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TP53: Tumor Protein
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Glossaire

Adénocarcinomes : Un adénocarcinome est une tumeur maligne développée aux dépens d'un
épithélium glandulaire. (Dictionnaire médical de I'Académie de Médecine — version 2016)

Angiogenése : est le processus de croissance de nouveaux vaisseaux sanguins
(néovascularisation) a partir de vaisseaux préexistants. (Dictionnaire médical de I'Académie
de Médecine — version 2016)

Cancer somatique Les cellules somatiques désignent I'ensemble des cellules de I'organisme
qui ne sont pas impliquées dans la reproduction et la fécondation, autrement dit, toutes les
cellules de I'organisme sauf les ovules et les spermatozoides.Pour cette raison, la mutation ne
sera pas transmise a la descendance. On parle de forme sporadique lorsque ce sont ces
mutations dites somatiques qui sont impliquées dans un cancer. (Dictionnaire médical de
I'’Académie de Médecine — version 2016)

Carcinome : Un carcinome ou épithélioma est un cancer développé a partir d'un tissu
épithélial. (Dictionnaire médical de I'Académie de Médecine — version 2016)

Colon sigmoide : Le colon sigmoide (ou cdlon pelvien) est une partie du colon, c'est une
boucle située entre la fosse iliaque gauche de I'abdomen et le petit bassin. Il fait suite au célon
descendant en haut, et est relié au rectum en bas. (Dictionnaire médical de I' Académie de
Meédecine — version 2016)

Dysplasiques : Une dysplasie est une malformation ou déformation résultant d'une anomalie
du développement d'un tissu ou d'un organe, qui survient au cours de la période embryonnaire
ou apres la naissance, elle se traduit généralement par une hyperlaxité des articulations
concernées, elle peut aussi se situer sur n'importe quelle articulation. (Dictionnaire médical
de I'Académie de Médecine — version 2016)

Embole : embolus, petit corps de natures diverses qui, entrainé par la circulation sanguine,
obture brusquement une lumiére artérielle ou veineuse et provoque une embolie.
(Dictionnaire médical de I'Académie de Médecine — version 2016).

Extension : En médecine, 1’extension est un mouvement consistant a augmenter I'angle entre
deux os. En neurophysiologique, le réflexe d’extension est un aspect du réflexe myotatique.
(Dictionnaire medical de I'Académie de Médecine — version 2016)

Geéne suppresseur de tumeurs : Un géne suppresseur de tumeurs est un régulateur négatif de
la prolifération cellulaire. Et dont I'absence d'expression ou la déelétion peut entrainer
I'apparition d'une tumeur cancéreuse. (Dictionnaire médical de I'Académie de Médecine —
version 2016)

In situ : est une locution latine qui signifie sur place ; elle est utilisee en genéral pour
désigner une opération ou un phénomeéne observé sur place, a I'endroit ou il se déroule (sans
le prélever ni le déplacer), par opposition a ex situ. L'expression comporte des significations


https://fr.wikipedia.org/wiki/Cancer
https://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89pith%C3%A9lium#.C3.89pith.C3.A9liums_glandulaires
http://www.academie-medecine.fr/
https://fr.wikipedia.org/wiki/Vaisseau_sanguin
http://www.academie-medecine.fr/
http://www.academie-medecine.fr/
http://www.academie-medecine.fr/
http://www.academie-medecine.fr/
https://fr.wikipedia.org/wiki/C%C3%B4lon
https://fr.wikipedia.org/wiki/Fosse_iliaque
https://fr.wikipedia.org/wiki/Abdomen
https://fr.wikipedia.org/wiki/Petit_bassin
https://fr.wikipedia.org/wiki/C%C3%B4lon_descendant
https://fr.wikipedia.org/wiki/C%C3%B4lon_descendant
https://fr.wikipedia.org/wiki/Rectum
http://www.academie-medecine.fr/
http://www.academie-medecine.fr/
https://fr.wikipedia.org/wiki/Malformation
https://fr.wikipedia.org/wiki/Tissu_biologique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Organe
https://fr.wikipedia.org/wiki/Embryon
https://fr.wikipedia.org/wiki/Naissance
http://www.academie-medecine.fr/
http://www.academie-medecine.fr/
http://www.academie-medecine.fr/
http://www.academie-medecine.fr/

spécifiques dans des contextes tres divers. (Dictionnaire médical de I'Académie de
Médecine — version 2016)

Metalloprotéases constituent une famille d'enzyme de la classe des peptidases, appelées ainsi
en raison de la présence dans leur site actif d'un ion métallique qui participe a la catalyse de la
coupure de la liaison peptidique dans les protéines(Dictionnaire médical de I'Académie de
Médecine — version 2016)

Nécrose : mortification de cellules ou de tissus privés de leurs apports nutritionnels et vitaux.
(Dictionnaire médical de I'Académie de Médecine — version 2016).

Oncogeénes : Qui est impliqué dans I'apparition d'une tumeur cancéreuse. (Dictionnaire
medical de I'Académie de Médecine — version 2016)

Polype : est une croissance anormale de tissus en saillie (adénome), ou tumeur bénigne, se
développant sur les muqueuses. (Dictionnaire médical de I'Académie de Médecine —
version 2016)

Proto-oncogenes : géne impliqué dans le contrdle de la division cellulaire (stimulation) et
dont la mutation est a I'origine de tumeurs (prolifération excessive des cellules).
(Dictionnaire medical de I'Académie de Médecine — version 2016)

Sporadique : Qualifie une maladie qui touche seulement quelques individus au sein d'une
population, cas par cas, sans qu'il se forme une chaine de transmission continue.
(Dictionnaire medical de I'Académie de Médecine — version 2016)

Sténosante : Une sténose, du grec dérive de (sténos) « étroit », est une modification
anatomique qui se traduit par un rétrécissement d'une structure (canal, vaisseau). Ainsi, la
sténose aortique est un rétrécissement de la valve aortique. (Dictionnaire médical de
I'Académie de Médecine — version 2016)

Le syndrome de Noonan : est un syndrome d’origine génétique qui se caractérise par un
aspect particulier des traits du visage.Des malformations du coeur.et Une petite taille
(nanisme). (Dictionnaire médical de I'Académie de Médecine — version 2016)

Syndrome lymphoprolifératif auto-immune : est une rare anomalie du fonctionnement de la
production des lymphocytes(Dictionnaire médical de I'Académie de Médecine — version
2016)

Thromboses : formation d’un caillot ou thrombus au niveau d’un vaisseau sanguin ou d’une
cavité cardiaque. (Dictionnaire médical de I'Académie de Médecine — version 2016)

Tumeur bénigne : Une tumeur bénigne est une tumeur sans gravite, c'est-a-dire ne pouvant
donner lieu a des métastases et n‘etant pas mortelle, comme une verrue, par exemple.
Néanmoins, une telle tumeur peut evoluer vers une tumeur maligne, qui peut, elle, étre fatale
si elle n'est pas traitée. (Dictionnaire meédical de I'Académie de Médecine — version 2016)
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Résumé

Le cancer colorectal, par ordre de fréquence dans le monde, est le troisiéme chez ’homme
apres celui du poumon et de la prostate et le quatrieme chez la femme aprés celui du sein, du
col utérin et des ovaires. Il se développe dans la couche interne du cdlon et / ou du rectum,
croissant lentement a travers toutes ou une seule partie de ses couches

Le cancer colorectal impliquant la mutation N-Ras est rare par rapport a celui impliquant la
mutation K-Ras .

Nous avons cherché a appuyer le diagnostic et le suivi du cancer colorectal par la détection
de la mutation du géne N-Ras impliquée en comparant entre une méthode moléculaire, le
séquencage d’ADN, et I’immunohistochimie.

En concluant, les tumeurs (N-Ras et K-Ras muté) ne montrent pas de différences
significatives cliniques et pathologiques caractéristiques. Donc les analyses suggerent que les
tumeurs RAS mutées représentent un groupe homogeéne de patients en termes de
caractéristiques cliniques.

L’étude moléculaire vient compléter 1’étude immuno-histochimique et ajoute en plus de
I’aspect histologique, le grade et la possibilité difficile de la détection de la mutation ; la
localisation exacte de la mutation qui un facteur prédictif aux traitements anti-EGFR

Mots clés : cancer colorectal , mutation N-Ras ,mutation K-Ras , I’étude moléculaire, 1’étude
immuno-histochimique, traitements anti-EGFR



Summary

Colorectal cancer, in order of frequency in the world, is third for men after lung and the
prostate cancers and for the women is the fourth coming after breast, cervix and ovary
cancers. It develops in the inner layer of the colon and / or rectum, ascending slowly through
all or only a part of its layers .
colorectal cancer involving the N- Ras mutation is rare compared to one involving the K -Ras

mutation .

We sought to support the diagnosis and monitoring of colorectal cancer by detecting the
mutation of the N-Ras gene involved by comparing a molecular method, DNA sequencing,

and immunohistochemistry.

In conclusion, the tumors (mutated N-Ras and K-Ras) show no significant clinical and
pathological differences. Therefore the analyzes suggest that mutated RAS tumors represent a
homogeneous group of patients in terms of clinical characteristics.molecular study
complements the immunohistochemical study and adds in addition to histology , grade and
difficult possibility of detecting the mutation ; the exact location of the mutation that a

predictor to EGFR treatments.

