la tumeur (T), atteinte ou
non des ganglions lymphatiques et nombre des ganglions atteints (N), présence ou non de
métastase (M) qui permettent de définir le stade du cancer (AJCC, 7¢éme édition 2009).
(Annexe 1)

.Classification en grade de différenciation (Mémento de pathologie, 3°™ édition 2009) :

Les carcinomes colorectaux sont gradés en 3 classes :

Grade 1 : bien différencié, contenant > 95% de structures glanduliformes.

Grade 2 : modérément différencié, contenant de 50 a 95% de structures glanduliformes.
Grade 3 : peu différencié, contenant < 50% de structures glanduliformes.

1.3 Facteurs de risque du cancer colorectal :
Le cancer colorectal est un processus multi factoriel, impliquant plusieurs facteurs de risque.
1.3.1 Facteurs génétiques :

a) Polypose adénomateuse familiale (PAF) :

La PAF est responsable de moins de 1 % des cancers colorectaux. Cette maladie est
caractérisée par le développement de plusieurs dizaines ou centaines d’adénomes, tapissant
toute la lumicre intestinale. Il s’agit de mutations germinales qui siégent sur le bras long du
chromosome 5 du géne APC de transmission autosomique dominante a pénétrance élevée.
Ces cancers sont tous de phénotype LOH,

Une mutation germinale biallélique du géne MYH a été mise en évidence chez des patients
ayant un phénotype de PAF mais pas de mutation APC. Le géne MYH est un géne appartenant
au systeme de réparation BER (base excision repair) de ’ADN. La transmission de cette

anomalie se fait sous un mode autosomique récessif. (Sieber et al. ,2003).
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b) Le cancer colorectal héréditaire sans polypose (HNPCC) ou Syndrome de Lynch
Ce syndrome est défini cliniquement par les critéres d’ Amsterdam II de 1999 suivant
(Faivre et al. ,2009).

» Au moins 3 sujets atteints de cancer appartenant au spectre étroit du syndrome

HNPCC et histologiquement prouvé

» Unis 2a 2 par un lien de parenté au ler degré sur 2 générations

» Un des cancers au moins s’étant révélé avant I’age de 50 ans
Affection génétique de transmission autosomique dominante résultant de mutations
germinales touchant des geénes codant des protéines impliquées dans la réparation des erreurs
de réplication de I’ADN MMR (Mis-Match Repair), les 2 principaux génes impliqués sont les
genes hMSH2 et hMLH1, respectivement 31 % et 33 %. Plus rarement, les géenes PMS2 (4
%), PMS1 (2 %) et le gene hMSH6 (Laurent-Puig et al. , 2005, Buecher et al. ,2012).

Le diagnostic moléculaire du syndrome de Lynch est bas¢ sur I’analyse des génes touchés par
la mutation : géne MSH2, géne MLH1, géne MSH6 (Vogel et al. ,2009). Les patients porteurs
de la mutation peuvent développer un cancer du colon et du rectum, un cancer de I’endométre,

de I’estomac, de I’ovaire, de 1’urothélium, ou des voies biliaires. (Olschwang S et al; 2004).

1.3.2 les facteurs environnementaux :

Plusieurs études ont rapporté que [’alimentation joue un role trés important dans le
développement du cancer du colon. En effet, un apport calorique riche en graisses animales et
I’obésité¢ sont liées a une augmentation du risque du CCR. Par contre, on note un role
protecteur par la consommation réguliere de fibres (Iégumes, fruits, céréales) et par 1’exercice
physique régulier. Aussi, le tabagisme et I’alcool sont des facteurs d’apparition des adénomes
favorisant I’augmentation de leurs tailles. Le risque d’étre atteint d’un gros polype est dix fois
plus élevé chez un sujet ayant fumé plus de 20 paquets par année plus de trois quart de litre de
vin par jour (Morére et al. ,2011).

1.3.3 Maladies inflammatoires chroniques :

Chez les malades atteints de rectocolite hémorragique, le risque de CCR est multiplié par huit
par rapport a celui de la population générale. Ce risque augmente avec la durée de 1’évolution
et devient significatif apres dix ans d’évolution. Toutefois ces cas ne concernent que 1 a 2 %

(Andrieu, 1991).



Chapitre I : Etude bibliographique

1.4 Physiopathologie du cancer colorectal.
On estime que plus de 90% des cas de cancer colorectal sont sporadiques.
1.4.1 Mécanismes moléculaires de la cancérogénése :

A ce jour, trois principaux groupes de CCR sont définis suivant le type d’instabilité qui leur
est associé :

- Les cancers LOH (loss of heterozygosity) ou CIN (chromosome instability):

Les CCR de type LOH représentent environ les trois quarts des CCR sporadiques et tous les
CCR héréditaires développés sur polypose adénomateuse familiale (PAF). Ils sont définis par
la perte de chromosome(s) ou des fragments de chromosomes. Le type LOH est caractérisé
par une aneuploidie des cellules, des pertes alléliques fréquentes, des mutations fréquentes des
genes APC (adenomatous polyposis coli), KRAS et P53, une localisation préférentielle dans le

cblon distal et un mauvais pronostic (Svrceka et al. ,2011).

- Les cancers MSI (microsatellite instability) ou MIN (microsatellite instability) :

Sont caractérisés par une instabilit¢ des séquences répétées de type microsatellite, MSI
résultant de I’inactivation du systéme de réparation des mésappariements des bases. Chez
I’homme, six geénes impliqués dans ce systeme ont été identifiés : AMSH?2, hMLHI, hMSHG,
hMSH3, hPMS?2 et hMLH3. L instabilité génétique a la réplication est présente dans 15 % des
cancers colorectaux. Dans le cadre des CCR sporadiques, la cause de ce phénotype est une
hyperméthylation du géne AMLHI, alors que dans le syndrome de Lynch, I’altération du
systtme MMR est secondaire a une mutation inactivatrice constitutive d’un des genes
suivants : AMSH?2, hMLHI, hMSH6 et PMS2. Dans Les tumeurs MSI+ L’inactivation du
systtme MMR conduit & I’accumulation de mutations secondaires qui vont inactiver de
nombreux geénes (BAX, TGFRII, les facteurs de transcription TCF-4 ou E2F4) aboutissant a la

transformation de la cellule (Lamoril et al. ,2009).
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Figure 03 : Deux mécanismes de carcinogenese colique (Aparicio, 2007).

- Les cancers CIMP (CpG island methylator phenotype):
Des dinucléotides CpG regroupés en ilots sont retrouvés dans les régions promotrices pour la
moitié¢ des genes. Ces ilots CpG peuvent inactiver un géne en empéchant sa transcription si

leur cytosine est méthylée (Svrceka et al. ,2011).

Dans le CCR, plusieurs geénes suppresseurs de tumeurs peuvent ainsi €tre inactivés conduisant

a ce phénotype CIMP (CpG Island Methylation Phenotype) (Issa, 2004).

La méthylation du géne hMLHI responsable d’une inactivation du systtme MMR et donc
d’un phénotype MSI rentre également dans ce cadre expliquant la possibilité de tumeur
MSI+/CIMP+. La plupart des CCR sporadiques présentant un phénotype MSI surviennent
chez des individus agés, sont associés a des mutations de BRAF et a un phénotype CIMP+

(Svrceka et al. ,2011).
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I.5. Les voies de signalisation impliquées dans la cancérogenése colorectale :
I.5.1.voie du TGF-§ :

Le transforming growth factor b (TGFR) activé se lie au récepteur de type II du TGFB ; il se
forme alors un complexe protéique avec le récepteur de type I du TGFb. Ce complexe
phosphoryle SMAD?2 qui forme alors un hétérodimere avec SMAD4 (Parsons et al. ,1995).

Le complexe SMAD2/SMADA4 est transloqué dans le noyau et induit la transcription de génes
qui inhibent le cycle cellulaire, notamment le géne MT7S2.

Des mutations inactivatrices des genes suppresseurs de tumeur SMAD?2 et SMAD4 localisé sur
le chromosome 18 sont mises en évidence dans plus de 25 % des cancers colorectaux LOH+
(Souza et al. ,1996). Mais surviennent tardivement lors de la transformation de 1’adénome en
carcinome.

Cette voie de signalisation est activée dans 20 a 30 % des CCR de phénotype CIN par
mutations inactivatrices des génes SMAD2 et SMADA4. Elle est également impliquée dans les
CCR de phénotype MSI dans 60 a 80 % des cas. Ainsi, cette voie de signalisation est
inactivée dans les deux types du CCR, quasi systématiquement dans les cancers de phénotype

MSI+ et plus rarement parmi les phénotypes CIN+ (Laurent-Puig et al. ,2010).

Dans les cancers MSI+, une inactivation biallélique du géne du récepteur de type II du TGFB
est observée dans la majorité des cas. Toujours dans les tumeurs MSI+, en ’absence de
mutation du geéne du récepteur de type II du TGFB (TGFB-RII), des mutations du récepteur a
I’insuline (IGF-IIR) mutuellement exclusives avec celles du récepteur de type II du TGFS ont

¢été décrites (Parsons et al. ,1995).

Figure 04 : 1a voie du TGF-p (Parsons et al. ,1995)
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1.5.2 Voie APC/B-Caténine /TCF :

Le géne APC est un gene suppresseur de tumeur qui code pour une protéine APC a multiples
fonctions, sa fonction principale étant d’exercer un controle négatif du taux et de 1’activité de
la B caténine. En effet, en I’absence de signal mitotique, la protéine APC forme un complexe
cytoplasmique avec la B caténine, I’axine et une sérine-thréonine glycogeéne-kinase (GSK 3B).

La GSK 38 permet la dégradation de la B caténine via le protéasome (Aparicio ,2007).

Lorsqu’il y a activation du proto-oncogéene WNT, la GSK 38 est inhibée et la B caténine
s’accumule dans le cytoplasme et forme un complexe avec le facteur de transcription TCF 4.
Ce complexe est alors transloqué dans le noyau ou il y a transcription des génes qui permet la
prolifération cellulaire dont 1’oncogéne ¢c-MYC. Au cours de la prolifération maligne, le
complexe B caténine-TCF 4 est activé de manicre automatique conduisant a la prolifération
des cellules épithéliales coliques vers la surface des cryptes intestinales qui deviennent alors

des cryptes aberrantes, premicres l€sions pré-néoplasiques.

La voie de signalisation WNT est activée dans les 2 phénotypes de cancers colorectaux LOH+
et MSI+. Dans les cancers LOH, il s’agit principalement d’une inactivation biallélique du
gene APC, et dans les cancers MSI+, il s’agit de mutations activatrices du géne de la

B-caténine ou de mutation inactivatrice du geéne axine 2 (Aparicio, 2007).
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Figure 05 : Voie WNT/wingless ou voie APC/b-caténine (Lefévre, 2012).
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1.5.3 La voie de L’EGFR :

Les récepteurs EGFR sont des molécules transmembranaires permettant a partir de signaux
extracellulaires, la transmission d’informations, dont la transduction intracellulaire, provoque
un ensemble de processus métaboliques comme la croissance cellulaire, la différenciation, la
survie, la progression du cycle, I’angiogenése et la réponse aux médicaments.
Les EGFR (appelés aussi erbB1 ou HER1) sont des membres de la famille erbB de récepteurs
tyrosine kinase comprenant entre autres, erbB2 (HER2/neu), erbB3 (HER3) et erbB4 (HER4).
L’EGFR est une glycoprotéine de 170 kDa codée par le protooncogéne c-erbB1 situé sur le
chromosome 7q22 (Svrceka et al . ,2011).
Comme de nombreux récepteurs transmembranaires, les EGFR sont composés

» d’un domaine de fixation extracellulaire.

» d’un domaine lipophile transmembranaire.

» d’un domaine tyrosine kinase intracellulaire.
Plusieurs ligands se fixent sur ce dernier :
Epidermal growth factor (EGF), Transforming growth factor alpha (TGF-alpha),
L’amphiréguline, la betaceluline. L’épiréguline. NRG2-alpha (neuregulin 2) ,I’heparinbinding
EGF.