Key words :

Colorectal cancer, N- Ras mutation, K -Ras mutation, molecular study ,

immunohistochemical study ,EGFR treatments.
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Introduction

Introduction

Le cancer colorectal constitue un probléeme de santé publique majeur dans le monde entier.
notamment en Algérie. (C.SEDKAOUI, 2015)

L'identification d'anomalies génétiques au sein des cellules cancéreuses constitue
aujourd’hui  une information trés précieuse permettant d'orienter le diagnostic, la
classification, le choix et la surveillance du traitement pour un nombre croissant de
cancers. Comme il est le cas au CHU de Blida Frantz Fanon. Les mutations du gene RAS
sont retrouvées dans pres de la moitié des cancers colorectaux et leur recherche est donc
primordiale pour la prise en charge thérapeutique et le choix d'une thérapie ciblée appropriée.

Ce souci est partagé par 1’équipe d’anatomopathologie dans ce méme CHU cité ci-dessus.

Le géne N-Ras muté se trouve impliqué dans peu de cas de cancer colorectal faisant de
sa prospection dans le but de choix thérapeutique, une problématique sérieuse. Cette difficulté
peut étre accentuée par I’utilisation de I’immunohistochimie. De ce fait se pencher sur une
méthode moléculaire est de loin d’une forte nécessité. Dans ce travail nous avons cherché a
appuyer le diagnostic et le suivi du cancer colorectal par la détection de la mutation du géne
N-Ras impliquée en comparant entre une méthode moléculaire, le séquencage d’ADN, et

I’immunohistochimie.
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Pour faire une comparaison entre la détection de la mutation du gene N-Ras impliquée dans le
cancer colorectal par I’étude moléculaire et I’étude IHC on va commencer d’abord par quelques
connaissances sur le colon et le rectum traitant 1’anatomie, 1’histologie, la physiologie et
physiopathologie. Nous aborderons dans cette partie le cancer de maniére générale et le
colorectale de maniere spécifique et detaillée, et nous présenterons les marqueurs tumoraux
exprimés dans ce type de cancer et leurs réle dans son diagnostic, notamment les protéines
oncogenes Ras arrivant au géne N-Ras.

I- Le colon et le rectum

1.1. Définitions :

Le colon ou le gros intestin c’est la partie de 1’intestin entre la valvule du Bauhin (fin de
I’intestin gréle) et le rectum, qui élabore et véhicule les matieres fécales.

Le rectum est le segment terminal du tube digestif, faisant suite au célon sigmoide et
s’ouvrant a D’extérieur par I’anus. Long de 15 centimétres, comporte deux segments. Le
segment supérieur, dans le pelvis, constitue I’ampoule rectale. Le segment inférieur, au niveau
du périnée, est le canal anal. (Le petit LAROUSSE de la médecine 2012)

1.2. Anatomie du c6lon

La longueur du c6lon varie de 1.5m a 1.8m. Son diametre varie de 3 & 8cm. La totalité
du cblon est en situation intra péritonéale, sous-méso colique. Il a la forme d’un «cadre » ou
d’un «U inversé ». (M. SEKAL 2012).

“ (‘\’\»’—\F-Y-—.;”-.’_--‘_) (1) — Appendice
QR -

0.5 (2) — Ceecum
* -4 £y
li 9 5 M. (3) - Cdlon ascendant
e \f__\k'u,”f'r .y-\“‘\. ;4\ )} = (4) - Colon transverse
143} - - \ \: ("‘/r A
U et (5) - Cdlon descendant
\I ™ (6) - Fin de I'intestin gréle

(7) - Colon sigmoide

(8) — Rectum 9) - Anus et canal anal

Figure 1 : Anatomie du cdlon. (S. NGUYEN, R. BOUROUINA 2008).
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Anatomy of Large Intestine

Figure 2 : Anatomie du cblon (C. SEDKAOUI, 2015)

1.3. Histologie du colon :

La paroi du cdlon est constituée de quatre couches différentes qui se superposent ;
- Une couche séreuse, il s’agit du péritoine viscéral entourant la quasi-totalité du colon.
- Une couche musculeuse, subdivisée en deux sous couches : superficielle et profonde.
- Une couche sous muqueuse, assurant la vascularisation de la paroi digestive.

- Une couche muqueuse rose pale épouse les différentes bosselures et plis.
(A.STEVENS et al. 2002)
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(3) - Couche Sous muqueuse.

1) - Couche Séreuse.

\

Y (4) - Couche Mugueuse.

Figure 3 : Les différentes couches de la paroi du colon. (Institut National du Cancer

2010).



Etudes bibliographiques

1.4. Physiologie du c6lon et du rectum :
A 1’état normal, le c6lon rempli plusieurs fonctions :

1. Absorption ; le colon absorbe 1’ecau des résidus alimentaires. Les ions sodium sont aussi
absorbés activement avec le chlore, ainsi de petites quantités de vitamines (K et B).

2. Synthese ; le gros intestin est colonisé par de nombreuses bactéries commensales : comme
Escherichia coli. Elles se nourrissent des résidus alimentaires du rectum et synthétisent de la
vitamine K et B. Elles sont aussi responsables de la fermentation des résidus alimentaires non
digérés, ce qui produit des gaz ou des flatulences.

3. Stockage ; la plupart des résidus alimentaires traversent le gros intestin en 12 a 72 heures.
L’intestin est capable de stocker des quantités de déchets qui peuvent parvenir au rectum apres
une semaine ou plus.

4. Elimination, défécation ; le cblon propulse son contenu vers le rectum par des mouvements
péristaltiques puissants, appelés mouvements de masse, qui sont liés au réflexe gastro-colique
déclenché par la présence de nourritures dans I’estomac. Ces mouvements conduisent a la
réplétion du rectum par les matiéres fécales déclenchant 1’envie de déféquer. (H. GUENARD
2001).

Concernant la physiologie du rectum c’est un réservoir et grace a I’appareil sphinctérien
de I’anus, assure le controle du mécanisme de la défécation et de la continence fécale. (Le petit
LAROUSSE de la médecine 2012).

I1-Pathologie du c6lon et du rectum :

I1.1. Anatomopathologie

Le colon est le siege d’affections diverses, inflammatoires (colites), tumorales

(polypes, adénocarcinomes) et mécaniques (volvulus, ou torsion d’une anse intestinale).

Le rectum est parfois le siege de tumeur bénigne ou maligne. Il peut également étre

atteint de rectites d’origine infectieuse, parasitaire ou inflammatoire. (Le petit LAROUSSE de
la médecine 2012)

La majorit¢é des cancers dérivent d'adénomes. D’une fagon générale, les
adénocarcinomes du colon peuvent se présenter sous différentes formes macroscopiques. (J.
LAMRANI 2008).

Macroscopiquement, I'adénome correspond a un polype (sessile ou pédiculé), faisant
saillie dans la lumiére colique (Figure 4)
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Figure 4 : Polype pédiculé du colon. (S. NGUYEN, R. BOUROUINA 2008).

Figure 5 : Apparence de I'intérieur d'un c6lon développant un carcinome colorectal invasif
(INC, 2015)

11.2. Histopathologie :

L’adénome, ou polype adénomateux, est une masse anormale fixée au revétement du
cblon ou du rectum. C’est un état précancéreux qui peut évoluer en cancer s’il n’est pas traité.

L’adénome est habituellement polypoide, ce qui signifie qu’il sort du revétement et qu’il
se développe vers le centre creux du célon ou du rectum. En général, il est aussi pédiculé, ce
qui veut dire qu’il a la forme d’un champignon avec son pied, ou tige. S’il ressemble a un
champignon sans son pied, on dit qu’il est sessile. Il arrive parfois que I’adénome s’étende a
plat sur le revétement du c6lon ou du rectum. Ses bords peuvent aussi étre dentelés, comme les
dents d’une scie. (Société canadienne du cancer, 2016)

11.2.1. Les voies de dissémination
Extension locale

L’extension se fait d’abord en profondeur : le cancer est dit in situ tant qu’il n’a pas
franchi la musculaires mucorale. L’extension transversale tend a devenir circonférentielle et
devient sténosante notamment au niveau du c6lon gauche. (J. LAMRANI 2008). (10)
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Extension locorégionale

L'extension régionale se fait vers le péritoine. Pour les portions non péritonites

I’extension se fait d’abord vers le tissu cellulaire puis vers les organes de voisinage de proche
en proche. (J. LAMRANI 2008).

Extension lymphatique et veineuse

Le risque d’envahissement lymphatique apparait dés 1’infiltration tumorale de la sous
muqueuse. L’extension ganglionnaire se fait de proche en proche, intéressant d’abord les
ganglions épicoliques et paraboliques puis intermédiaires et principaux. L’extension par voie
veineuse va réaliser de véritables thromboses intra et extra pariétal. Le risque d'envahissement
veineux existe des le franchissement de la membrane basale, compte tenu de la présence de
vaisseaux dans le chorion. (J. LAMRANI 2008).

Invasive
In situ cancer
Cell with cancer ¥
mutation Dyspiasia

Figure 6 : Evolution du cancer . (Association canadienne du cancer, 2016).
Métastase

Les métastases hépatiques sont les plus fréquentes en cas de tumeur colique, elles
représentent 15 a 20% des métastases synchrones ; le foie droit est le plus souvent envahi.
Seulement 1% de tumeur pulmonaire synchrone ont été rapportés et le nombre de métastases
cérebrales ou osseuses est encore plus exceptionnel. (J. LAMRANI 2008).