EGF
TEFa
Epiréguline

Amphiréguline HE-EGF

ﬂ-j:SI]Efr':: neurdgulines ﬂ-tcl.lu:ﬁc
Ligands neurégulines
spécifiques ——— JT"‘. ’l-‘ 'l-‘

Milicu extracellulaire

Milicu ntroceliulaire

Domaine
tyrosine kinase

HER1 = RE&GF HERZ2 HER3 HER4

Figure 06 : La protéine EGFR (Liévre et al. ,2010)

La fixation du ligand sur le récepteur entraine, aprés homo- et/ou hétérodimérisation de ce
récepteur avec d’autres récepteurs de la famille ErbB tels que HER2, I’activation de ce dernier
par phosphorylation au niveau de résidus tyrosine spécifiques situés sur son domaine

intracellulaire (Svrceka et al. ,2011).
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Ces résidus phosphorylés servent de site d’amarrage pour un certain nombre de protéines
intracellulaires contenant un domaine Src homology-2 (SH2) capable de reconnaitre ces
tyrosines phosphorylées. Ces protéines a domaine SH2 jouent donc un role central dans la
transmission des signaux intracellulaires, raison pour laquelle on les retrouve dans la plupart
des voies de signalisation : il s’agit du complexe Grb2/hSos qui active la protéine RAS dans
la voie des RAS/MAPK et de la protéine PI3K qui phosphoryle certains lipides membranaires
(Svrceka et al. ,2011).

La transduction du signal en intracellulaire est activée. Elle est essentiellement assurée par 2
voies : (Herbst, 2002)

e Ras-raf-MEK-ERK (voie des MAP kinase)

e PIBK/PTEN/AKT

a) Voie Ras /Raf / MAPK

La famille des proto-oncogenes RAS comprend trois génes bien caractérisés HRAS, NRAS et
KRAS. Les protéines issues de ces génes ont un poids moléculaire de 21 000 daltons, d’ou
leurs noms p21. Elles sont localisées a la face interne de la membrane cytoplasmique, ancrées
dans la couche phospholipidique membranaire par leur extrémité C terminale. Les protéines

RAS font partie de la famille des GTPases (Svrceka et al. ,2011).

L’activation de la voie des MAPK, également appelée « ERK » (Extracellular signal
Regulated Kinase), débute par I’activation et le recrutement a la membrane par RAS de la
protéine RAF-1. Cette premiére protéine kinase est responsable de [’activation par
phosphorylation de la MAPK-kinase ou MEK (MAPK-ERK-Kinase). A son tour, MEK active
de maniére hautement spécifique, par double phosphorylation, ERK, ce qui entraine sa
translocation au niveau du noyau et I’expression de genes précoces codant pour des facteurs
de transcription (c-FOS) et autres (c-MYC, ¢-JUN ou JUNB) qui, a leur tour, stimulent
I’expression d’un grand nombre de genes, en particulier ceux de la cycline D1 et de cdk6

ayant un role majeur dans I’initiation du cycle cellulaire en G1 (Li¢vre et a/.,2010)
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b) Voie PI3K/Akt : phosphatidylinositol-3-kinase

Il existe 3 classes de PI3K mais seule la PI3K I est activée par les récepteurs a activité
tyrosine kinase. L'enzyme est constituée d'une sous-unité régulatrice de 85-kDa (p85) et d'une
sous-unité catalytique de 110-kDa (p110).

- p110, phosphoryle la partie D3 des phospho-inositols membranaires, ce qui aboutit a la
formation de lipides tels que le PI3-phosphate PI(3) P, le PI3, 4-biphosphate PI(3,4) P2 et le
P13, 4,5-triphosphate PI(3,4,5)P3. Ces lipides sont a l'origine de l'initiation de nombreuses

réponses cellulaires (Dreyer et al. ,2009).

Ainsi la formation de PIP3 par la PI3K permet la liaison de la protéine sérine-thréonine
kinase PKB. L'interaction avec le PIP3 induit un changement conformationnel de la PKB et
permet son association avec PDK1 qui la phosphoryle et l'active.

Réponses cellulaires consécutives a l'activation de la PKB

- stimulation de la survie cellulaire en inhibant l'activité d'une protéine pro-apoptotique (Bad),
par phosphorylation.

- stimulation de la synthése protéique lors de la croissance cellulaire en activant indirectement
la protéine sérine-thréonine kinase mTOR qui active la p70S6K (S6kinase). Cette dernicre
phosphoryle la protéine S6 de la sous-unité 40S des ribosomes ce qui a pour conséquence

d'augmenter la traduction des ARNm (Dreyer et al. ,2009).
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Figure 07 : Représentation schématique de la voie de PEGFR (Ras et PI3K), d’aprés
(De Roock et al. ,2010).
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1.5.4. La voie P53 :

Le gene suppresseur de tumeur TP53 situé en 17p est invalidé a la fois par des pertes
alléliques et des mutations ponctuelles. Ces anomalies surviennent tardivement dans la
séquence adénome-cancer.

La protéine p53 régule de fagon négative le cycle cellulaire et de fagon positive la mort
cellulaire programmée (apoptose). La survenue d’une altération de I’ADN dans une cellule en
cycle stabilise la protéine p53 qui arréte les cellules en phase G1 (G1-S checkpoint) par
I’activation de protéines inhibitrices de transcription telle que la p21. Cet arrét permet la
réparation de I’ADN avant la phase S. Toutefois, si les altérations sont trop importantes pour
étre réparées, la p53 induit I’apoptose par la transcription des genes comme le géne BAX
(Bcl-2 associated X protein). Ainsi, la mutation du géne TP53 est un point de non retour pour

la cellule cancéreuse (Nancy et al. ,2000).

Le gene TP53 est muté dans environ la moiti¢ des cancers colorectaux LOH+. D’autre part, le
gene BAX est le siege d’altérations dans pres de 50 % des tumeurs MSI+
( Aparicio ,2007).

Bl Réparation de I'ADN

Figure 08 : La Voie de p53 ( Aparicio ,2007).
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1.6 Les facteurs pronostique et prédictifs du cancer colorectal :
Sont des facteurs de prévision ou d’une prédiction de 1’évolution probable de la maladie, de

I’issue du traitement et du risque de récidive.

Facteurs pronostiques : Témoin dont ’état initial est associ¢ a la survie sans rechute ou a la

survie globale indépendamment de la thérapeutique utilisée (Giacchetti S, 2010).

Facteurs prédictifs : Témoin dont 1’état initial est associé avec la réponse ou 1’absence de
réponse a un traitement donné. Une démonstration d’interaction est nécessaire pour le valider

(Giacchetti S, 2010).

1.6.1 Les facteurs pronostiques :

» La surexpression d’EGFR
L’EGFR est exprimé dans toutes les cellules de I’organisme, ainsi que dans de nombreuses
tumeurs, notamment d’origine épithéliale. Ainsi, ’EGFR est exprimé dans 60 a 80 % des
cancers colorectaux (Goldstein et al. ,2009).
La surexpression d’EGFR est observée dans de nombreuses tumeurs (cancers colorectaux,
cancer du poumon, cancer du pancréas, cancer de la téte et du cou, cancer du sein, etc.). Cette
surexpression est corrélée a un mauvais pronostic et une moins bonne réponse en
chimiothérapie. Donc elle est associée a un pronostic négatif (Rougier et al. ,2009).

» La surexpression p53 :

La TP53 est un geéne suppresseur de tumeur codant pour une protéine p53.

Les études récentes sont controversées sur l’intégration de la p53 comme un facteur
pronostique indépendant. Les mutations du géne TP53 marquent la transition de I’adénome au

cancer et sont détectées dans plus de 50% des CCR sporadiques (Chraibi et al. ,2011).

La protéine p53 et détectée en immunohistochimie. En cas de mutation du géne TP53, la

protéine p53 a une demi-vie plus longue et devient détectable par immunohistochimie

(Chraibi et al. ,2011).
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+» Autres facteurs pronostiques dans le cas du cancer Colorectal.
La connaissance des facteurs pronostiques cliniques et histopathologique des CCR peut étre
utile dans la décision thérapeutique. Des nombreux facteurs pronostiques sont connus,

d’autre sont en cours d’évaluation, nous citrerons les plus importants.

e Variables sociodémographiques :
L’age est un facteur indépendant de mauvais pronostic pour le cancer du colon, le risque de
mortalité spécifique ajusté au stade du diagnostic est de 30% supérieur pour les malades agées

de 60 a 74 ans, par rapports aux malades plus jeunes (Roncucci et al. ,1996).

e Critére cliniques :
Le stade d’extension au diagnostic est le facteur pronostique majeur : les résections sont

réalisées aux stades (Rochaix et al. ,2005).

e Le degré de différenciation :
L’histopronostique du cancer colorectal se propose d’établir une certaine estimation de son

agressivité, ou degré de malignité fondée sur :

-La différenciation des cellules tumorales (peu, moyennement, bien différenci¢)
-L’invasion vasculaire (Rochaix et al. ,2005).

Envahissement ganglionnaires :

C’est le facteur pronostique majeur. La découverte de ganglion métastatiques gréve le
pronostique : celui-ci est d’autant plus défavorable que le nombre de ganglions envahis est

¢leveé (Greene et al, .2002).
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1.6.2 Les facteurs prédictifs dans le cancer colorectal métastatique.

1.6.2.1 Le géne KRAS :

Le géne KRAS cloné chez I’€tre humain en 1982, localisé sur le chromosome 12 (12p12.1),
code pour une protéine de 21 kD environ. Constitué de six exons et mesurant 38 kb, il code
pour deux isoformes différant par leur partie C-terminale par épissage alternatif de 1’exon 5

(Lamoril et al. ,2009).

L’exon 1 est non codant et les exons 2, 3 et 4 sont identiques dans les deux isoformes :
* I’isoforme « a » est composée de six exons, I’exon 6 contenant la partie 3’ non codante de
cet isoforme.
* I’isoforme « b » est constitué de cinq exons codant (I’exon 5 n’étant pas codé par saut
d’exon). L exon 6 code pour la partie C-terminale de 1’isoforme b.

% Parmi les facteurs prédictifs de réponse au traitement utilisés dans le cas du cancer

Colorectal, la mutation du géne KRAS est la plus étudice.

1.6.2.2 Les mutations Kras dans les cancers colorectaux :

Dans les cancers non héréditaires du colon, 40 % des tumeurs possédent une mutation sur le
gene KRAS (Heinemann et al. ,2008).

Il s’agit des mutations somatiques acquises et donc non héréditaires. 40 a 90 % de ces
mutations sont situées sur les codons 12 et 13 du géne codant pour KRAS (70 % pour le
codon 12 et 30 % pour le codon 13. Dans quelques cas, on en retrouve au niveau des codons
61 et 63. Plus rarement encore, d’autres mutations sont retrouvées ailleurs sur le géene KRAS
(par exemple, au codon 59) (Rouleau et al. ,2008).

Les types les plus fréquents des mutations de KRAS dans les cancers colorectaux sont des
transitions de G a A et G- a -T transversions (Santini et al. ,2008).

Les mutations sur le géne KRAS jouent un role fondamental dans 1’activation de la protéine

KRAS mutée et la progression du cancer colorectal (Viguier et al. ,2013).
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1.7 Prise en charge des cancers colorectaux :

1. Chirurgie :
La chirurgie représente le principal traitement du cancer colorectal. L'intervention consiste en
l'ablation du segment de colon concerné. S'il s'agit d'un cancer rectal, le chirurgien réalise
l'ablation du rectum en préservant si possible le sphincter (INCa ; 2008).

2. Radiothérapie :
Il est possible d’irradier la tumeur pour tuer les cellules cancéreuses, avant ou apres une
intervention chirurgicale. Elle est utilisée pour un cancer du rectum (INCa ; 2008).

3. Traitement médicamenteux :

a) Chimiothérapie :
Des médicaments standards sont habituellement utilisés pour traiter les différents stades du cancer

colorectal. La chimiothérapie consiste en 1’utilisation des médicaments anticancéreux

Le traitement chimiothérapeutique peut étre donné avant ou apres la chirurgie. On peut y
Avoir recours :
1) Avant la chirurgie (chimiothérapie néoadjuvante) et on I’associe parfois a la radiothérapie
Pour réduire la taille d’une tumeur, il est bénéfique aux personnes dont la tumeur au rectum se
trouve pres du sphincter anal.
2) Aprés la chirurgie afin de détruire toutes les cellules cancéreuses microscopiques restant
apres ’intervention et de réduire ainsi le risque de réapparition du cancer
(Chimiothérapie adjuvante).
3) Pour aider a ralentir et a controler le cancer lorsqu’il s’est propagé a des organes distants.
11 s’agit de ce qu’on appelle une « chimiothérapie palliative » dont I’objectif est de contrdler
les symptomes et de prolonger la vie, mais en définitive le cancer est incurable
(INCa ; 2008).

b) Les thérapies ciblées :
Les thérapies dites « ciblées » constituent une évolution majeure de ces derni¢res années en
cancérologie en général et en cancérologie digestive en particulier. Ces thérapeutiques sortent

du cadre habituel de la chimiothérapie anticancéreuse.

Ces thérapies ciblées sont aujourd’hui des molécules incontournables dans la prise en charge
du cancer colorectal métastatique (CCRm). Seuls les anticorps monoclonaux, associés a la
polychimiothérapie conventionnelle, ont prouvé leur efficacité: ces molécules ciblent le

vascular endothelium growth factor (VEGF) circulant et EGFR ( Cacheux et al. ,2011).

19



Chapitre I : Etude bibliographique

» Les anticorps anti-EGFR :
Les anticorps anti-EGFR ont démontré une certaine efficacité. Sont des inhibiteurs des EGFR.
En se fixant sur leur cible, ils provoquent I’internalisation d’EGFR et sa dégradation
(André ,2009).
e Il existe deux inhibiteurs commercialisés pour le traitement des cancers
colorectaux :
o cetuximab (Erbitux®) : anticorps monoclonal chimérique IgG1 souris/ homme ciblé
contre le domaine extracellulaire d’EGFR.
La fixation de la molécule a sa cible empéche la fixation de son ligand, induit I’internalisation
du récepteur, sa dégradation et une inhibition directe du récepteur tyrosine kinase.
Ce blocage inhibe la transduction du signal des voies PI3K/Akt et RAS-RAF/MAPK
(Rivera et al. ,2008).
e Le panitumumab : est un anticorps humain anti-EGFR, de type 1gG2.

> Anticorps anti-VEGF :
Le bévacizumab (Avastin®) est un anticorps humanisé dirigé contre le VEGF. Il bloque

la croissance des nouveaux vaisseaux et réduit la densité vasculaire tumorale.

La mutation du gene KRAS est en revanche validée comme facteur de non-réponse, voire
comme facteur délétére, en cas d’utilisation d’inhibiteurs d’EGFR, limitant donc son

utilisation aux tumeurs porteuses du gene KRAS sauvage (Dreyer et al. ,2009).

Par cascade en chaine, I’activation chronique de la protéine RAS active les autres voies
métaboliques (PI3K et MAP kinase notamment) aboutissant a la transformation maligne

(Sabourina et al. ,2009).

Famnitwurmiwuarms b

F Il 3R T AL B ]
HIiFLox l

. "
WIECSF
D -

Figure 09 : Mécanisme d’action de ’inhibiteur de voie de signalisation EGFR

(Mélin, 2012).
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I1 .1. Matériel
IT .1.1 patient:

Il s’agit d’une étude rétrospective s’étendant du 01 Mars a Aotit 2014 réalisée au niveau de
laboratoire d’anatomie pathologique et du laboratoire d’Oncologie Moléculaire Fondamentale

et Appliquée (LOMFA) du Centre Pierre et Marie Curie (CPMC).

Cette ¢étude a été réalisée sur 30 échantillons tumoraux provenant des patients opérés d’un

cancer colique ou rectal a des stades avancés et différentes grades de différenciations.

Une ¢étude histopathologique et immunohistochimique ont été réalisées sur 1’ensemble des
cas.
e [’étude immunohistochimique avait pour but I’immunodétéction de deux marqueurs
tumoraux EGFR et p53.
L’¢tude de biologie moléculaire concerne 11 cas de cancer colorectal métastasique (CCRm).

¢ Elle consiste 1’évaluation du statut KRAS par PCR en temps réel.

I1.1 .2 Matériel non biologique :( Annexe II)
I1.2.Méthodes :

Trois techniques ont été réalisées

I1.2.1 Technique anatomo-pathologique :

Des pieces opératoires colique et rectales du service de chirurgie ont été réceptionnées au
niveau du laboratoire d’anatomie pathologique du CPMC, accompagnées d’une fiche de
renseignements comprenant les caractéristiques suivantes 1’age des patients, le sexe, le site

tumoral, et un numéro d’enregistrement leur est attribué.
I1 .2.1.1 Examens macroscopique:

L’étude macroscopique consiste @ mesurer la taille de la tumeur et a rechercher les ganglions
atteints. Les prélévements effectués sont déposés dans des cassettes en plastique sur les
quelles est inscrit le numéro d’enregistrement accompagné d’un chiffre romain pour chaque

parité prélevée.
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Figurel0 : piéce de résection colique gauche plus Transverse de 60cm fixé au formol (la

tumeur est de couleur blanchatre).

> Les étapes de I’étude macroscopique :
a) Fixation :
Les prélévements sont déposés dans un liquide fixateur (solution de formaldé¢hyde a 10%).
La fixationa pour but la conservation des structures tissulaires et des déterminants
antigéniques, une bonne fixation empéche 1’autolyse et la putréfaction des tissus.
C’est une étape primordiale faisant appel a plusieurs facteurs :
- Le temps car la fixation doit s’effectuée dans les plus brefs délais,
- La quantité du fixateur doit étre suffisante (10x le volume du prélévement),
- Un temps minimum, permettant au fixateur de pénétrer dans le tissu 24 heures jusqu'a
48 heures pour les grandes picces.

b) Circulation :( voir annexe IV)

Elle est réalisée a I’aide d’un automate en trois étapes et dure 24 heures.

b.1) Déshydratation :

Le fixateur contenant de 1’eau rend 1’organe mou apres fixation. Ce dernier doit donc étre
entiecrement déshydraté pour une bonne inclusion dans la paraffine et I’obtention des coupes.
L’eau est remplacée par I’alcool a raison de trois bains successifs:

- Un bain d’alcool 70° (Zheure)

- Deux bains d’alcool 95° (Zheure chacun)

- Trois bains d’alcool 100° (2heure chacun)
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b.2) Eclaircissement : Remplacement de 1’éthanol par un solvant miscible a la paraffine dans
trois bains de xyléne (2heure chacun) pour I’obtention d’un tissu plus transparent.
c.3) Imprégnation a la paraffine :
Pénétration de la paraffine dans les tissus dans 3 bains chaque bain dure 2 heure de temps
pour 1’obtention des tissus plus rigides.
C) Enrobage et inclusion : (voir annexe 1V)
L’étape de I’enrobage suit celle de la circulation, elle consiste a inclure le tissu imprégné dans
un bloc fait de milieu d’inclusion
e Les prélévements ayant sé¢journé dans la paraffine liquide sont inclus dans un bloc de
paraffine comme suit
e Le moule préchauffé¢ dans une console thermique (60°)
e Les fragments tissulaires places et orientés dans les moules a moiti¢ empli de paraffine
e Les parties des cassettes numérotées sont plaqués sur les fragments tissulaires suivies
par le remplissage des moules sur une plaque froide. Les blocs sont décollés
facilement, conservés au congélateur au paillasse a réfrigéré de 4°C, sont prés a étre

débités en coupes minces.

Confection des coupes : (voir annexe IV)

Le bloc solide de paraffine contenant le tissu est coupé grace a un microtome, les coupes de 3
a 5 microns d’épaisseur mis dans un bain Marie a 37C° puis ¢étalés sur lames.

Les lames sont mises dans I’étuve a 65°C dont le but d’¢éliminer la paraffine du prélévement et

d’augmenter 1’adhérence des coupes.

I1.2.1.2. Technique de coloration a I’hématoxyline — Eosine (HE) :

e Principe:
11 s’agit d’une coloration topographique de routine permettant I’identification des noyaux, du
cytoplasme. Cette technique associe une coloration nucléaire en bleu grace a I’hématoxyline
de Harris (colorant basique) et une coloration rose du cytoplasme grace a I’éosine (colorant

acide).
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» Mode opératoire :

Avant d’effectuer la coloration, les coupes subissent une étape de déparaffinage et de

réhydratation.

Déparaffinage se fait dans trois bains de xyléne (5 minutes chaque bac), pour
déparaffiner.

Réhydratation dans 4 bains d’éthanol de concentration décroissante (1 min par bac)
pour réhydrater.

Coloration a I’hématoxyline de Harris dans 1bain de 3min puis ringage a [’eau
courante, pour colorer les noyaux en bleu.

Coloration a I’éosine 1 bain pour Imin, rincer & 1’eau courante, pour colorer le
cytoplasme en rose.

Déshydratation un bain de éthanol de concentration croissante pour déshydrater.
Eclaircissement se fait dans un bain xyléne pour éclaircir les tissus.

Montage des lames dépdt d’une goutte du milieu de montage Eukitt, recouvrir a

I’aide d’une lamelle .

IT .2.2 Technique immunohistochimique :

Cette technique a été également faite au niveau du laboratoire d’anatomie pathologique du

CPMC.

I1.2.2.1. Principe :

L’immunohistochimie consiste a mettre en évidence divers antigénes (Ag) cellulaires, ou

extracellulaires, grace a des anticorps (Ac) spécifiquement dirigés contre eux, sur des coupes

de tissus fixés, et inclus en paraffine. Les Ag recherchés peuvent étre des Ag membranaires,

cytoplasmiques ou nucléaires, ou des protéines de la matrice extracellulaire

(Genton CY. 2010).

Intérét :

Localisation précise de certaines protéines
Etude de leur lieu de synthése et leur compartimentation
Observation de leur cheminement cellulaire ou tissulaire, transport membranaire. ..

Evaluation de leur expression.

24



Chapitre 11 : Matériels et méthodes

Dans notre travail, la substance antigénique recherchée I’EGFR est la protéine suppressive de

tumeur p53.

Le systtme En VisiontHRP est une technique de révélation de marquage, extrémement

sensible et qui s’effectue en deux étapes :

1) Adjonction d’un polymere (Dextran), marqué a la peroxydase de Raifort HRP
conjugué aux anticorps secondaires qui se lient a 1’anticorps primaire.

2) Adjonction d’un substrat chromogene 3-3 diAminoBenzidine (DAB).

La peroxydase, qui a pour substrat le peroxyde d’hydrogene (H202), oxyde la DAB et donne

un précipité brun dans le milieu de réaction.

+ Révélation de la technique IHC

Anticorps secondaire + HRP

Substrat colore
apres laréaction =T Ta

: Anticorps primaire
enzymatigue

o A r Antigéne ciblé

CMM\-OML:\M

Figure 11 : Inmunomarquage (systéme de révélation EnVision).
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I1.2.2.1 mode opératoire :

a) mode opératoire de la p53

e Coupes tissulaires : des coupes de 1 a 2 um sont réalisées, a partir des tumeurs rectales
ou coliques a ’aide d’un microtome et sont étalées sur lames silanisées pour éviter le

décollement des tissus lors de la manipulation.

e Incubation : L’incubation est effectuée a 37°C pendant 24h pour une meilleure

adhésion des tissus sur lame.

e Déparaffinage et réhydratation :

- Les lames sont plongées dans 3 bains (5 min chacun) de xyléne pour déparaffiner, puis
dans 3 bains d’éthanol de concentration décroissante (5 min chacun) pour réhydrater.

- Les lames sont rincées par I’eau distillée.
e Démasquage antigénique :

- Les lames sont plongées dans la solution TRS pH =9 préchauffée dans un bain marie entre
97 et 99°C pendant 40 minutes.

- Puis elles sont laissées refroidies sur la paillasse a température ambiante pendant 20 minutes
pour le démasquage des antigénes. Apres sont rincées a I’eau distillée.

e Blocage de la peroxydase endogene

- La zone étudiée est délimitée a 1’aide du DAKO Pen (hydrophobe et insoluble dans
I’acétone et I’alcool).

- Les sites antigéniques non spécifiques sont bloqués par 1’action de la peroxydase block
(H20,) (5 minutes).

- Les lames sont rincées a 1’eau distillée puis au PBS (phosphate buffered saline) 5 minutes

chacune.
e Application de ’anticorps primaire

- 200 pl d’anticorps primaire Monoclonal mousse Anti-humainp53 protéine Clone Do-7 est
déposé sur les tissus encerclés (30 minutes) dans une chambre humide et obscure.

-Les lames sont rincées 2 fois par la solution de PBS 5 minutes pour chacun.
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e Application de ’anticorps secondaire

- Le systeme labelled polymére HRP RABBIT/MOUSE En Vision (DAKO) est appliqué
suffisamment et incubé pendant 30 minutes.