Elles sont tres fréquentes mais seulement 20 a 30 % sont ré sécables avec, dans ce cas, une
survie prolongée et la possibilité d’une guérison. Leur résection chirurgicale doit étre
systématiquement discutée en RCP et étre réévaluée en cas de réponse a une chimiothérapie
d’induction pour celles qui n’étaient pas résécables initialement. Les récidives, en particulier
hépatiques, sont fréquentes. (A. Liévre et al 2012)

11.3.Maladies du cblon :

Parmi les maladies qui touchent le colon nous avons choisie de vous parler des plus
connues en prenant deux exemples de maladies inflammatoires et deux autres héréditaires.

11.3.1. Maladies héréditaires du colon :

11.3.1.a. Le syndrome HNPCC :
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Le cancer colorectal héréditaire non polyposique encore appelé syndrome de Lynch ou
syndrome HNPCC (Hereditary Non Polyposis Colorectal Cancer), se caractérise par une
prédisposition génétique au développement des cancers colorectaux et d'autres tumeurs. Il est
lie a une mutation germinale d'un des genes de réparation des mésappariements de I'’ADN dont
les plus fréquemment atteints sont MLH1 et MSH2, et plus rarement MSH6 et PMS2. Les
malades atteints de ce syndrome ont un risque élevé de survenue de cancer du colon et du
rectum. (M. SEKAL 2012)

11.3.1.b. Syndrome de Muir-Torre :

C’est une genodermatose rare associant des tumeurs a des cancers viscéraux .En
présence de lésions dermatologiques pouvant s'intégrer dans un syndrome de Muir-Torre.
(F. Bibeau et al)

11.3 .2 Les maladies inflammatoires chroniques intestinales (MICI) :
11.3 .2.a. La rectocolite ulcéro-hémorragique :

Elle fait référence a une inflammation chronique du tube digestif survenante. Cette

pathologie touche toujours le rectum et s’étend en amont en réalisant au maximum une
pancolite. (CH. MANUELLE .2008)

Figure 7 : Rectocolite ulcéro-hémorragique.

1-infiltrat cellulaire du chorion
2-déformations glandulaires (A. STEVENS et al, 2002).

11.3 .2.b. La maladie de Crohn :

C’est une maladie inflammatoire chronique du systeme digestif, qui évolue par
poussées (ou crises) et phases de rémission. Elle se caractérise principalement par des crises de
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douleurs abdominales et de diarrhée, qui peuvent durer plusieurs semaines ou plusieurs mois.
(M. ABID .2012).

I11-cancer colorectal
Le cancer :

Les mécanismes chargés de maintenir 1’équilibre fonctionnel dans le corps humain, sont
complexes et une fois sont touchés on aura de graves consequences. Un cancer est un
déreglement de certains genes tels que les proto-oncogénes et les génes suppresseurs de
tumeurs qui entrainent la multiplication incontrdlée de certaines cellules des organes. (D.
Pierre et al 1999)

En 2012 le fardeau mondial du cancer s’est élevé a 14.1 millions de nouveaux cas et a 8.2
millions de déces. Avec 1.4 millions de cas enregistrés, le CCR s’est classé parmi les cancers

les plus fréquents (C. SEDKAQUI, 2015)
I11.1-Définition du cancer colorectal :

Le cancer colorectal c’est le cancer qui atteint le codlon et le rectum, sous forme
d’adénocarcinome développé a partir des glandes du cdlon. (Le petit LAROUSSE de la
médecine 2012)

Figure 8 : Tumeur d’aspect blanchatre et consistance dur dans le c6lon droit. (CHU Blida,
2016)

111.2-Epidémiologie du cancer colorectal :

Le cancer colorectal est une cause importante de déces par cancer dans le monde. Il est
la cause de 10% des déces par cancer chez I’homme. I est plus fréquent chez le sexe masculin,
le sex-ratio est de 1.5 et il est également plus létal avec une surmortalité masculine estimée a
1.7. (GUERIN, 2010)

Les premiers cas apparaissent a partir de 25 ans et I’incidence augmente jusqu’a 1’age de
75 a 80 ans puis se stabilise .1ls surviennent de maniére sporadique a 80 %, 15 % dans un
contexte familiale et sont liés a une prédisposition génétique a 5 %. (C. SEDKAOQOUI, 2015)
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Les CCR sont dans 70 % des cas des adénocarcinomes dérivants d’adénomes. Sa
prévalence en Algérie est de 25 a 30 pour 100000 habitants. 8% pour les femmes, il est classé
apres celui du cancer du sein, du col utérin, et des ovaires, et pour les hommes, il est de 11%
apres le cancer des poumons et de la prostate. Elle augmente de 1 a 2% par an dans le monde.
Ce type de cancer constitue de plus en plus un probleme majeur de santé publique en Algérie.
(Registre du cancer d'Oran, 2014)

I11.3.Carcinogeneése colorectal :

La carcinogenese est définie par une accumulation multi-étapes d'anomalies génétiques
chronologiquement déterminées ; une autonomie de croissance, un échappement a l'apoptose,
une insensibilité aux signaux antiproliferatifs, une angiogenese accrue, un potentiel de
réplication illimité, une invasion métastatique, et un échappement a I'immunosurveillance. (C.
SEDKAOQUI, 2015)

111-3-1-Les principaux mécanismes de carcinogénése colorectale:

D’abord I’instabililité chromosomique ou perte d’hétérozygotie impliquée dans environ
80 % des CCR, puis I’instabilité des microsatellites impliquée dans 12 a 15 % des CCR et enfin
I’instabilité épigénétique ou phénotype avec hyperméthylation de certaines régions promotrices
de génes, observée dans 20 a 40 % des CCR. (R. GUIMBAUD 2015)

111-3-1-a-L’instabilité des microsatellites :

La genése de certains cancers colorectaux est liée a une instabilité génétique induite par
la défaillance du systeme de réparation des mésappariements de I’ADN appelé systéme MMR
(MisMatch Repair). Cela va induire son inactivation, d’une perte de la fidélité de la réplication
et d’une accumulation de mutations.

111-3-1-b-L’instabilité chromosomique:

L'instabilité chromosomique est présente dans environ 85 % des cas de CCR. Elle est
caractérisée notamment par la perte de matériel chromosomique, entrainant l'inactivation de
génes suppresseurs de tumeur, identifiés, tels APC (Adenomatous Polyposis Coli) sur le bras
chromosomique 5q, ou TP53 sur le bras 17p, ou encore inconnus.

I11-3-1-c-L’instabilité épigénétique :

Les modifications épigénétique sont transmissibles lors de la mitose. Il n'y a pas
actuellement de consensus quant aux marqueurs a utiliser pour déterminer le phénotype
méthylateur ou CIMP (CpG Island methylator phenotype). (C. SEDKAQUI, 2015)

111-3-2-Principales voies de signalisation impliquées dans la carcinogenése colorectale:

Les altérations de la signalisation cellulaire sont au cceur des mécanismes de
I’oncogencése.
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Toutes les voies de signalisation impliquées dans la prolifération et dans la
différenciation, dans I’adhésion et dans la migration, dans la survie et dans la mort, pourront
servir de support a des altérations oncogéniques. On a pu dire ainsi que le cancer était une
maladie de la signalisation cellulaire.

Les principales voies de signalisation sont :
-Voie Wnt/APC/B-caténine.

- Voie du TGF-p.

- Voie RAS/RAF/MAPK.

Le récepteur de I'EGF ou EGFR (epidermal growth factor receptor) appartient a la famille des
récepteurs aux facteurs de croissance a activité tyrosine kinase. Il existe de nombreux ligands
de I'EGFR qui induisent I'activation de protéines. Parmi ces protéines, grb2 active les voies
RAS et PI3K. Ces voies ont de multiples fonctions cellulaires, notamment dans la prolifération,
la migration et I'apoptose. L'EGFR est surexprimé dans la plupart des CCR ( Akao, Y et al ,
2005)

PROGRESSION

CELL CYCLE
SEROURESSION

CELL MOTILITY
PROGRESSION

CELL CYCLE
PROGRESSION

Figure 9 : Voies RAS/RAF/MAK/MAPK et PI3BK/AKT. (Johnson, S.M. et al, 2005)

Les protéines RAS jouent un rble majeur dans la transmission des signaux
extracellulaires vers le milieu intracellulaire, la famille RAS comprend trois principaux
membres : K-Ras, N-Ras et H-Ras. BRAF est une sérine thréonine kinase en aval de K-RAS.

- Voie PI3K/AKT/mTOR
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-. Voie p53. (C. SEDKAOUI, 2015)
I11.4. Les stades du cancer colorectal selon la classification TNM

La classification TNM « Tumor, Nodes, Metastasis » soit « tumeur, ganglions
lymphatiques, métastases » defini les stades du cancer selon trois critéres essentiels :
- Taille et profondeur de la tumeur, atteinte ou non et le nombre des ganglions lymphatiques,

présence ou non de métastase.

Stadé AV
T wvariable
Trara N variable
Stade Il
Tres ~= (51
Trena Stade Il T variable
Stade | = N1
Stade O T3 T4 80
T2 2O
Tis \\.
rio »80 - ¥
O LX) -
LS —

Métastases a
d’autres organes

Tumeur X
ganglions
lymphatiques ganglions
Tis = carcinome in situ lympha.tiques
atteints

Figure 10 : la classification TNM du cancer colorectal (Association canadienne du cancer,
2016)

Tableau 1 : La classification TNM du cancer colorectal. (J. LAMRANI 2008).
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Le stade des cancers colorectaux au moment du diagnostic est généralement exprimé par un

chiffre romain allantde 0 a IV.