- Les lames sont rincées au PBS (2 fois 5 minutes).

e Révélation :
- Le chromogene-substrat DAB est déposé et incubé pendant 5 minutes. L’enzyme dégrade le
substrat DAB, le produit qui en résulte en présence de chromogene donne une coloration
marron. Les lames sont rincées a I’eau distillée.

e Contre coloration

- Les lames sont immergées 2 minutes dans 1’hématoxyline de Mayer,
- Elles sont rincées a I’eau courante jusqu’a ce que 1’eau devienne limpide,
- L’immersion est effectuée dans un bain d’eau ammoniaquée,

- Les lames sont rincées a 1’eau distillée.
Cette étape a pour but de colorer les noyaux en bleu.

e Montage : Une goutte du milieu de montage (Faramount) est déposée puis recouverte
par la lamelle.

e Observation : Elle est réalisée a I’aide d’un microscope photonique aux grossissements
Gr20x et Gr40x. Les photos sont prises a I’aide d’un appareil photos Samsung.

e Localisation de la p53 est nucléaire.

b) mode opératoire de L’EGFR :

La différence entre les 2 protocoles pour I’EGFR, on ne fait pas 1’étape de
démasquage antigénique au TRS, mais on applique directement une enzyme sur les
lames qui est la protéinase k

¢ On ajoute la protéinase k (5 minute), puis Rincage a I’eau distillé

e Blocage des sites antigéniques non spécifique par I’action de la peroxydase block (5
minutes), Rincer délicatement au PBS (2 fois 5 minutes).

e Application de I’anticorps primaire (Anti —Epidermal Growth Factor Receptor
3Co).

e Les autres étapes sont les mémes que p53.

e Localisation de ’EGFR est membranaire.
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I1.2.3 Technique de PCR en temps réel :

Cette technique a été faite au niveau du laboratoire de biologie moléculaire fondamental et

appliqué du service d’oncologie du CPMC.
11.2.3.1 : Principe :

La PCR en temps réel utilise le méme principe que la PCR classique, il s’agit d’amplification
cyclique d’un fragment d”’ADN, basée sur une réaction enzymologique. Avec pour différence
une amplification mesurée non pas en final mais tout au long de la réaction, donc en temps

réel grace a deux marqueurs fluorescentes (suppresseur et émetteur) (Dubosson. 2011)

Cette technique est basée sur une répétition de cycles et chaque cycle se compose de trois

¢tapes :

1) La dénaturation de I’ADN double brin par une température de 95°C. A cette
température les liaisons faibles qui relient les 2 brins d’ADN se rompent.

2) L’hybridation des amorces sur chacune des 2 chalnes par appariement
complémentaire des bases grace a une température de 64 °C).

3) L’élongation a partir des amorces permet de former 2 copies d’ADN. L’¢longation se

fait par ajout de ANTP sous I’action de Taq polymérase a une température de 72°C.

e Le protocole expérimental divisé en 2 phases :

1) phase pré analytique :

Préparation des coupes ¢talées sur des lames au niveau du laboratoire d’anatomie

pathologique du CPMC.

- Préparation des coupes :

Les sections de 5 um du tissu tumoral, étalées sur lames, peuvent étre conservées a une

température comprise entre 15 et 30 °C pendant 60 jours.

A I’aide d’un microscope optique, on sélectionne la zone contenant au moins 10% de

cellules tumorales sur lame colorée a I’HE.
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2) phase analytique :

Basée sur I’extraction puis I’amplification de ’ADN par PCR en temps réel et détection de
I'ADN cible a l'aide des paires d'amorces complémentaires et de deux sondes
oligonucléotidiques marquées par des fluorophores. Un dérivé de I'ADN polymérase Thermus

species Z05 est utilisé pour I'amplification de la cible.

la PCR en temps réel sur I'analyseur cobas z 480 déceler la présence de mutations somatiques
liées aux codons 12, 13 et 61 du proto-oncogéne KRAS. Un controle mutant et un controle

négatif sont inclus dans chaque run pour confirmer sa validitg.

A) Déparafinisation des sections FFPET :

e Mettre les lames blanches dans un bain de xyléne (5 min) puis dans de I’éthanol
absolu (5min).

e Effectuer une macro-dissection si l'échantillon contient moins de 10 % de contenu

tumoral.

e Ajouter 180 pL de Tampon de lyse de tissu d’ADN (DNA TLB) et 70 pL de
Protéinase K (PK) dans le tube Safe-Lock.

B) Extraction de ’ADN :
» Lyse des cellules et élimination des protéines :
e Placer les tubes dans le bloc chauffant a sec a 56 °C et incuber pendant 60 minutes.

e Placer les tubes dans le bloc chauffant a sec a 90 °C et incuber pendant 60 minutes.

» Précipitation de PADN :
e Ajouter 200 uL. de Tampon de liaison de I'ADN a la paraffine (DNA PBB) dans

chaque tube

Ajouter 100 pL d'isopropanol a chaque tube.
e Transférer chaque lysat dans les tubes de filtration avec bouchons (FT) et les tubes de

prélevement (CT), puis centrifuger a 8 000 x g pendant 1 minute.

> Premier lavage :( élimination des débris cellulaires)
e Ajouter 500 uL Tampon de lavage I (WB I) de I'ADN actif a chaque tubes de
filtration avec bouchons (FT) puis Centrifuger a 8 000 x g pendant 1 minute.

29



Chapitre 11 : Matériels et méthodes

» Deuxiéme lavage :
e Ajouter 500 uL. de Tampon de lavage II (WB II) puis Centrifuger a 8 000 x g pendant

1 minute.

» Elution :( Neutralisation du milieu et récupération d’ADN)

e Ajouter 100 pL de Tampon d’¢lution de 'ADN (DNA EB)

C) Quantification de ' ADN :
e A l’aide d’un spectrophotométre Nanodrop, nous quantifions I’ADN de chaque tube
avec le calcul du rapport 260nm/ 280nm
e Le DNA EB est utilis¢ comme blanc.

e Deux lectures de mesure sont faites et ¢’est la moyenne qui est prise en compte.

D) Calcul des volumes de dilution : (Annexe)
Les ADN des échantillons extraits peuvent étre conservés au réfrigérateur (>4°C) ou
utilisés immédiatement pour l'amplification et la détection.
Le volume de I’ADN et celui du tampon de dilution sont calculés en fonction de la

concentration de I’ADN.

E) Dilution de 1'échantillon :
Pipeter délicatement le volume calculé de chaque stock d'ADN d'échantillon dans le

tube respectif contenant le Diluant échantillon d'ADN (DNA SD).

F) Préparation des mélanges réactionnels actifs : (MMX)

Préparer deux MMX actifs en vrac, un avec KRAS 12/13 OM et l'autre avec KRAS
61 OM.
Remarque : La détermination du volume de chaque réactif nécessaire pour la

préparation du MMX actif en fonction du nombre d'échantillons inclus dans le run, se fait

selon le tableau XXIII (Annexe V).
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G) Préparation du milieu réactionnel dans la microplaque : (Annexe 5)

e Ajouter 25 pL de Contrdle mutant KRAS (KRAS MC) dans les puits Al et A2 de la

plaque a micropuits.

e Ajouter 25 pL de controle négatif (NEG CT) dans les puits B1 et B2 de la plaque a

micropuits.

e Ajouter 25 pL de Calibrateur KRAS (KRAS CAL) dans les puits C1 et C2 de la

plaque a micropuits
e Pipeter pour chaque échantillon dilué¢ d'ADN 25 pL.

e Couvrir la microplaque a l'aide du film d'étanchéité.

A) Amplification par PCR en temps réel :

L’¢étape d’amplification est totalement automatisée. Les résultats sont affichés sur

I’ordinateur lié au cobas z 480 apres 1h 50 minutes.

uy
W
A
O ' Extraction d’ADN —_— —’ ..,-'.’”
Coupes: 1llame . .
tificat
HE et 3 lame _* Quantification I
blanche
(2) PCR
Wt Wiy
G — | — =
1 o
A =
B Analyse Analyseurcobas z Préparation de la
Résultats automatique 480 microplague
—

Figure 12 : Schéma récapitulatif de I’expérimentation PCR en temps réel Cobas z 480.
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> Détection automatisée des mutations par PCR en temps réel :
L'analyseur cobas z 480 est capable de mesurer en temps réel la quantité de fluorescence
générée par certains produits de PCR.

— Dans la réaction, chaque sonde oligonucléotidique spécifique a la cible est marquée
par un fluorophore servant de rapporteur et par une molécule quencher qui absorbe les
émissions fluorescentes du fluorophore rapporteur quand la sonde est intacte.

— Au cours de chaque cycle d'amplification, une sonde complémentaire de la séquence
d'ADN monocaténaire dans I'amplicon se lie et est ensuite clivée par 'activité nucléase
5'a 3'de I'ADN polymérase Z05.

— Une fois que le fluorophore rapporteur est séparé du quencher par cette activité
nucléase, une fluorescence d'une longueur d'onde caractéristique peut étre mesurée

lorsque le fluorophore rapporteur est excité par un spectre de lumiére approprié.

1 Dénaturation 5—-__3 R=Rapporteur
T EAN T

S T F
e -

L LB Br

Al iSwNND gy

Figure 13 : Principe de la sonde Tagman.

I1.2.4 Etude Statistique :

Les différents paramétres cliniques et histopathologique sont examinés avec les résultats
d’immunohisthochimie (EGFR, p53). Le test Chi* de pearson a été utilisé pour 1’étude
statistique. Le p-value permet de déduire, s’il existe une relation entre chaque parametre et
I’expression de trois différents biomarqueurs (p-value < 0.05 résultat significatif), la valeur p

est obtenue par le logiciel « STATISTICA ».

32



Chapitre I1I : Résultats et discussion

IIL.1 : Caractéristiques des patients :
Il s’agit de 30 patients atteints de cancer colorectal (CCR) de moyenne d’age 61ans (31-83).

Tous ces patients ont subit une résection colique ou rectale, Selon les cas, les malade ont été
traités par radiothérapie pré-opératoire suivie d’une chimiothérapie pour les tumeurs de bas et
moyen rectum, Soit par chimiothérapie uniquement ou bien une chimiothérapie associés a des

Thérapies ciblées (Cetuximab).
I1I .1.1 Répartition des patients porteurs d’adénocarcinome selon le sexe :

Dans notre étude la répartition en fonction du sexe montre une légére prédominance féminine

le sexe radio =0,76 . Femme n=17 ; Homme n= 13.

Figure 14: répartition des patients porteurs d’adénocarcinome en fonction du sexe
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I11 .1.2 Répartition des patients porteurs d’adénocarcinome en fonction de I’age :

M<50ans H2>50ans

77%

23%

Figure 15: Répartition des patients porteurs d’adénocarcinome en fonction de I’age

Une répartition par tranche d’age, montre un pic important pour I’intervalle d’age >50 ans,

n=23 cas (76 ,66 %).
e <50 ans,n=7cas (23, 33 %).

I1I .1.3 Répartition des patients porteurs d’adénocarcinome selon la localisation de la

tumeur

M sigmoide M colon gauche b colondroit B Rectum

sigmoide
27%

Rectum
47%
colon gauche
13%

colon droit
13%

Figure 16: Répartition des patients porteurs d’adénocarcinome selon la localisation de la
tumeur

Concernant la répartition selon la localisation de la tumeur nous notons :
La localisation colique, n= 16 cas (53,33%) répartis comme suit :

e 8 cas auniveau du sigmoide (27%).

e 4 cas au niveau du colon gauche (13,33%).

e 4 cas au niveau du colon droit (13,33%).

e La localisation rectal : n=14 cas (46,66%), parmi les quels 4 cas localis¢ au niveau de

la charniére rectosigmoidienne.
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I1I .1.4 Répartition des patients porteurs d’adénocarcinome on fonction de stade pTNM

(AJCC, 7 éme édition 2009).
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Figure 17: Répartition des patients porteurs d’adénocarcinome on fonction de stade.
Dans notre série on a 19 cas de stade III (63,33%) nous notons :
e IIIA 2cas (10,52%).
e Stade IIIB 11 cas (57,89%).

e Stade IIIC 6 cas (31,57%).
o stade IV 11 cas (36,66%).
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III .1.5 Répartition des patients porteurs d’adénocarcinome selon le grade de
différenciation :

Les adénocarcinomes représentent la majorité des types histologiques des cancers colorectaux
avec un pourcentage de 100%.

M Adénocarcinome bien
différencie

H Adénocarcinome
moyenement différencie

i Adénocarcinome peu
différencie

Figure 18: Répartition des patients porteurs d’adénocarcinome selon le grade de
différenciation
Concernant la répartition selon le grade de différenciation de la tumeur nous notons :
e Adénocarcinome bien différencie n= 26 cas (86,33%) sont les prédominants.
o

Adénocarcinome moyennement différencie n= 3 cas (10%).

e Adénocarcinome peu différencie n=1 cas (3,33%).
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I11.2 Etude histopathologique :

II1.2.1. Aspect macroscopique

L’aspect macroscopique des résections des pieces coliques ou rectales montre une masse
tumorale bourgeonnante, arrondie et consistante, avec un centre ulcéré par rapport a la

mugqueuse saine qui est plane. Les masses tumorales sont dotées d’une coloration 1égérement

plus foncée que le tissu sain avoisinant.