-Stade 0, la tumeur est in situ, ce qui signifie qu’elle est trés superficielle et qu’elle n’envahit
pas la sous-muqueuse, que les ganglions lymphatiques ne sont pas atteints et qu’il n’y a pas de
métastase a distance.

-Stade |, la tumeur envahit la deuxiéme couche (sous-muqueuse) ou la couche musculaire
(musculeuse) de la paroi du colon ou du rectum, les ganglions lymphatiques ne sont pas atteints
et il n’y a pas de métastase a distance.

-Stade 11, les cellules cancéreuses ont traverse plusieurs couches de la paroi du c6lon ou du
rectum, mais aucun ganglion n’est atteint et il n’y a pas de métastase.

-Stade 111, les cellules cancéreuses ont envahi les ganglions lymphatiques proches de la
tumeur.

-Stade 1V, le cancer s'est propagé au-dela du c6lon ou du rectum, vers des emplacements ou
des organes éloignés, généralement le foie ou les poumons. (Institut National Du Cancer,
2010).

I11.5 cancer colorectal métastatique
111-5-1 : Les métastases colorectales :

Les métastases sont des tumeurs cancéreuses qui proviennent d’un cancer situé¢ dans un
autre organe du corps. On parle aussi de tumeur secondaire. Le cdlon et le rectum sont parfois
envahis par des métastases issues de cancers situés dans I’ovaire, la prostate, I’estomac ou le
sein. (Institut National Du Cancer)

On observe des métastases dans 40 a 60% des cas de cancer colorectal. Dans certains cas,
ce sont les métastases précessives dont le foyer n'est pas connu et doit étre identifié.

(L'Agence Comsource, 2013)

Environ 30 a 50% des patients atteints de cancer colorectal développent des métastases
hépatiques, responsables a elles seules de deux tiers des déces par cancer colorectal (E.
Abdalla et al 2006)

Le risque de transformation maligne dépend de plusieurs parametres tels que la taille,

I’importance de la composante villeuse ou encore le degré de dysplasie (V. Boige et al 2004)

13



Etudes bibliographiques

Figure 11:Métastases hepatiques (L'Agence Comsource, 2013).

111.5.2. Facteurs de risques :
111.5.2.a. Les principaux facteurs de risque de cancer colorectal :
% Habitudes alimentaires

L’absorption accrue de graisses et de viande rouge, les boissons alcoolisées, le tabac,
charcuterie, amiante, surpoids et I’obésité augmentent le risque de cancer colorectal. (Bueno
de Mesquita HB, 1993)

+« Facteur génétique :

Jusqu'a 25 % des patients atteints de cancer colorectal présentent une histoire familiale
de la maladie, suggérant une prédisposition héréditaire. Quelques affections héréditaires bien
définies, a caractére autosome dominant, entrainent un risque plus élevé de développer un
néoplasme au niveau intestinal:

* La Polypose Adénomateuse Familiale

* Plusieurs syndromes de cancer colorectal héréditaire non-polypeux. (Ransohoff DF et al
1991)

111.5.2.b .Les Facteurs Environnementaux :

Le risque de cancer colorectal est moindre en Asie, en Afrique et en Amérique du sud.
Lorsqu'un individu de ces pays a faible risque émigre vers un pays a plus fort risque, il tend a
avoir le méme risque de cancer colorectal que les sujets du nouveau pays d’adoption. Cette
observation suggere que certains facteurs environnementaux jouent un réle dans le risque de
cancer colorectal. (M. ABID 2012)

111.5.3 .Facteurs protecteurs :

Le calcium et la vitamine D, les vitamines A, C, E et le béta carotene ont un role
antioxydant, d’autres substances telles que les folates, le café, 1’aspirine et les anti-
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inflammatoires non stéroidiens ont étaient rapportées comme produits diminuant le risque de
cancer colorectal. (M. ABID 2012)

111.6. Symptémes d'un cancer colorectal :

Les cancers colorectaux se développent souvent en silence, sans provoquer de
symptdmes particuliers. lls peuvent rester longtemps imperceptibles. Néanmoins, certains
signes peuvent étre révélateurs d’un cancer et doivent conduire a consulter son médecin
traitant. (Institut National du Cancer)

111.6.1 Signes et symptdmes primaires du cancer colorectal :

Changement du transit intestinal, selles rouges, noires, sanguinolentes, poisseuses,
présence de mucus dans les selles, diarrhée, constipation persistantes, saignement du rectum
entre les défécations, sensation d'évacuation incomplete de l'intestin, besoin pressant d'aller a la
selle, malaise abdominal, douleur, crampes, gaz, ballonnement, sensation de plénitude, masse
parfois sentie dans l'abdomen, changements digestifs, nausées, douleur, crampes, perte
d'appétit, perte de poids, anémie, fatigue, essoufflement et faiblesse engendrées, occlusion
intestinale (blocage), perforation du gros intestin accompagnée de fiévre et de douleur,
faiblesse, infections urinaires fréquentes (causées par la formation d'une fistule ou une
perforation dans la vessie). (D. MALLEM, 2010).

111.6.2. Signes et symptomes tardifs

Les signes et symptémes tardifs se manifestent quand la masse cancéreuse grossit ou
se propage vers d'autres parties du corps, dont d'autres organes. Ce ne sont pas toutes les
personnes atteintes d'un cancer colorectal avancé qui éprouveront les signes et symptomes
tardifs qui suivent :

Douleur intense au niveau de 1’abdomen, a la hanche ou a la fesse, accumulation de
liquide dans I'abdomen (ascite), enflure du foie (hépatomégalie), des ganglions lymphatiques,
perte d'appétit, jaunisse, difficulté a respirer. (D. MALLEM, 2010).

I11-7-Diagnostic :

On détermine le stade du cancer aprés le diagnostic, les criteres pour mesurer I'étendue
d'un cancer colorectal sont :

1-1a taille et la profondeur de la tumeur : lorsque des cellules cancéreuses apparaissent, elles
sont d’abord localisées sur la surface interne de la paroi du célon ou du rectum (la muqueuse).
Puis, petit a petit, elles atteignent les couches plus profonde ; plus la tumeur est localisée et
superficielle, plus elle sera facile a traiter.

2-I’atteinte ou non des ganglions lymphatiques et le nombre de ganglions atteints : Les
cellules cancéreuses peuvent s’échapper du célon ou du rectum et se disséminer ailleurs. Les
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ganglions lymphatiques, situés dans la graisse qui entoure le colon ou le rectum, peuvent alors
étre touchés.

Pour déterminer si des ganglions contiennent des cellules cancéreuses, il faut les analyser au
microscope, apres les avoir prélevés. Si aucun ganglion n’est atteint, cela signifie que le cancer
est a un stade précoce et qu’il est reste localisé. Le nombre de ganglions envahis permet d’en
savoir plus sur le degré de propagation du cancer ; moins il y en a, meilleures sont les chances
de guérison.

3-la présence ou non de métastases :

Les cellules cancéreuses peuvent envahir d’autres organes que les ganglions lymphatiques et y
développer des métastases.

Les organes les plus souvent touchés par des métastases lors d’un cancer colorectal sont
le foie, les poumons et le péritoine. Les cancers colorectaux qui présentent des métastases (on
parle de cancer métastatique) sont plus difficiles a soigner. (Institut National de Cancer)

I11-8-Traitement :

Le traitement adjuvant du cancer colorectal a connu de nombreuses avancées
importantes au cours des derniéres années. La chimiothérapie améliore le taux de survie sans
récidive a long terme chez les patients a haut risque de cancer du cdlon réséqué. Les traitements
combinés, en utilisant la chirurgie, la radiothérapie et la chimiothérapie, améliore a la fois le
contréle local et la survie chez les patients avec un cancer du rectum de stade 1l et I11.

(K. Ciombor et al 2015)

Le 5-fluorouracile (5-FU) est la molécule la plus anciennement utilisée dans le
traitement du CCR. Son administration en perfusion prolongée nécessite le recours a une
chambre implantable, exposant le patient a des complications infectieuses ou thrombotiques, en
plus des colts en matériel et en personnel et des contraintes pouvant altérer la qualité de vie des
patients. Les résultats positifs des essais cliniques et la tolérance des patients a la Capécitabine
ont permis cette derniére d’étre une alternative valide au 5-FU intraveineux. (C. SEDKAOQUI,
2015)

Chirurgie

La chirurgie a pour objectif d’enlever la tumeur primaire. Les patients atteints d’une
maladie au stade avancé peuvent aussi subir une intervention visant a retirer les lésions
métastatiques.