)[v;,:;. . :
y ﬁwb’ ; .-
7 7 VERAW pa e, W
f
/

Figure 19 : Aspect macroscopique d’une tumeur du colon. (A) : piece fermée (B

et C) : a ’ouverture présence d’un foyer tumoral.
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I11.2.2. Aspect microscopique

Elle se fait par comparaison avec le tissu sain coloré¢ a I’Hématoxyline — Eosine (HE) et qui

présente quatre couches de la lumiére vers 1’extérieur :

Figure 20 : Aspect microscopique de la muqueuse colique saine apreés coloration
HE (Gr 20X).

Mgq : Muqueuse, CL : Crypte de Lieberkiihn, MM : Musculaire muqueuse, Ch :
Chorion

(B) SMq : Sous muqueuse, GC : cellule caliciforme, L : Lumiére, MLE : Musculeuse
Longitudinale Externe, S : Séreuse
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Figure 20 :

» La muqueuse (Mq) : Elle présente des glandes tubuleuses droites serrées (cryptes de
lieberkiihn (CL) qui comprennent de nombreuses cellules caliciformes sécrétrices de
mucus dont la base repose sur une couche fine de cellules musculaires lisses ou
musculaire muqueuse (MM). Des entérocytes sont également présents. Elles sont

soutenues par un chorion (Ch) parsemé de leucocytes (Figure 20A).

» La sous muqueuse (SM) : C’est un tissu conjonctif lache qui renferme des vaisseaux
sanguins (VS) et lymphatiques, des follicules lymphatique et des neurofibres.

(Figure20B).

» La musculeuse (M) : Elle est composée d’une couche de muscle lisses circulaire
interne (MCI) et d’une couche longitudinale externe (MLE) discontinue

(Figure 20 C).

» La séreuse (s) :C’est la couche la plus externe, elle a un réle protecteur et est formée
par le péritoine viscéral. Elle se compose de tissu conjonctif lache aréolaire recouvert

de mésothélium (Figure 20D).
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» Aspects histologiques du CCR :

Dans notre série, la majorité des tumeurs sont des adénocarcinomes biens différenciés ou la
prolifération est faite de structures tubuleuses reproduisant le tissu d’origine et rappelant les

glandes de lieberkiihn. Les autres adénocarcinomes sont bien a moyennement différenciés,

moyennement différenciés et peu différencie.

Figure 21 : Aspect d’un adénocarcinome Figure 22: Aspect d’un adénocarcinome
bien différencié, coloration HE, Gr X 20 moyennement différencié, coloration HE,
Gr X 20

S: stroma, GT: glande tumoral, Vs:
vaisseau AC : Amas creusés de multiples cavités,
Vs : vaisseau

Figure 23 : Aspect d’un adénocarcinome peu différencié,

coloration HE, Gr X 20

CB : cellule en bague a chaton.
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e Figure 21 : Adénocarcinome bien différencié.

L’aspect microscopique des adénocarcinomes bien différenci¢é montre que les glandes
tumorales se disposent en tube glandulaire. Les cryptes de Lieberkuhn perdent leur
organisation normale elles deviennent irréguliéres avec des cellules cylindriques. les cellules

caliciformes avec pole muqueux ne sont pas présentes.

e Figure 22 : Adénocarcinome moyennement différenciés.

L’aspect microscopique des adénocarcinomes moyennement différencié¢ montre une
diminution de la fréquence de 1’aspect glanduliforme de la muqueuse par rapport a 1’aspect
normal .Une prolifération tumorale est présente au niveau de cette derniere les cellules sont

groupées en lobules creusés de multiples cavités.

e Figure 23 : Adénocarcinome peu différenciés.

L’aspect microscopique des adénocarcinomes peu différencié montre une prolifération
tumorale trés importante est présenté riche en cellules en bague a chaton (cellule 2 noyau
reflété au périphérique et un cytoplasme mucineux) ces cellules sont isolées ou groupées en

lobules pleins ou en travées.
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I11.3. Etude immunohistochimique de la PS3, EGFR :

Une approche semi-quantitative se basant sur la quantification du pourcentage des cellules
marquées ainsi que sur 1’intensité et la distribution de la coloration, a été utilisée pour scorer

I’immunoréactivité des deux marqueurs.
e Immunodétection de p53 :

Dans la détection de la p53 par IHC les cellules tumorales présentent une expression nucléaire

plus ou moins hétérogéne (Figure 25).
Six scores ont été attribués pour I’expression de la protéine nucléaire P53 :

Les scores 2 ,3 ,4 et 5 sont considérés positifs par référence a (Gurzu et al ; 2007) et (Bukhari

et al ; 2008).

Tableau I: Expression de p53 en fonction des scores au niveau des adénocarcinomes
colorectaux selon ’intensité du marquage nucléaire par IHC.

Expression de pS53
Score 0 1 2 3 4 5
Nombre des 5 1 6 3 7 8
cas
proportions 16,66% 3.,33% | 20% 10% 23,33%  26,66%
Expression de P53
100,00%
50,00% -
B Expression de P53
0,00% - B
P53+ P53-

Figure 24 : Evaluation de I’expression de p53
L’immunomarquage de la p53 des 30 cas adénocarcinome étudie on note :
e 6 cas sont négative (20%) parmi les quels : Scas de score 0 (16,66%) et 1 cas de score
1(3,33%).

e 24 cas positifs (80%) parmi les quels : 6 cas de score 2 (20%) ,3cas de score 3 (10%)
et 7 cas de score 4 (23,33%) et 8 de score 5 (26,66%).

42



Chapitre I1I : Résultats et discussion

Figure 25 : Profil IHC de I’expression nucléaire de la p53. Gr 20x et Gr 40x.
(A) : Score 0 : 0-5%, (B) : Score 1 : 6-10%, (C) : Score 2 : 11-30%, (D) : Score 3 : 30-
50%, (E) : Score 4 :31-50%, (F) : Score 5 : >50%.
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Figure 25 :

A) Score 0 (Patient 4) : Aucune cellule n’a présenté un marquage nucléaire de la pS3 apres

HC.

B) Score 1 (Patient 28): Un marquage nucléaire de la p53 compris entre 6 et 10 %, avec une

coloration fine.

C) Score 2 (Patient 28) : Un marquage nucléaire de la p53 compris entre 11 et 30 %, avec

une coloration foncée.

D) Score 3 (Patient 10) : Un marquage nucléaire de la p5S3 compris entre 30 et 50 %, avec

une coloration hétérogéne.

E) Score 4 (Patient 7) : De 31 a 50 %, des cellules montrent une immunoactivité pour la p53,

coloration homogeéne.

F) Score 5 (Patient 15) : >50 % des cellules montrent une immunoactivité pour pS3 avec une

coloration homogeéne.

Figure 26 : Profil [HC de I’absence de 1’expression nucléaire de la protéine
suppresseur de tumeur p53 dans la muqueuse sain. Gr 20x
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e Immunodétection d’EGFR :

Il existe une surexpression relative d’EGFR dans les tumeurs colorectales par rapport a la
muqueuse normale. L’ immunohistochimie (IHC) permet la mise en évidence de la protéine

EGFR a la surface de la cellule (marquage membranaire), sur des coupes tissulaires.

Actuellement, un immunomarquage est considéré comme positif lorsque I’on observe un
marquage membranaire complet ou incomplet. L’intensité est cotée de 0 a 3+. (Penault-llorca
et al ; 2005)

Les scores d’EGFR d’un adénocarcinome colorectal :

a) intensité 1+, marquage membranaire incomplet, intensité faible.

b) intensité 2+, marquage membranaire incomplet, intensité moyenne.

¢) intensité 3+, marquage membranaire complet, intensité forte.

Tableau II: Expression d’EGFR en fonction des scores au niveau des adénocarcinomes

colorectaux selon I’intensité du marquage membranaire par IHC.

Expression A’EGFR
Score 0 1 2 3
Nombre des cas 7 16 3 4
proportions 23,33% 53,33% 10% 13,33%
Expression d’EGFR
100%
50% -
M Expression d’EGFR
0% - | I
EGFR+ EGFR-

Figure 27 : Evaluation de I’expression d’EGFR.

L’immunomarquage d’EGFR des 30 cas adénocarcinome étudiés a réveélé :

e 7 cas sont négative score 0 (23 ,33%).
e 24 cas positifs (76,66%) parmi les quels : 16 cas de score 1 (53,33%) ,3cas de score 2
(10%) et 4 cas de score 3 (13,33%).
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Patient 16: Score 2 Gr 20x et Gr 40x

Patient 12: Score 3 Gr 20x et Gr 40x

Figure 28 : Profil IHC de I’expression membranaire d’EGFR. Gr 20x et Gr 40x.
(A) : Score 0 (B) : Score 1, (C) : Score 2, (D) : Score 3
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Figure 28 :

A) Score 0 : Absence de marquage membranaire, I’expression d’EGFR est nulle (Patient 21).

B) Score 1 : Intensité faible du marquage membranaire, un nombre trés restreint des cellules

présentes une coloration de couleur brune au niveau membranaire (Patient 24).

C) Score 2 : Intensit¢ moyenne du marquage membranaire, avec une coloration brune au

niveau de la membrane d’un nombre importants de cellules (Patient 16).

D) Score 3 : Intensité ¢levée du marquage membranaire avec toutes les cellules présente

tumorales présente une coloration brune au niveau de la membrane (Patient 12).
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II1.4. Etude des corrélations entre I’expression de la p53, EGFR avec les différents

paramétres clinicopathologiques :

I11.4.1 Corrélation entre I’age et I’expression de p53, EGFR :

Tableau III : Répartition de I’expression de p53, EGFR en fonction de I’age

Tranche d’age pS3 EGFR
Positive Négative Positive Négative
<50 ans Effectifs 6 0 5 1
n==6 % 100% 0% 83.,33% 16,66%
>50 ans Effectifs 19 5 17 7
n= 24 % 79,16% 20,83% 70,83% 29,16%
X2 1,50 0,383
d.d.l 1 1
P-value 0,220 0,535
Significativité Non significative Non significative
20
S
= 15
L » 10 m <50
-g 9 37 m>50
= 0 -
Z

EGFR

p53

Figure 29 : Expression A’ EGFR, P53 en fonction de 1’age.

Quelque soit la tranche d’age considéré (< 50 ou > 50) I’expression de p53 et EGFR peut
étre positive ou négative.

» Chez les patients d’age < 50ans (6 cas):

e La surexpression de p53 est observée dans 6cas (100 %).

e La surexpression d’EGFR est observée dans 5 cas (83,33 %),

e L’absence de la surexpression d’EGFR est retrouvée dans 16,66 % (n=1).

» Chez les patients d’age > 50 (24 cas) :

e La surexpression de p53 est retrouvée dans 19 cas (79 ,16%) et 5 cas négatifs
(20,83%),

e L’expression d’EGFR est observée dans 17 cas (70,83%), et 7 cas négatifs
(29,16%).

e Il n’existe pas de corrélation statistique significative entre I’expression de p53 et

I’EGFR avec I’age, p> a (a= 0,05).
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I11.4.2 Corrélation entre le sexe et I’expression de p53, EGFR :

Tableau IV: Répartition de I’expression de pS3, EGFR en fonction de sexe.

sexe pS3 EGFR
Positive Négative Positive Négative
F Effectifs 15 2 14 3
n=17 % 88,24% 11,76% 82,35% 17,64%
H Effectifs 10 3 8 5
n=13 % 76,92% 23,07% 61,54% 38 ,46%
X2 0,678 1,632
d.d.l 1 1
P-value 0,410 0,201
Significativité Non significative Non significative

Taux des patient
présentant un marquage

20

15

10

p53

EGFR

B Homme

B Femme

Figure 30 : Expression d’EGFR, P53 on fonction du sexe.

Sur nos 30 patients nous notons que :

La surexpression de p53 est observé dans 15 cas chez les femmes (88 ,24%) est 10cas

chez les hommes (76,92%) versus 2cas négatifs chez les femmes (11,76%) et 3cas

chez hommes (23,07%).

A lors que I’expression d’EGFR est retrouvée dans 14 cas chez les femmes (82,64%)

et 8 cas chez les hommes (61,54%), Tandis que 3cas sont négatifs chez les femmes

(17,64%) et 5 cas chez les hommes (38,46%).

Il n’existe pas de corrélation statistique significative entre 1I’expression de p53 et

I’EGFR avec le sexe.
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I11.4.3 Corrélation entre la localisation tumorale, et I’expression de p53, EGFR :

Tableau V : Répartition de I’expression de pS3, EGFR en fonction de la localisation

tumorale
la localisation tumorale pS3 EGFR
Positive Négative Positive Négative
colon Effectifs 12 4 11 5
n=16 % 75% 25% 68,75% 31,25%
Rectum Effectifs 13 1 12 2
n= 14 % 92,86% 7,14% 85,71% 14,29
X2 1,714 1,201
d.d.l 1 1
P-value 0,190 0,273
Significativité Non significative Non significative
13,5
13
w 12,5
S
g 12 1 H Colon
-g 11,5 -+ M Rectum
o
2 11 -
10,5 -
10 -
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Figure 31 : Expression d’EGFR, P53 on fonction de la localisation tumorale.

e Sur les 16 patients atteints du cancer du colon : 12 cas (75%) expriment p53 et 4 cas
(25%) sont négatifs, on a 11 cas (68,75%) expriment EGFR et 5 cas 31,25% sont
négatifs.

e Dans les 14cas au niveau du Rectum : la surexpression de p53 est observée dans 13cas
(92,86%) versus lcas négatifs (7,14%), Tandis que
observée dans 12cas (85,71%) et 2cas (14,29%) sont négatifs.

la surexpression d’EGFR est

e Il n’existe pas de corrélation statistique significative entre I’expression de p53 et

’EGFR avec la localisation tumorale.
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I11.4.4 Corrélation entre le stade pTNM/ AJCC et I’expression de pS3, EGFR :

Tableau VI: Répartition de ’expression de pS3, EGFR en fonction de stade pTNM/

AJCC
stade pTNM/ UICC pS3 EGFR
Positive Négative Positive Négative
Stade III Effectifs 15 4 13 6
n=19 Y% 78,94% 21,05% 68,42% 31,57%
Stade IV Effectifs 10 1 10 1
n=11 Y% 90,90% 9,09% 90,90% 9,09%
X2 0,717 1,969
d.d.l 1 1
P-value 0,396 0,160
Significativité Non significative Non significative
16
§° 14 -
£ 5 12 -
£8 1
ol 8- m Stade Il
g g ® m Stade IV
g5 4
ne 2 -
Q 0 -
p33 EGFR

Figure 32: Expression d’EGFR, P53 on fonction stade pTNM.

Notre série comprend les 2 stades IIl et 1V, stade évolués de la maladie, nous notons que :

e La surexpression de p53, dans le stade III est 78,94% (15cas) et 90,90% (10cas) dans
le stade IV.

e Alors que la surexpression d’EGFR et de 68,42%(13cas) dans le stade III, et 90,90%
(10cas) dans le stade IV.
e Il n’existe pas de corrélation statistique significative entre I’expression de p53 et

I’EGFR avec le stade pTNM.
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I11.4.5 Corrélation entre le grade de différenciation, et I’expression de p53, EGFR :

Tableau VII: Répartition de I’expression de p53, EGFR en fonction du grade de

différenciation
grade de différenciation p53 EGFR
Positive Négative Positive Négative
ABD Effectifs 21 5 19 6
N=26 % 75% 25% 70% 30%
AMD Effectifs 3 0 3 0
N=3 % 100% 0% 100% 0%
APD Effectifs 1 0 0 0
N=1 % 100% 0% 0 % 0%
X? 0,923 0,916
d.d.1 2 1
P-value 0,630 0,338
Significativité Non significative Non significative
- 25
&
20
@ g W Adénocarcinome bien
2 g 15 différencie
.ff_f g 1 B Adénocarcinome moyennement
S c différencie
v S
': 5 Adénocarcinome peu différencie
>
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- o 4
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Figure 33 : Expression d’EGFR, P53 on fonction du grade de différenciation.

Sur nos 30 patients nous notons que :
e [’expression de p53 est de 75% (21cas) dans les adénocarcinomes bien différencie,

100% (3cas) dans les adénocarcinomes moyennement différenciés et 100% (1cas)

respectivement avec I’adénocarcinome peu différenciés.

e Tandis que la surexpression d’EGFR est de 70% (19 cas) dans les adénocarcinomes
bien différencie, 100% (3cas) dans les adénocarcinomes moyennement différenciés,
et absente dans les adénocarcinomes peu différenciés.

o Il n’existe pas de corrélation statistique significative entre I’expression de p53 et

I’EGFR avec le grade de différenciation.
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ITI1.5 Détection des mutations du géne KRAS par PCR en temps réel :
II1.5.1 Résultats de la phase analytique donnée par I’automate cobas Z 480

Tableau VIII : Résultats du KRAS.
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III .5.2 Evaluation de statut KRAS :

Tableau IX : Génotypage du géne KRAS et des codons mutés

Statut KRAS Nombre de patient (n=11)
KRAS+ 7 (63,63%)
KRAS- 4 (36,36%)

Dans notre série d’étude, on retrouve :

e 03,63% (7 cas) présentant une mutation du géne KRAS, et 36,36% (4cas) le statut

KRAS non muté.

e Les mutations retrouvées au niveau des codons 12/13 85,71% (6 cas)

Evaluation du statut
KRAS

70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%

0,00%

W KRAS+
m KRAS-

Evaluation des codons

mutés

90,00%
80,00%
70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00% B Codon 61
20,00%
10,00%

0,00%

m Cdon 12/13

Figure 34 : Evaluation du statut KRAS et des codons mutés.

e Sur les 7 patients dont le statut KRAS est muté ,6 cas présentant une mutation sur le

codon 12/13 (85,71%), et 1cas présente une mutation sur le codon 61.
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clinicopathologiques :

Dans cette partie de notre ¢tude, nous avons effectué¢ une étude statistique des corrélations

entre le statut KRAS en rapport et les différents parametres : 1’age, le sexe, la localisation de

la tumeur les résultats sont reportés dans les tableaux (X, XI, XII).

La mutation de KRAS est représentée par le signe (+) et leur absence par le signe (-).

I11.5.3.1 Corrélation entre I’age et le statut KRAS :

Tableau X : Corrélation entre I’age et le statut KRAS :

Tranche d’age KRAS+ KRAS-
< 50ans Effectifs 1 1
n=2 % 50% 50%
>50 ans Effectifs 6 3
n=9 % 66 ,66% 33.,33%
X2 0,19
Valeur P 0,65
significativité Non significative
Corrélation KRAS+/age
80,00%
60,00%
40,00%
B KRAS+
20,00%
0,00%
<50ans n=1 >50 ans n=6

Figure 35 : La mutation de KRAS en fonction du I’age.

Quelque soit la tranche d’age considérés (< 50 ou > 50) la mutation du géne KRAS peuvent

étre présente (+) ou absente (-).

e Chez les patients d’age < 50 : on observe 1 cas non muté pour le KRAS (50%)

Versus 1cas muté (50%).

e Chez les patients d’age > 50 : on observe 3 cas non mutés pour le KRAS (33,33%)
Versus 6 cas mutés (66,66%).

55




Chapitre 111 : Résultats et discussion

111.5.3.2 Corrélation entre le sexe et le statut KRAS :

Tableau XI : Corrélation entre le sexe et le statut KRAS :

sexe KRAS+ KRAS-
F Effectifs 6 4
n=10 % 60% 40%
H Effectifs 1 0
n=1 % 100% 0%
X? 0,63
Valeur P 0,43
significativité Non significative

Corrélation KRAS+/sexe

150,00%

100,00%
0,00% -

F=6 H=1

W KRAS+

Figure 36 : La mutation de KRAS en fonction du sexe.

Sur nos 11 patients (10 femmes et 1seul homme) ,6 cas (60%) sont mutés pour le KRAS
versus 4cas (40%) non mutés pour le géne KRAS chez les femmes. Une mutation du géne

KRAS est retrouvée chez le patient de sexe masculin.
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111.5.3.3 Corrélation entre la localisation tumorale et le statut KRAS :

Tableau XII : Corrélation entre la localisation tumorale et le statut KRAS :

Localisation tumoral KRAS+ KRAS-
Colon Effectifs 5 2
n=7 % 71,43% 28,57%
Rectum Effectifs 2 2
n=4 % 50% 50%
X2 0,51
Valeur P 0,47
significativité Non significative

Corrélation KRAS+/ localisation tumoral

80,00%

60,00% -

40,00% -
m KRAS+
20,00% -

0,00% -

Colon n=5 Rectum n=2

Figure 37 : La mutation de KRAS en fonction de la localisation tumorale.
Colon : Mutation KRAS, n=15 (71,43%).

Absence de mutation, n=2 (28,57%).
Rectum : Mutation KRAS, n=2 (50%).

Absence de mutation, 2 cas (50%).
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I11.5.4 Répartition de I’expression de p53, EGFR, avec le statut KRAS :

Tableau XIII : Répartition de I’expression de pS3, EGFR, avec le statut KRAS

N=11 Pourcentage (%) Valeur p

KRAS+/EGFR+ 6 54 ,54%
KRAS+/EGFR- 1 9,1%
KRAS-/EGFR- 0 0% p=0,21
KRAS-/EGFR+ 4 36,36%

KRAS+/p53+ 5 45 ,54%

KRAS+/p53- 2 18,18%

KRAS-/p53+ 3 27,27% p=0,21

KRAS-/P53- 1 9,09%

Il n’existe pas de corrélation significative entre 1’expression d’EGFR et le statut KRAS en

tant que facteur indépendant (p = 0,21).

Aucune corrélation significative n’existe entre 1’expression de la protéine p53 et le statut

KRAS en tant que facteur indépendant (p = 0,24).

Statut KRAS/EGFR

60,00%

50,00% -
40,00% -
30,00% -
20,00% -

H Porcentage

10,00% -

0,00% -

X

& & & &
o ?(?x V%)' o
KL

50,00%
45,00%
40,00%
35,00%
30,00%
25,00%
20,00%
15,00%
10,00%

5,00%

0,00%

Statut KRAS/p53

H pourcentage

Figure 38 : L’expression d’EGFR et p53, avec le statut KRAS.
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Chapitre IV : Discussion

Le cancer colorectal (CCR) est I'un des cancers les plus fréquents et représente une cause

principale de mortalité par cancer.

La prédominance masculine habituellement rapportée dans la littérature occidentale avec un

sex-ratio compris entre 1,5 et 2 selon Mallem, (2001).

Nos résultats enregistrés dans une série de 30 patients atteints de cancer colorectal montrent
une prédominance féminine: 17 femmes (57%) et 13 hommes (43%) avec un sex-ratio

(homme /femme) de 0,76. L’étude de Sekal, (2012) trouvait une prédominance féminine.

Dans la littérature occidentale, le CCR est rare avant 50 ans (6% des cas) mais son incidence
augmente avec 1’age. L’age moyen au diagnostic est de 69,5 ans chez ’homme et 72,8 chez la

femme (Riguier et al., 2003).

Nos résultats montre 1’incidence du CCR est trés importante a I’age > 50ans, n =23cas (77%),
et 23% ,7cas < 50ans.

Dans notre série le diagnostic du cancer colorectal est fait tardivement chez la majorité des

patients : 19 cas (63,33%) de stade III et 11cas (36,66%) de stade IV.
Mallem (2012), retrouve dans sa série 66,7% au stade III et 28,4% au stade IV.

Selon Arafa et al, (2006) en Tunisie, 6 patients (4%) sont au stade I, 61 stade II (40,7%), 51
de stade III (34%) et 32cas stade IV (21,33%)).

Sur le plan histologique ; les adénocarcinomes bien différenciés sont prédominants dans 26
cas (86,33%), 10% de nos patients avait des adénocarcinomes moyennement différencié et
3% des adénocarcinomes peu différencié. Ces proportions sont voisines de celles Riguier et
al., (2003), ou 85% des CCR ¢étaient bien différenciés, 10% moyennement différencié et 5%

peu différencié.

Les mutations du gene TP53 marquent la transition de I’adénome au cancer et sont détectés

dans plus de 50 % des CCR sporadiques.

En cas de mutation du géne TP53, la protéine p53 a une demie vie plus longue et devient

détectable par Immunhistochimie, la protéine est ainsi surexprimée Charaibi et al., (2011).