Lorsque le cancer se développe a partir d’un polype, tout le polype est enlevé, une
procédure appelée polypectomie. Dans une résection segmentaire, le segment de 1’intestin ou se
trouve la tumeur est enlevé chirurgicalement et les extrémités de 1’intestin sont reliées

Il est necessaire de retirer au moins 12 ganglions lymphatiques régionaux pour
effectuer une détermination du stade précise. Si dans le cas du cancer rectal, I’ensemble du
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rectum et du mésorectum comprenant les ganglions lymphatiques régionaux est retiré, la
procédure est appelée excision totale du mésorectum (TME). Généralement, les extrémités
saines de I’intestin sont reliées chirurgicalement au cours de 1’opération initiale. Quand une
excision totale du mésorectum est effectuée pour le cancer du rectum, une anastomose colo-
anale est effectuée. Cependant, chez certains patients, le chirurgien doit créer une jonction
temporaire entre le petit ou le gros intestin et la paroi de 1’abdomen (respectivement, une
iléostomie et colostomie. Si le cancer a provoqué une obstruction de I’intestin, il peut étre
nécessaire au chirurgien de libérer I’intestin et de le laisser guérir en insérant un stent ou en
pratiquant une colostomie. Les stomies sont généralement temporaires, ce qui signifie que
lorsque la tumeur est réséquée et que 1’intestin a eu le temps de guérir, on pratique une seconde
opération pour relier les deux extrémités de D’intestin (anastomose) et fermer la stomie.
Néanmoins, les stomies peuvent étre permanentes chez certains patients. (Clinique de la
société européenne d’oncologie médicale (ESMO)

Chimiothérapie

La chimiothérapie a pour but de tuer ou de léser les cellules tumorales. La chimiothérapie
est administrée par voie orale ou dans une veine, et elle agit donc de maniére systematique. La
chimiothérapie de base pour le cancer colorectal utilise des médicaments appelés
fluoropyrimidines, administrés comme traitement unique (monothérapie) ou en association
avec d’autres médicaments (thérapie associée). (Clinique de la société européenne
d’oncologie médicale (ESMO)

IV- Les marqueurs tumoraux et dépistage du cancer colorectal :
IV-1- Définition des marqueurs tumoraux :

Les marqueurs tumoraux sont des substances de nature diverse (glycoprotéines,
peptides, protéines) qui sont synthétisées par les cellules tumorales. Ces substances peuvent
étre libérés dans le sang et étre dosés, mais elles peuvent étre aussi uniqguement présentes au
niveau de la cellule tumorale et non reléguées dans le sang périphérique, dans ce cas elles
seront détectées par des techniques immunohistochimique. Certains marqueurs tumoraux sont
spécifiques a un seul type de cancer, alors que d’autres sont associés a plusieurs types différents
de cancer. La qualité et ’intérét des marqueurs sont définis par sensibilité et sa spécificité (M.
MONGE et al 2006).

Leurs rdle est de confirmer un diagnostic clinique et de réaliser le suivi thérapeutique.
IIs constituent une premiére manifestation d’une récidive. (L. Roger et al 2005)

IVV-2-Classification des marqueurs tumoraux :

- Antigenes Oncofcetaux, les Hormones et leurs métabolites, les immunoglobulines, les
enzymes, les antigenes de différentiation et les antigenes spécifiques d’organe. (M. MONGE
et al, 2006).
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IVV-3-Les marqueurs tumoraux spécifiques du cancer colorectal :
IV-3-1 - Antigéne carcinoembryonnaire (ACE)

C’est une glycoprotéine monocaténaire (antigéne de différenciation) de la surface
cellulaire exprimée normalement uniquement au p6le apical de la cellule différenciée.

L’ACE joue un réle dans les interactions intercellulaires, 1’adhésion a la matrice
extracellulaire, la régulation de la croissance cellulaire et 1’acquisition du phénotype
métastatique.

IVV-3-2- Antigene carbohydrate 19.9 (CA 19.9)

Le CA 19-9 est un ligand pour la molécule endothéliale d’adhésion leucocytaire
(ELAM-1, E-sélectine), molécule présente sur les cellules endothéliales activées par les
cytokines. Le CA 19-9 est un marqueur tumoral exprimé par les cancers colorectaux, en
particulier dans les cas avancés et qui permet 1’adhésion des cellules malignes a I’endothélium
vasculaire et la dissémination hématogene des cancers exprimant cet antigene. Il a été montré
une corrélation entre I’intensité de son expression et la gravité du pronostic des cancers
colorectaux. (Pubmed)

IVV-3-3-CDX2

CDX-2 est un facteur de transcription. L’anticorps CDX-2 est utile pour distinguer
I’origine gastro-intestinale des adénocarcinomes métastatiques et carcinoides. (LEVINE PH.
et al 2006).

IV-4-4-L_es autres margueurs

Antigéne carbohydrate CA 50, antigéne Carbohydrate CA 72-4 ou TAG 72 (tumor
associated glycoprotein 72), I’antigéne polypeptidique de tissu (TPA) et son analogue
I’antigéne polypeptidique spécifique (TPS), métalloprotéases de la matrice (MMP) et
inhibiteurs tissulaires des métalloprotéases (TIMP1 et TIMP2), cerb-B2 / Her2-neu et la
clusterine (X.CHEN, et al 2003)

IVV-5- Dépistage du cancer colorectal :

L’'augmentation de 1'accés aux traitements de dépistage a contribué a une réduction de
I'incidence du cancer colorectal et de la mortalité de la population générale, bien que
d'importantes disparités persistent. Dans le monde, les disparités sont encore plus marquées,
avec trés différents taux et les tendances entre les nations mortalité par cancer colorectal.
Nouveaux programmes organisés de dépistage du cancer colorectal dans les pays
économiquement développés avec une forte charge de cancer colorectal peut fournir des voies

pour réduire ces disparités dans le temps. (MB. Potter 2013).
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Le dépistage organisé du cancer colorectal consiste en la réalisation d'un test
immunologique simple et indolore, a faire chez soi. Si le résultat de ce test est positif (4,6 %
des cas), une coloscopie vous sera alors prescrite.

Ces informations destinées a vous aider ne remplacent pas la consultation médicale. En
effet, chaque situation est unique et seul votre médecin peut déterminer précisément les
modalités de dépistage ou de suivi adaptées a votre cas.

Le test immunologique, désormais disponible, est un test simple, pratique et efficace qui
vise a déceler la présence de sang humain dans les selles. En effet, certains polypes ou cancers
provoquent des saignements souvent minimes et donc, difficiles voire impossibles a détecter a
I'eeil nu (Institut National de Cancer)

V- Les génes Ras :
V .1-Gene Ras :

Les mutations du géne ras apparaissent dans plus d'un tiers des cancers colorectaux
humains, et la plupart des mutations sont au niveau du codon 12 du géne K-Ras et que les
mutations précédent habituellement le développement d’une tumeur maligne. (L. JOHANNES
BOS et al 1987)

Le gene RAS comprend également deux autres genes : H-Ras et N-Ras. Les protéines
produites a partir de ces trois génes sont GTP ase. Ces protéines jouent un role important dans
la cellule ; la division, la différenciation cellulaire, et I'apoptose.

La famille ras de mammifére consiste les Ras des genes harvey et Kirsten (ras H-Ras et
K-Ras), un pseudogéne inactif de chaque (c-H-ras2 et c-K-rasl) et le géne N-Ras. Ils différent
sensiblement uniquement dans les 40 acides aminés C-terminale. Ces genes ont une liaison ras-
GTP / PIB et l'activité GTP ase, et leurs fonctions normale peuvent étre aussi des protéines
régulatrices G comme impliqués dans le contr6le normal de la croissance cellulaire.

V-1-1. Fonctionnement et activation de la protéine Ras

La protéine Ras est une protéine G de 21 kDa associée a la face interne de la
membrane plasmique et capable d’échange entre le GTP et le GDP. Son activité est régulée par
la liaison, tant6t activatrice de GTP, tant6t inhibitrice de GDP. Les GEF (Guanine Nucléotide
Exchange Factors), comme SOS, catalysent le relargage de GDP alors que les GAP (GTPase
Activating Proteins) catalysent I’hydrolyse du GTP.

Ras est activée en réponse a des signaux environnementaux via des récepteurs de
facteurs de croissance comme ’EGFR. A la suite de la fixation de I’EGF, le récepteur a
tyrosines kinases s’autophosphoryle et recrute les protéines GEF. Ras est alors activée grace au
chargement du GTP par Grb2/SOS, et active, a son tour, différents effecteurs pour réguler la
prolifération cellulaire et la survie. Parmi ces effecteurs, la protéine Raf va activer la voie des
MAP Kinases Mek/Erk. Ras active Raf en induisant un changement conformationnel de la
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protéine. La cascade d’activation de kinases qui en découle permet I’activation de la
transcription des génes du cycle cellulaire. Ras est également capable d’activer la voie de la
PI3K (Phospholnositol-3-Kinase) qui recrute PDK1 via son domaine d’homologie pleckstrin et
phosphoryle et active la kinase AKT. Cette voie sous-jacente conduit a une augmentation de la
survie cellulaire et active mTOR (Mammalian Target Of Rapamycin) augmentant la
biosynthése des ribosomes et la traduction des ARNm. (J.Colicelli , 2004).

Ry ‘ G-coupled protein
(| receptors

l:IJIIIJLIJIJIJIoIJﬂl:'ﬂIJIJlJIJIJIAI-‘IA'IA’IJIJIJL'IJIJIJI-'I-'IJIJIJIm

i
® O G

Gene Expression

Figure 12 : Voie d’activation de Ras. (Vogelstein, B et al, 1988)

A la suite d’un signal mitogénique regu par un récepteur (comme, par exemple, ’EGFR),
Ras lie un GTP permettant son activation. Ras interagit alors avec plusieurs effecteurs
conduisant a la survie cellulaire, la différenciation, le trafique vésiculaire, la prolifération,
I’organisation du cytosquelette ou la signalisation du calcium (D'apres Downward, 2003).