Concernant I’expression de la p53, selon nos résultats, 80% des adénocarcinomes ont

surexprimé cette protéine. Ceci est en accord avec les résultats retrouvés par Chraibi et al.,
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(2011) qui indiquent que la moyenne d’expression de la p53 dans les adénocarcinomes est de

86% et trés augmentée par rapport a celle des adénomes qui est de 36%.

Dans notre étude il n’existe pas de corrélation entre 1’expression de p53 et les différents
parametres notamment le sexe (p=0,41), I’age (p=0,22) le site de la Tumeur (p=0,19), le type
histologique (p=0,63).

Nos résultats sont en accord avec les données de Nussrat et al.,, (2001) ; et Ghavam et al.,
(2007) qui montrent qu’il n’y avait pas de corrélation significative entre I’expression de p53
et le sexe (p=0,34) ; I’age (p=0,74), le site de la tumeur (p=0,26 ) et le type histologique
(p=0,63). Ainsi, Meedea et al., (1997) dans une série de 101 patients ne retrouvent pas de

corrélation significative.

Par contre pour Theodoropoulose et al., (2009) et Paluszkieniez et al, (2004) il existe dans
leurs études une corrélation entre I’expression de p53 et le stade tumoral. Cette discordance

des résultats pourrait étre due a la différence entre 1’effectif d’échantillons.

Le récepteur du facteur de croissance épithélial (EGFR) apparait comme un ¢lément clé de la
cancérogénese colorectale de par son fort niveau d’expression et les phénomenes qu’il régule
via ces voies de signalisation : division cellulaire, angiogénese, métastase et inhibition de

I’apoptose (Penault-llorca et al., 2005).

Dans le cancer colorectal, L’expression d’EGFR apparait comme un facteur de mauvais

pronostic Nicolson et al., (2001).

Sur les 30 tumeurs analysées dans notre série ; 77% sont positives pour I’immunomarquage
de ’EGFR parmi lesquelles 16 cas (53,33%) score 1, 3 cas (10%) score 2 et 4 cas (13,33%)
de score 3. Cette surexpression serait corrélée a un mauvais pronostic et une moins bonne

réponse en chimiothérapie.

Selon Saltz et al., (2004), Gunningham et al., (2004) ; ’EGFR joue un réle important dans la
pathologénie du CCR, il est exprimé dans les stades avancés de cancer colorectal entre 72% et

82% des cas, ces résultats sont en accord avec les notres.

Dans notre série aucune corrélation n’a été retrouvée entre la surexpression d’EGFR et : 1’age
(p=0,53), le sexe (p= 0,20), la localisation tumorale (p=0,27), le grade de différenciation (p=
0,33) et le stade tumoral (p=0,16).
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Dans I’¢tude de Mohamadi et al., (2011) menée sur 50 Tumeurs colorectales, 1’expression
d’EGFR n’était pas en association significative avec les différents parameétres cliniques et

histopathologique. Ces études sont en accord avec les notres.

Selon 1’étude de Wen-Chiuan et al., (2012) sur 150 échantillons, aucune corrélation n’a été
montrée entre la surexpression d’EGFR et le grade de différenciation (p=0,15), le stade TNM
p=0,16 cas. Alors qu’une discordance avec nos résultats est observée dans les travaux de
Cheirsipa et al., (2007) et Theodropoulos et al., (2009) qui ont trouvé une différence

statistique significative entre I’expression d’EGFR et le stade de la maladie.

D’apres 1’étude de Wen-Chiuan et al., (2012), le pourcentage d’échantillons a haute intensité
(score3) était plus élevé dans les adénocarcinomes peu différencie (32,6%) que dans

moyennement différencies (22,4%) et bien différencies (6,1%).

Par contre dans notre travail le pourcentage d’échantillon a haute intensité score 3 était dans
les adénocarcinomes bien différencie, cette discordance de résultats pourrait étre due a la

différence entre 1’effectif d’échantillon (150 patients contre 30 patients pour notre étude).

La présence de mutation du géne KRAS était prédictive de I’absence de réponse aux thérapies
ciblés anti EGFR utilisant des anticorps monoclonaux (cetuximab, panitumumab) pour le

traitement des patients atteints d’adénocarcinomes colorectaux (Sabourin et al., 2012).

Les mutations activatrices de KRAS rendent la tumeur insensible & un blocage en amont par
un anticorps, dont ’action principale est d’interrompre la voie de transduction du signal en

empéchant la fixation du ligand sur son récepteur (Lamoril et al., 2009)

Selon Sabourin et al., (2009), la présence de mutation KRAS étant prédictive de 1’échec du
traitement par anticorps anti-EGFR, il est devenu obligatoire de s’assurer I’absence de

mutation avant d’instaurer un traitement par les anticorps monoclonaux.

En juillet 2013, I’autorisation de mise sur le marché (AMM) du panitumumab a été modifiée
suite aux résultats d’une étude clinique montrant que les patients porteurs d’une mutation sur
I’exon 4 de KRAS ou sur les exons 2, 3,4 de NRAS présentent également une résistance du
traitement anti-EGFR.

Une étude de Lievre, (2008) a recherché chez 89 patients traités pour un cancer colorectal
métastasique la mutation KRAS, ces patients étaient traités par 1’anticorps monoclonal

(cétuximab), 26 des 89 patients ont répondu au cétuximab et n’étant pas porteur de la
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mutation. La mutation Kras a été¢ retrouvée au niveau de la tumeur de 24 patients et ce

traitement n’avait pas fonctionné, la mutation kras entraine donc la résistance au cétuximab.

Dans notre série; sur les 11 patients atteints de cancer colorectal métastasique, 7 cas
présentent une mutation sur le géne KRAS avec 6 cas (85,71%) située sur le codon 12 et 13,

1/7 cas porte la mutation sur le codon 61.

En effet, ces résultats obtenus auront un impact sur la décision thérapeutique pour ces 07

malades qui ne pourront pas bénéficier d’un traitement anti-EGFR.

Selon Lamoril et al., (2009) et Sabourin, (2012), dans les cancers colorectaux sporadiques 20
a 50 % des tumeurs possédent une mutation sur le géne KRAS. Il s’agit de mutation
somatique acquise et donc non héréditaire, 90% de ces mutations sont situées sur les codons

12 et 13.

Selon les travaux de Magali et al., (2010), les mutations affectant surtout le codon 12 de
I’exon 2 (70% des cas), moins fréquemment le codon 13 de I’exon 2 (30%), dans quelque cas
on retrouve au niveau de codon 61 de I’exon 3 et plus rarement le codon 59. Ceci concorde

avec notre résultat 1/7 cas porte la mutation sur le codon 61.

D’apres Marchoudi et al., (2013), les mutation du géne KRAS correspondant a la substitution
d’une base par une autre, conduisant a la substitution d’un acide aminé de la protéine codée
par un autre, selon ces études les mutations les plus fréquemment entrainent la subustitution
de glycine (GGT) par I’aspartate (GAT) au G> transition A au niveau du codon 12 (P .G12D),
de la glycine par la valine (GTT) G>T transversion au niveau du codon (p.G12V) ou de la

glycine par I’aspartate au niveau du codon 13 (P.G 13D) .

Dans notre étude il n’existe pas de corrélation entre la mutation KRAS et les différents

parametres clinicopathologique. Nos résultats sont similaires avec ceux de Li et al., (2012).

Moerkerk et al., (1994) a rapporté que le taux de mutation est plus fréquent a des stades
avancés du CCR expliquant que le potentiel d’invasion tumorale est étroitement li¢ au taux de
mutation de ce geéne ainsi qu’au type de mutation ponctuelle. En revanche, d’autres auteurs
dont Brink et al., (1998) et Li et al., (2012) ne retrouvant aucune corrélation significative entre

le stade tumoral et le statut KRAS.
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La surexpression d’EGFR et le statut KRAS ne sont pas corrélés dans notre travail (p= 0,21).
Milano et ses collaborateurs indiquent que le niveau de I'EGFR (nombre de copies du geéne)

dans les tumeurs colorectales ; était indépendant de la présence de mutation KRAS.

L’¢étude de Magali et al., (2011) a rapporté qu’il n’ya pas de corrélation entre I’expression
Immunohistochimique de I’EGFR, soit en matiére de pourcentage de cellules tumorales
expriment ’EGFR, soit en mati¢re d’intensit¢ maximale du marquage et la réponse aux

traitements (cetuximab).

Ainsi, dans notre étude aucune corrélation n’a été retrouvée entre la surexpression de la p53 et
le statut KRAS (p= 0,21) ce qui est en accord avec les résultats de Scott et al., (1993) et
Tortola et al., (1999) qui rapportent que ces altérations génétiques sont deux événements
indépendants qui coopérent dans D’initiation et la progression du processus de I’invasion
tumorale et que la p53 a elle seule n’était pas suffisante pour provoquer la transformation

maligne.
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Conclusion

La cancérogénese colorectale est un processus multi étapes porté sur une succession
d’altérations génétiques dont les mutations ou délétions du géne suppresseur de tumeur TP53
et la forte expression du récepteur de facteur de croissance épithélial EGFR sont des éléments
de mauvais pronostic.
Notre travail a porté sur une immunodétection de ces 2 facteurs et 1’étude de leurs éventuelles
corrélations avec différents parameétres clinicopathologique afin d’évaluer leur valeur
pronostique chez 30 malades atteints de CCR. Ainsi qu’une détection des mutations du gene
KRAS en vue d’une prescription thérapeutique dans 11 CCRm.
Au terme de notre étude, nous avons pu confirmer d’une part, I’intérét et I’importance :

e De I’examen histologique dans le diagnostic de la maladie.

e De l’analyse immunohistochimique dans la détection de 1’expression membranaire

d’EGFR et I’expression nucléaire de la protéine suppressive de tumeurs p53.
e De I’étude de biologie moléculaire par la PCR en temps réel dans la recherche des
mutations du géene KRAS sur les codons 12 et 13,61 .

Notre étude a révélé des résultats voisins de ceux de la littérature, ainsi la corrélation entre la
surexpression de p53 et EGFR avec la mutation KRAS est non significative. La recherche de
la mutation de KRAS est devenue un test important dans la prise en charge des patients.
Chez nos malades ayant un CCR métastatique, seule une fraction des patients sans mutation
de KRAS bénéficieront d’une thérapie anti-EGFR.
D’autres facteurs de résistance au traitement seront probablement identifiés dans un proche
avenir. Des mutations ont déja été détectées dans les voies de signalisation de I’EGFR (par
exemple BRAF et MEKI) et de multiples altérations génétiques impliquées dans la
carcinogénese colorectale font I’objet de recherches intenses. Ceci permettra de mieux
moduler les choix thérapeutiques, permettant aux patients de bénéficier de nouvelles thérapies

toujours plus ciblées.
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Annexe I

Classification pTNM des carcinomes colorectaux (AJCC, 7 éme édition 2009)
1. Extension de la tumeur

TIS = Carcinome in situ. Tumeur intra-€pithéliale ou envahissant la lamina propria sans

extension a la sous-muqueuse.

T1 = Tumeur infiltrant la sous-muqueuse sans la dépasser.
T2 = Tumeur infiltrant la musculeuse sans la dépasser.
T3 = Tumeur envahissant toute la paroi sans la dépasser.

T4 = Tumeur dépassant la séreuse.

2. Envahissement ganglionnaire (N)
NO = Absence de métastase ganglionnaire régionale.

N1 = Métastase dans un a trois ganglions régionaux.

- N1a =1 ganglion envahi.

- N1b = 2 ou 3 ganglions envahis.

- N1c = présence d’emboles tumoraux dans la sous-séreuse sans métastase ganglionnaire.
N2 = Métastase dans 4 ganglions régionaux ou plus.

- N2a =4 a 6 ganglions envabhis.

- N2b = 7 ganglions envahis ou plus.

Nx = Statut ganglionnaire inconnu.
3. Métastases (M)

MO0 = Absence de métastase.
M1 = Présence de métastases a distance.
- M1a = limité a un site ou organe.
- M1b = touchant plusieurs organes ou le péritoine.

Mx = Statut métastatique inconnu.
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Tableau XV : Stades regroupés

Stade 0 Tis NO MO
Stade I T1 NO MO
T2 NO MO
Stade ITA T3 NO MO
Stade IIB T4a NO MO
Stade IIC T4b NO MO
Stade IIIA T1 N1 MO
T1, T2 N2a MO
Stade II1 B T1, T2 N1 MO
T3, T4 N2a MO
T2, T3 N2b MO
Stade IIIC T4a N2a MO
T3,T4 N2b MO
T4b N1, N2 MO
Stade IV Tout T Tout N Mla
Stade IV Tout T Tout N MI1b
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Annexe 11

Matériels non biologiques

1. Technique d’histopathologie

Tableau XVI: Les réactifs utilisés dans 1’histopathologie

Réactifs Références

Formol a 10% SIGMA ALDRICH Réf: 4N2203
Ethanol CARLO-ERBA

Xyléne SIGMA ALDRICH Réf: 16 446
Paraffine Panreac CE 232-315-6
Hématoxyline de Mayer CRESCENT DIAGNOSTICS
Eosine SIGMA life science 45 240

Eukit FLUKA 03989

Equipement médical

Petit matériel

Cassettes, Lames (deltalab D100002), Lamelles (deltalab D102440), Moules d’incubation.

Porte lame, Pince, Bistouri, Lame de dissection.

Tableau XVII : Les appareillages utilisés dans 1’histopathologie

Appareil

Référence

Automate d’incubation

TISSUE-TNK IIT

La station d’enrobage

LEICA TP 1020

Microscope photonique Zeiss AXIOSTAR Plus
Microtome LEICA RM 2235

Bain marie OSI MH 85148
L’étuve SAKURA/Memmert
Automate de coloration LEICA ST 4040
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2. Technique d’immunohistochimie

Tableau XVIII : Les réactifs utilisés dans I’immunohistochimie

Réactif Référence
Monoclonal mouse antihumain p53 protein clone Do-7 IS616
Anti —Epidermal Growth Factor Receptor (3C6)

TRS a pH=9 (Solution Target Retrieval high pH 50x) k8000
DAKO Real™ Antibody Diluent S 2022
Solution PBS Wash buffer (20x) K 8000
DAKO REAL™ Peroxidase-Blocking solution S 2023
Dako REAT™™ HRP anti RABBIT/MOUSE (ENV) K 5007
DAKO DAB+CHROMONGENE (substrat chromogeéne contenant le 3,3’- K 8000
dibenzidine) (DM827)

DAKO SUBSTRATE BUFFER (SM803) K 8000
Eau distillée (Distillateur) ELGA
Eau oxygénée (DAKO Real ™) S2023
Eau ammoniaquée (Flux BOIX) R36/37/38
DAKO Faramount aqueous mounting medium ready to use S 3025
Hématoxyline de Mayer’s DAKO S3309

Equipement médical

Petit matériel

Lames silanisées /lamelles (deltalab D102440), Micropipettes, Pipettes, Bac en verre, Bac en

plastique, Bac en plastique avec couvercle. Porte-lames en verre, Porte-lames en plastique,

Erlenmayer, Mircotubes (tube eppendorf), Embouts micropipette, DAKO pen S2002.

Tableau XIX: Les appareillages utilisés dans I’immunohistochimie.

Appareillages Références

Etuve Sakura

Agitateur magnétique (Stuart) stu SB161

Agitateur magnétique pour tube Janke et Kunkelika-werk

Bain marie Memmert

Microtome Leica RM 2235

Microscope photonique Zeiss AXIOSTAR Plus

Appareil photos SAMSUNG LENS HD 1 :2.5-6.3
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3. Technique de la PCR en temps réel :

Tableau XX: Les appareillages et les kits utilisés dans la technique de la PCR en temps réel

Les Kits Les appareillages

Tampon de lyse de tissu d’ADN (DNA TLB) | Analyseur (Cobas z 480)

Protéinase K(PK) Lecteur de code-barres ext USB.

Tampon de liaison de 'ADN a la paraffine Imprimante canon laser

(DNA PBB)

Tampon de lavage [ de ’ADN (WB I) Unité de controle du systtme Cobas® 4800
avec image Windows XP

Tampon de lavage I de ’ADN (WB II) Micro-centrifugeuse (8000 x g et de 16000
220000 x g)

Tampon d’¢lution de I’ADN (DNA EB) Blocs a chaleur seche.

Mélange réactionnel KRAS (KRAS MIX) Spectrophotomeétre Nanodrop

Acétate de magnésium(MGAC) M¢élangeur Vortex

Me¢élange oligo de codon 12/13 du Bain-marie

KRAS(KRAS 12/13 OM)

M¢élange oligo de codon 61 du KRAS Agitateur

(KRAS 61 OM)

Contrdéle mutant KRAS (KRAS MC) Thermometres étalonnés pour bloc a chaleur
seche

Calibrateur KRAS (KRAS CAL) Congélateur

Diluant échantillon d’ADN (DNA SD)

Xylene

Ethanol absolu

Isopropanol

Petit matériel

e Tubes de filtration avec bouchons(FT). Tubes de prélevement(CT). Microplaque
(plaque AD) et film d’étanchéité. Pipettes sérologiques jetables et stériles. Lame
d’étalement. Panier pour lames. Micropipettes.
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Les kits du KRAS

Figure 39: Les kits du KRAS

A : kits d’extraction du ’ADN B : Kit de détection des mutations
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Annexe 111

Tableau XXI : Caractéristiques des patients

N° | Sexe | Age Localisation Type Taille Stade Score | Score
(an) Histologique P53 | EGFR
1 F 33 Colon sigmoide ABD 6x5x%3.5 cm pT3 N1 M1 2 0
2 F 59 Colon gauche ABD 6.5%4.5 cm pT3 N1 b Ml 0 2
3 H 83 Rectum ABD 6%3.5 cm pT3 N2 b MO 0 1
4 H 51 Colon sigmoide ABD 5 cm pT2 N1 a MO 0 1
5 F 70 Colon droit ABD 3.6x3.5 cm pT2 N1 B MO 3 0
6 H 77 Colon gauche ABD 4 cm pT3 N1 ¢ MO 5 0
7 H 56 Colon sigmoide ABD 3.5cm pT3 N1 ¢ MO 4 0
8 F 57 Rectum AMD 7.4 cm pT3 N1 MO 5 1
9 F 68 Rectum ABD 4.5x4x0.5cm | pT3 N2 a MO 5 0
10 F 43 | Recto-sigmoidien ABD 2.5%2 cm pT3 N1 MO RO 3 3
11 F 70 Colon sigmoide ABD 2.5%2.5 cm pT3 N1 M1 1 1
12 H 71 Colon sigmoide ABD 2x2.5 cm pT3 N1 MO 4 3
13 F 82 Colon droit ABD 10 cm pT3 N1 MO 0 1
14 H 61 Colon gauche ABD 6x6 cm pT3 N1 b MO 4 1
15 H 79 Rectum ABD 7.5%5 cm pT3 N2 a MO 5 1
16 F 43 Rectum ABD 1.5%1 cm pT3N2bMla 4 2
17 F 75 Colon gauche ABD 5%3.5 cm pT3 Nla Mla 4 1
18 H 43 Rectum ABD 12x1.5 cm pT3 Nbl MO 2 3
19 F 31 Colon sigmoide AMD 5x3 cm pT4 N2b M1 5 1
20| H 73 Colon sigmoide ABD 3.5cm pT3 N1b M1 5 0
21 H 72 Colon droit APD 6.5%5cm pT3 N1b MO 4 0
22 F 64 Rectum ABD 5x3.5 cm pT3 NlaMla ) 2
23 F 62 Rectum ABD 4x3.5 cm pT3 N1 M1 2 3
24 F 71 Colon droit ABD 12x1 cm pT3 NO M1 5 1
25 F 46 | Recto-sigmoidien ABD 3.5x3.5 cm pT1 NI M1 4 1
26 H 55 | Recto-sigmoidien ABD 7 cm pT4a N2a MO 2 0
27 F 41 | Recto-sigmoidien ABD 3x2.5 cm pT3 N2a MO 2 1
28 F 54 Rectum ABD 4 cm pT3 N2 Mla 2 1
29 H 77 Colon droit ABD 4 cm pT3 N1 MO 0 1
30| H 68 Rectum AMD 3cm pT3 N1 MO 3 1

ADK :

Moyennement Différencié. APD : Adénocarcinome Moyennement Différencié.

Adénocarcinome. ABD : Adénocarcinome Bien Différencié. AMD : Adénocarcinome
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Annexe IV

Figure 40:Automate de Figure 41 : Figure 42 : le
circulation Remplissage des tissus remplissage des moules
par la paraffine sur la plaque froide

Figure 43 : les blocs Figure 44 : Confection Figure 45 :L’étalement du
des coupes ruban sur la lame

Figure 46 : Automate de coloration Figure 47 : Lame HE
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Annexe V

Calcul de la dilution du stock d'ADN de I'échantillon :

+»+ Calcul de la dilution du stock d'ADN a des concentrations comprises entre 4

ng/pL et 28 ng/pLL

A. Pour chaque échantillon, calculer le volume (uL) de stock d'ADN nécessaire :

Volume de stock d'ADN = (70 uL x 2 ng/uL) + concentration du stock

B. Pour chaque échantillon, calculer le volume (uL) de diluant d'échantillon d'ADN

(DNA SD) nécessaire :

Volume de DNA SD =70 pL — pL de stock d'ADN

¢ Calcul de la dilution du stock d'ADN a des concentrations > 28 ng/pL

A. Si les concentrations du stock d'’ADN sont > 28 ng/uL, utiliser la formule suivante pour

calculer la quantité de diluant

D’¢échantillon d'ADN (DNA SD) nécessaire pour préparer au moins 70 puL de stock d'ADN

dilué. Cela permet d'assurer que chaque échantillon utilise un minimum de 5 pL de stock

d'ADN.

B. Pour chaque échantillon, calculer le volume (uL) de DNA SD nécessaire pour diluer 5 pL

de stock d'ADN a 2 ng/uL :

Vol. de DNA SD nécessaire en pL. = [(5 pL de stock d'ADN x concentration du
stock d'ADN en ng/pL) /2 ng/pL] — 5 pL

Tableau XXII : les calculs de la dilution du stock d'ADN de 1'échantillon

Les patients | lere lecture | 2eme lecture | concentration | stock d'ADN DNA SD
du stock
7442 /13 38 35 36,5 SpuL 86,25 pL
5001/13 20 15 17,5 8 uL 62 uL
6074/13 13 8 10,5 13,33 uL 56,67 pL
74/14 20 15 17,5 8 uL 62 uL
1080/14 15 10 12,5 11,2 uL 58,2 uL
7495/13 20 15 17,5 8 uL 62 uL
280/14 38 38 38 5uL 90 uL
6993/13 25 13 19 7,4 uL 62,6 pL
2292/14 5 5 5 28 uL 42 uL
2848/14 18 13 15,5 9,03 uL 60,97 pL
1321/14 8 5 6,5 21,5uL 48,5 pL
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Tableau XXIII : Volumes de réactifs nécessaires pour les mélanges réactionnels actifs MMX

12/13 et MMX 61

Volumes: de réactifs necescaite s pour e medang e réacthonne] acaf
Facemiina o ‘Scher lioes"
1 x ¥ 5 L L5 Ea = = T
KRAS MIX Tl =] (== ELs ] an a0 Bt 110 120 120 140
HRAS 1213 OM o KRAS &1 OM T pL &0 (=u] i B0 'f'll'I T 1714a 130 =0 Tan
MGAC 6 pl =0 35 4T &5 ) 0 af =y T L]
WshumEee total (gL} TEe 1BG IR Fil- B LR ] FWE T IE - IFG. HGa

Tableau XXIV : Disposition de la plaque d'échantillons
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Tableau XXV : Caractéristiques des 11 patients atteints le CCRm.

Les L’age | sexe | Localisation | Type Stade | PS3 | EGFR | Résultats
patients tumoral histologique | pTNM du KRAS
7442 /13 | 33 F Colon ABD v 2 0 Mutation
(1) codon12/13
5001/13 64 F Rectum ABD v 5 2 Mutation
(22) Codon 61
6074/13 54 F Rectum ABD v 2 1 Pas de
(28) mutation
74 /14 42 F Rectum ABD v 4 1 Pas de
(74) mutation
1080 /13 | 75 F Colon ABD v 4 1 Pas de
17 mutation
7495/13 59 F Colon ABD v 0 2 Pas de
2) mutation
280 /14 70 F Colon ABD v 1 1 Mutation
a1 codon12/13
6993/13 82 F Colon ABD v 0 1 Mutation
(13) codon12/13
2292 /14| 57 F Colon ABD v 5 1 Mutation
(20) codon12/13
2848/14 69 F Colon ABD v 5 1 Mutation
(24) codon12/13
1321/14 58 F Rectum ABD v 4 2 Mutation
(16) codon12/13
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Annexe VI

Les appareillages utilisés

Bain marie Micro-centrifugeuse

Analyseur (Cobas z 480)
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