V-1-2. Les déférentes isoformes de Ras :

Les séquences de ces trois isoformes sont tres similaires, 85 % de leurs séquences d’acides
aminés sont identiques, et aucune variabilité fonctionnelle n’a été clairement définie. Il existe,
toutefois, quelques différences entre ces protéines au niveau de leur expression. Toutes trois
sont largement exprimées mais K-Ras I’est dans pratiquement tous les types cellulaires. Nous
pouvons aussi noter qu’a la différence de K-Ras, H-Ras et Nras possédent un groupement
palmitoyle permettant leur localisation dans 1’appareil de Golgi. Les modifications post
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traductionnelles de Ras sont indispensables a sa localisation sous la face interne de la
membrane plasmique. Les protéines Ras qui ne se trouvent pas localisées sous la membrane
sont inactives, probablement parce qu’elles sont incapables de recruter leurs protéines cibles.
Le fait que la protéine Ras nécessite d’étre correctement localisée pour étre active conduit de
nombreuses études a viser les enzymes responsables des modifications post-traductionnelles de
Ras comme cibles thérapeutiques (Ali et al, 2010).

Dans les CCR, le géne K-Ras est fréquemment muté (40 a 50 % des cas) ; la plupart des
mutations (40 %) se trouvent dans 1’exon 2 du géne K-Ras, le plus souvent au niveau des
codons 12 et 13. Dans moins de 10 % des cas, elles concernent 1’exon 3 (codons 61 et 59) et
I’exon 4 (codons 117 et 146). Le géne N-Ras est beaucoup plus rarement porteur de mutations
(codons 12, 13, 61, 117 et 146) (environ 3 a 5 % des cas). Enfin, il n’est pas décrit de mutation
du gene H-Ras au cours des CCR. Au total environ 50 a 60 % des CCR présentent une mutation
RAS. (Association francaise de formation médicale continue en hepatogastroenterologie)

V-1-3-a- Les mutations somatiques de ’oncogéne K-Ras :

Les mutations ponctuelles de K-Ras touchent dans plus de 90 %, et elles surviennent
trés précocement au cours de la carcinogenése colorectale, dés le stade d’adénome.. Les
protéines RAS qui résultent de ces mutations du géne K-Ras sont donc constitutionnellement
actives, ce qui leur confére un pouvoir oncogénique par l’intermédiaire d’une activation
acquise des voies de signalisation intracellulaires impliquées dans les processus de prolifération
cellulaire et d’apoptose. (JL. Bos, 1989).

Les tumeurs K-Ras mutés ont été associée a des caractéristiques cliniques spécifiques,
tels que l'apparition du métastases du poumon et de métastases cérébrales ou primaire du c6té
droit, elles sont maintenant reconnu comme déterminants de la résistance aux antiepidermal le
récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR) des anticorps monoclonaux

Les mutations K-Ras semblent produire dans les stades précoces de la carcinogenése et
pour étre directement impliquée dans la transition de l'adénome a adénocarcinomes (M.
Schirripa et al ,2014)
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Tableau 2 : Mutation du gene K-Ras les plus fréquentes sur les codons 12 et 13 (Liévre A, et
al, 2008)

Codon Base Murtadtion Substitution d'acide

aminé
12 1 ST —CGT S12R
12 1 GT —TGT Sl 2G
12 1 ST —~AGT G125
12 =2 GGT —GEGCT G125
12 2 GGET —GT T 2N
12 =2 EET —GAT E120D
13 =2 CGEE —GAC 120D

A alanine, @ oystéine, D : aspartate, G : ghycine, R : arginine, S : sérine, Vv : valine

V-1-4-Les voies de signalisation EGFR, RAS/MAPK et PI3K/AKT, et carcinogenese
colorectale :

L’EGFR est un membre de la famille des récepteurs a activité tyrosine kinase HER.
L’activation de la voie de PEGFR au cours de la carcinogenése colorectale se fait par
I’intermédiaire de la fixation de ’EGF ou d’un autre de ses ligands (TGFa, B-celluline...) a la
partie extra membranaire du récepteur. Cette fixation entraine une dimérisation de I’EGFR et
ainsi son activation par phosphorylation au niveau de résidus tyrosine spécifiques situés sur son
domaine intracellulaire “domaine tyrosine kinase” (figure 12).

Cette activation du domaine tyrosine kinase va permettre, a son tour, 1’activation de
voies de signalisation intracellulaire situées en aval, essentiellement la voie RAS/MAPK et la
voie PIBK/AKT, toutes deux impliquées dans la prolifération, la migration, I’adhésion et la
différenciation cellulaire et dans la résistance a I’apoptose et I’angiogénése (figure 12).

L’activation de la voie RAS/MAPK débute par I’activation de la protéine RAS (liée au
GTP en remplacement du GDP), qui, elle-méme, par I’intermédiaire de phosphorylations
successives, va permettre I’activation de plusieurs protéines intracellulaires : RAF, MEK, puis
ERK, qui, transloque au niveau du noyau, va stimuler la transcription de génes, et notamment
des génes impliques dans I’initiation du cycle cellulaire (figure 13). L’autre grande voie de
signalisation intracellulaire PI3K/AKT, qui peut étre activée soit directement par I’EGFR active
soit par I’intermédiaire de la protéine RAS activée. (Shaw RJ, Cantley LC et al, 2006)
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Figure 13 : Activation de ’EGFR et des voies de signalisation intracellulaire en aval. (Shaw
RJ, Cantley LC et al, 2006).

V-2-Protéine oncogéne RAS
V-2-1- Réle de Ras dans la tumorigenese :

Les mécanismes indirects d’activation de Ras permettent son activation chronique
malgré I’absence de mutation. La protéine Nfl par exemple est une protéine GAP responsable
de I’hydrolyse du GTP en GDP. Elle est impliquée dans la régulation de I’expression de Ras et
conduit donc a son inhibition. Les mutations de Nfl empéchent la régulation négative de Ras.
D’une autre manicre, a un stade avancé de la maladie, ’EGFR est surexprimé dans 65 a 70 %
des cancers colorectaux conduisant a 1’activation constitutive de Ras. (Lockhart & Berlin,
2005)

Le fait que Ras soit fréquemment muté dans différents types de tumeurs, ou qu’elle soit
activée par des mécanismes situes en amont suggére que le signal prolifératif induit par Ras
joue un réle important dans la tumorigenése. La capacité de Ras a transformer des cellules
dépend de son interaction avec ses effecteurs sous-jacents et notamment la proteine Raf et la
voie des MAP Kinases (Luo et al, 2009).

Selon les types de cancers, différentes protéines sont touchées (tableau 3).
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Tableau 3 : Activation de la voie de signalisation de Ras dans différents types de tumeurs
(D*apres Downward, 2003).

Diéfaut/Mutation Type de tumeur Fréquence (%)

Mutation de A5 Pancréas o0 (KRAS)
Adénorarcinome du poumon (Don A petites
e P (nonap 35 (KRAS)
Colorectal 45 (KRAS)
Thyroide (follicnlaire) 55 (HRAS, KRAS, NRAS)
Thyraoide (papillaires non différenciés) 60 (HRAS, KR AS, NRAS)
Seminome 45 (KRAS, NRAS)
hiélanome 15 (NRAS)
WVessie 10 (HR.AS)
Foie 30 (NRAS)
Rein 10 (HRLAS)
Syndrome myélodisplasigue 40 (KRAS, NRAS)
Leucémie myéloide aipué 30 (NRAS)

Mutation de SRAF Mélanome (13
Colorectal 12

Surezpression de 'EGFR  Carcinomes = 50

Amplification de ERBR? Sein S0

Perte de PTEN Glioblastome multiforme 20 - 30
Prostate 20
Pancréas 40

Amplification de AKT2 Ovaires 1z
Pancréas 10

V .3- Le gene N-Ras :
V-3-1-définition :
Le géne N-Ras est situé sur le chromosomel. (L. Karen et al 2014)

Il appartient a une classe de genes appelés oncogénes qui une fois mutés ils ont le
potentiel de provoquer la transformation des cellules normales en cellules cancéreuses.

Le gene N-Ras code pour une enzyme qui chez I'hnomme est codée par le géne ARN. (L.
JOHN, 2014)

Le géne N-Ras code pour une proteine membranaire qui fait la navette entre I'appareil de
Golgi et la membrane plasmique. Cette navette est réglementée par palmitoylation et
depalmitoylation par le complexe ZDHHC9-GOLGAY.
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Des mutations de ce géne ont été associées a un cancer du rectum somatique, le cancer
folliculaire de la thyroide, le syndrome lymphoprolifératif auto-immune, le syndrome de
Noonan, et leucémie myélomonocytaire juvenile. (NCBI) (Ref Seq, juin 2011).
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Figure 14 : Localisation du Nras sur le chromosome 1;
Position cytogéneétique: 1p13.2, qui est court ( p ) du chromosome 1 a la position 13.2

Localisation moléculaire : paires de bases 114.704.464 a 114.716.894 sur le chromosome 1
(Homo sapiens Annotation sortie 107, GRCh38.p2) (NCBI)

V .3-2- Découverte :

Il a été découvert par une petite équipe de chercheurs dirigée par Robin Weiss a I'Institut
de recherche sur le cancer a Londres. Il a été le troisieme isoforme de géne RAS a découvrir, et
a été nommeé N-Ras, pour son identification initiale dans les cellules du neuroblastome humain
(tumeur solide extra-cranienne la plus fréquente chez le jeune enfant. C'est un cancer touchant
des cellules de la créte neurale qui constitue le systéme nerveux autonome sympathique).

V.3-3-Fonction :

La protéine N-Ras est impliquée principalement dans la régulation de la division
cellulaire. Par transduction du signal, la protéine retransmet des signaux depuis l'extérieur de la
cellule vers le noyau. Ces signaux instruisent la cellule de croitre et de se diviser ou de marir et
de prendre des fonctions spécialisées. La protéine N -Ras est une GTPase, ce qui signifie qu'il
convertit une molécule appelée GTP dans une autre molécule appelée PIB. Les protéines actes
Nras comme un interrupteur, et il est activé et désactivé par les molécules de GTP et du PIB.
Pour transmettre des signaux, la protéine N- Ras doit étre activée par la fixation a une molécule
de GTP. La protéine N- Ras est éteinte (inactivé) quand il convertit le GTP au PIB. Lorsque la
protéine est liée au PIB, il ne relaie pas les signaux au noyau de la cellule.

V .3-4- Principales mutations de N-Ras et role dans le cancer colorectal :

Les mutations de N-Ras sont présentes dans 3 a 5% des cancers colorectaux .A 1’instar
des mutations de BRAF, les mutations de N-Ras et de K-Ras sont mutuellement exclusives. (L.
Karen et al 2014)

Certaines mutations génétiques dans le géne N-Ras sont acquises au cours d'une durée de
vie et sont présents seulement dans certaines cellules. Ces modifications, appelées mutations
somatiques, ne sont pas héritées. Les mutations somatiques dans le géne N-Ras sont impliquées
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dans le développement de plusieurs types de cancer. Ces mutations vont conduire a une
protéine N- Ras qui est toujours active et peut diriger les cellules a croitre et se diviser sans
contréle. Des études suggerent que les mutations du géne N-Ras sont courantes dans une forme
agressive de la peau cancer appelé mélanome. Des mutations du gene N-Ras ont également été
trouvées dans d'autres types de cancer.

Au moins deux mutations dans le géne N-Ras ont été trouvées pour causer le syndrome
de Noonan. (GENTOGENE)

la mutation de RAS conduit a une GTPase défectueuse une activité qui entraine une
hyperactivation de la cascade de signalisation, déterminer une activité incontrdlée de 1’aval
effecteurs tels que les protéines de la RAF et MAP- kinases. Les mutations RAS se produisent
dans environ 20-25% de cancers humaine ; dans cancers colorectaux mutations (CRC) (M.
Schirripa et al ,2014)

*R6le des mutations N-Ras comme marqueurs pronostiques et prédictifs :

Les mutations N-Ras sont considérées comme facteurs prédictifs de résistance aux
anticorps monoclonaux anti-EGFR, elles affectent le pronostic des patients atteints de CCRm et
prédit le manque de réponse aux anti-EGFR. Elles sont dans 6 % des cancers colorectaux
métastatiques.

Les caractéristiques cliniques et pathologiques des tumeurs N-Ras mutantes étaient
similairesa ceux qui ont des mutations K-Ras

Les tumeurs N-Ras mutées peuvent étre considérées comme un probleme néglige,
puisque jusqu'a aujourd'hui, ils ont jamais été caractérisée d'une histologique et le point de vue
clinique, ainsi que par rapport a CCRm

La répartition des sites de la tumeur primaire dans N-Ras muté ne differe pas de
KRAS muté des patients, sauf pour une faible prévalence de I'histologie mucineuse qui
était moins fréquente dans les tumeurs N-Ras mutées.

Les mutations N-Ras ne semblent pas affecter les premiéres phases de la progression
tumorale et la séquence adénome-carcinome, mais ils pourraient inhiber le stress induit par
I'apoptose des cellules épithéliales. Les voies intracellulaires, un effet différent de ces
mutations sur la signalisation en aval des effecteurs de la cascade a été suggéré .Ces différentes
mutations peuvent définir des sous-types spécifiques de CCRm. Un vaste la caractérisation
moléculaire est essentiel, non seulement pour l'identification des patients qui peuvent tirer
détriment de I'anti-EGFR, mais aussi dans le but d'identifier des stratégies thérapeutiques pour
ces patients par le biais d'essais congus de maniére appropriée. (M. Schirripa et al ,2014)
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V-4-Comparaison N-Ras/ K-Ras :

Concernant les mutations somatiques N-Ras dans les tumeurs colorectales, les
fréquences observées sont beaucoup plus faibles, soit de 3 % a 9,6 %, dépendamment des
études. Contrairement a K-Ras ou ce sont les glycines 12 et 13 (G12 et G13) qui sont
fréguemment mutées, pour N-Ras, il s’agit de la glutamine 61 (Q61), située dans 1’exon 3, qui
est le codon le plus souvent touché (De Roock et al. 2010).
Les mutations N-Ras et K-Ras sont mutuellement exclusives. Le tableau 2 présente un résumé
des principales études répertoriées. (Annexes 5)

Les tumeurs N-RAS et K-RAS mutées ne montrent pas de différences significatives en
termes clinique et pathologique caractéristiques, a l'exception d'une faible prévalence de
I'nistologie mucineuse et des métastases pulmonaires (M. Schirripa et al ,2014)

L’¢tude de cancer colorectal impliquant le Nras peut se faire en immunohistochimie
comme en moléculaire (le séquencgage par exemple) :

V-5-Le séquencage :

Le séquencage de I'ADN, consiste a déterminer I'ordre d'enchainement des nucléotides
d’un fragment d’ADN donné. Les premiéres techniques de séquencage ont été développées en
paralléle au milieu des années 1970. Les méthodes de Sanger (Grande-Bretagne) et Gilbert
(Etats-Unis) ont toutes deux été récompensées d'un prix Nobel de chimie en 1980

Il sert au test héréditaire, identification judiciaire et la thérapie génique. (NCBI) (Voir
I’annexe 7)

V-6-L’immunohistochimie :

C’est une technique associant I’'immunologie et I’histochimie. Elle permet la détection
d’une substance chimique dans un tissu ou dans une cellule par un anticorps dirigé contre cette
substance.

Les anticorps sont appliqués sur la section tissulaire (ou sur la cellule) pour se lier a
I’antigéne (Ag) correspondant.

L'IHC est réalisée dans un 2éme temps, en complément de I'examen histologique
standard pour classer une tumeur si I'histologie seule ne le permet pas et apporter des
informations complémentaires : en terme de pronostic et a visée thérapeutique.

L’THC peut se faire : sur des coupes en paraffine, coupes en congélation ou examen
cytologique

Principe de ’'immunohistochimie

Anticorps conjugués : La molécule marquée est conjuguée a une immunoglobuline :
soit I’anticorps primaire (méthode directe) ou I’anticorps secondaire (méthodes indirectes)
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Automatisation

Quand les demandes d’analyses IHC sont trés nombreuses, il peut devenir difficile de
gérer 'utilisation d’un grand nombre d’anticorps tout en tenant compte des particularités de
chacun.

L’automatisation permet d’uniformiser et d’améliorer la reproductibilité de la coloration
et de réduire la variabilit¢ des résultats analytiques. Par conséquent, il est fortement
recommand¢é d’automatiser ces techniques.

L’immunohistochimie permet de localiser des antigénes dans les tissus et les cellules au
moyen d’anticorps spécifiques. Elle met en évidence des protéines d’intérét contribuant au
diagnostic positif et différentiel, voire au pronostic et a la réponse thérapeutique. Il existe une
dizaine de systémes de révélation en immunohistochimie. Leur niveau d’amplification est
variable ainsi que leur complexité d’utilisation. Il est important de connaitre le principe du
systeme utilisé¢ au laboratoire pour adapter la technique afin de limiter 1’apparition de signal
non spécifique.
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Chapitre 11 : Matériel et méthodes
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I. Objectifs :

Nous rappelons que notre but est de comparer entre la détection de la mutation du géne N-
Ras par une technique moléculaire et par celle d’immunohistochimie. Notre approche est la
suivante :

1- Détection des mutations N-Ras et K-Ras par une technique de la biologie moléculaire qui
est le séquencage.
2-Comparer les différents aspects histologiques des tissus épithéliaux atteints d’un cancer
colorectal impliquant soit la mutation du gene K-Ras ou N-Ras.
3- Détection de la mutation N-Ras a I’aide d’un anticorps anti-N-Ras et voir I’efficacité de
I’étude immunohistochimique.
ILMATERIEL :
11.1. Les patients :

Notre étude concerne 31 patients atteints d’un cancer colorectal suivis au niveau du service
d’anatomopathologie du CHU de Blida (Frantz Fanon) et au GENEKOR (Commited to
biotechnological innovation) et au laboratoire d’onco-pharmacologie; centre ANTOINE-

LACASSAGNE, 2016, France.
IHI.METHODES :

ﬂ ﬂ
sk | anes
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111.1 Partie rétrospective (Biologie moléculaire) :

Onarecu 31 résultats de séquencage de nos patients atteints d’un cancer colorectal Suivis au
niveau du centre GENEKOR Commited to biotechnological innovation et au niveau du laboratoire
d’onco-pharmacologie ; centre ANTOINE-LACASSAGNE, 2016, France.

Le séquencage a été réalisé¢ apres une extraction d’ADN suivie d’une détection de mutation par HRM
et par sondes TagMan et séquengage.

Il'y a un cas de mutation N-Ras, des cas de mutation K-Ras et des cas ou il n’y a pas de mutation K-
Ras ou N-Ras.

-Le cas de cancer colorectal impliquant une mutation N-Ras :

Rapport D’Analyse Moléculaire
Birecteur Scientifique: Br. George Nasioulas

Mutations des génes K-RAS et N-RAS

Les génes KRAS et NRAS sont membres de la famille des génes RAS. Les mutations somatiques des genes KRAS
et NRAS ont été trouvées dans une variété de tumeurs malignes humaines.

L' ADN a été extrait de I' echantillon a I' étude en utilisant le kit de tissu Qiagen QIAmp DNA FFPE. Un
Re-séquencage ciblé de I’ ADN (TruSeq Custom Amplicon, lllumina) a été utilisé pour la détection de mutations dans
les exons 2,3 et 4 des génes KRAS et NRAS. Le séquencgage a été réalisé en utilisant la nouvelle génération suivante
de plate—forme de séquencage MiSeq (lllumina).

Résultats pour I'’échantillon analysé:

L'echantillon analysé porte une mutation dans I’exon 3 de I'oncogéne N-RAS.

Directeur Scientifique
Dr.George Nasioulas

Biologiste Moléculaire

Figure 15 : Le résultat de séquencage représentant le cas de N-Ras muté.

La figure représente le résultat de sequencage du cas de N-Ras muté. L’échantillon est issu

d’une piece de colectomie segmentaire ; c’est un adénocarcinome bien différencié

liberkhunien.

I11.2. Partie prospective :
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111.2.1. Prélévements :

Les pieces de tous les sujets ont été collectées au service d’anatomopathologie du CHU de
Blida (Frantz Fanon). A la réception, chaque piece est fixée dans le formole pour la conserver

an attendant de faire la macrotomie.
111.2.2. Réception des échantillons et macrotomie:

Le service d’anatomopathologie recoit différentes pieces fraiches des patients (estomac-
cblon rectum-sein-...) dont chacune est enregistrée.
Dans la salle de macrotomie :
1-Traitement du rectum par les médecins :
-Réaliser des coupes circulaires (tranches de 1cm de largeur) sur le rectum.
-Couper les tranches en morceaux.
-Les placer dans des cassettes.
-Récupérer les ganglions trouvés (12 ganglions pour un rectum) dans le curage et les mettre

dans des cassettes.

2-traitement du cdlon par les médecins :
exemple :

-On récupere le cdlon du formole.
-C’est un colon droit iléon de 13 cm et
appendice de 7cm.

-a la coupe on a trouvé une tumeur a

coloration blanchétre et consistance dure.

-La tumeur est bourgeonnante spinosante

Figure 17
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- On réalise des coupes dans la tumeur afin de trouver des ganglions et les analyser :

Figure 18 : des coupes dans la tumeur.

-On enleve tout les

ganglions ;

il faut avoir au moins 12 ganglions a

analysée.
Figure 19:des ganglions a analysées.
1-A T’aide de I’automate de traitements des tissus (1) on a réalisé¢ ‘L T —

——

une déshydratation des tissus a plusieurs étapes pendant 12h

environ : ﬁ

-Fixation des tissus avec le formole ) ] .
_ ' Figure 20 : Automate de traitement des tissus
(mise en évidence d’un

détail morphologique, fixation et conservation).
-Circulation par le circulateur : déshydratation par ’alcool

(éthanol) a concentrations croissantes et éclaircissement par le

xyléne.

2-Imprégnation (inclusion) par la paraffine liquide : Figure 21 : Un moule contenant
_ ' I'échantillon avec de la paraffine

-On a réglé ’automate d’inclusion par la paraffine ; on a

ajouté des granulés de paraffine a I’appareil et on I’a réglé a 67°c

afin de la liquidifier.

-on a récupéré les échantillons dans les cassettes (afin de mieux

conserver et protéger les biopsies et on les a mis dans des

cassettes a petits trous et dans de petits bouts de ponge). Figure 22 : Le fond de la cassette sur
. I'échantillon dans le moule

-On a ouvert et on a enlevé le couvercle de la cassette.

-On a fait couler de la paraffine dans des moules ou on dépose I’échantillon (2).

-On a appuyé avec un support sur 1I’échantillon pour obtenir une coupe a un niveau bien droit.
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-On a remis le fond de la cassette (3).
-On a coulé encore de la paraffine dans le moule.
-On a fait une solidification par la plaque froide

-On les a mis au congélateur.

-On a détaché le moule et on a laissé le reste (4)

111-2-3- Microtomie :

-On a récupéré les échantillons paraffinés du congélateur (5).  Figure 23 : Détachement du moule
-A I’aide de microtome semi-automatique qui coupe entre

2 et 5 pt on a realise des coupes fines (on commence par éliminer

la paraffine solidifiée jusqu’arriver a 1’échantillon).

*changer les lames de microtome quand il le faut
-On a étalonné 1’appareil ou baigne les coupes ; eau distillée a Figure 24 : Echantillon congelé.
50°c (ne pas dépasser les 60°c afin de ne pas faire fondre la

paraffine).

-On a laissé flotter la fine coupe dans 1’eau distillée.

-A I’aide d’une lame on a pris la fine coupe, on 1’a laissé sécher et on 1’a mentionné avec un

numéro représentatif.

-On a mis toutes les lames ensembles dans un porte-lame (chaque lame représente un

échantillon).

4-Déparaffinage :

-On a mis les échantillons dans 1’étuve a 100°c pendant 30mn et 15
mn dans le xyléne pour le déparaffinage

*L’inclusion de I’échantillon dans la paraffine (nécessaire pour

Figure 25 : le microtome.
réaliser les coupes) implique son élimination préalablement a la

coloration. En effet, la paraffine est hydrophobe tandis que les rr

colorants sont hydrophiles. C'est pourquoi la coloration des coupes
comporte une étape de déparaffinage et de réhydratation. Cette étape
est assurée par une succession de bains, d’abord dans un solvant [
permettant I’élimination de la paraffine (toluéne ou xyléne) puis dans des alcools de titre
décroissant, de 100 % (compatible avec le solvant précédent) jusqu’a 70 % (compatible avec
I’eau), avant un bain dans I’eau pure assurant la réhydratation finale.

- Chaque bain, dans un solvant est fait dans un flacon cylindrique adapté appelé

tube de Borel.

-Les blocs qui restent sont archivés.

34



Matériel et Méthodes

*Aprés réhydratation, la coupe est colorée. Elle est d'abord plongée dans I'némalun de Masson
pendant 5 a 10 minutes, rincée par trois bains successifs dans I'eau de conduite puis dans I'eau
distillée.

La coupe est ensuite recouverte d'une goutte d'éosine directement sur la lame. Aprés deux
minutes de coloration, la coupe est rincee par I'eau sous le robinet (attention a ne pas décoller
la coupe par un courant d'eau trop violent) puis dans I'eau distillée. 1l faut alors procéder a la
déshydratation, opération inverse de celle menée au début, avant de pouvoir faire le montage
dans la résine.

La déshydratation est réalisée en plongeant successivement la lame dans deux bains d'alcool a
95 % puis dans deux bains d'alcool a 100 % et enfin dans deux bains de solvant (toluene ou
xyléne). A la sortie du solvant, une goutte de résine de montage (par exemple, E-kit) est
disposée sur la coupe et une lamelle est appliquée de facon a ce que la résine recouvre
I'ensemble de la coupe. La résine polymérise en une vingtaine de minutes mais on peut
accelérer le processus en placant la lame sur une plague d'histologie a 50°C ou simplement

sur un radiateur.

e - i 0 s e -
= . déshydratation &
7 7 a I 3

Figure 26 : Coloration par automate de coloration : Hématoxyline Eosine (HE).

111-2-4 Immunohistochimie :
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Aprés la technique d’HE on passe a la technique immunohistochimique (manuelle dans ce
cas).

-On a réalisé des coupes des tissus déja paraffinés avec le microtome.
-On amis les coupes dans des lames.

-On les a incubés dans 1’étuve pendant une nuit compléte.

-On amis dans la cocotte et laisser 30mn. (La cocotte sert au

démasquage, déparaffinage et au refroidissement)

Figure 27 : La cocotte.

-On a ouvert la cocotte (ouvrir &pres avoir laissé échapper la vapeur 2 mn)

-On a récupére les lames dans les porte-lames.

-Pour changer la pression on les a mis pendant 5mn dans un PH= 9 ou 6 selon la piece.

-On a mis dans de I’eau distillée pendant Smn.

-On a déposé les lames dans la chambre humide pour les laisser hydratées dans de 1’eau
distillée pendant la réalisation de la technique) :

* Avec un crayon hydrophobe on a encadré 1’échantillon sur la lame afin que la solution qu’on
va mettre sur cet échantillon ne déborde et ne dépasse pas ce cadre.

1-On a mis une solution de peroxydase (100 a 300 pl) avec une pipette sur nos échantillons
pendant Smn qui €élimine les sites endogenes sur 1’échantillon suivie par deux lavages de Smn
chacun avec une solution de lavage pour éliminer 1’exces.

2-On a mis une solution de protéine-bloc (pas toujours) pour faciliter la fixation des anticorps
qu’on va mettre dans 1’étape suivant.

3-On a mis I’anticorps spécifique (on réalise les dilutions des anticorps qui peuvent se
conserver 3 a 6 mois selon la fiche technique des réactifs) a 1’échantillon qui sert a marquer et
révéler ’expression de notre protéine (Le temps d’incubation de 1’anti corps anti N-Ras est
30 min et en utilisant un PH=7 apres 1/10 de dilution). Suivie aussi par deux lavages avec une
solution de lavage pour éliminer I’exces.

4-On a mis le post-primary pendant 30 mn (pas toujours) puis le polymére HRP pendant 30
mn suivie aussi par deux lavages avec une solution de lavage pour éliminer I’exces.

5-On a mis le DAB (dilué auparavant) pour marquer avec une coloration marron 1mn puis
réaliser 3 ou jusqu’ a 4 lavages.

6-On a marqué avec I’hématoxyline pendant 1 mn qui donne une contre-coloration bleue.

-On a lavé avec de I’eau de robinet.

-On les a mis dans une solution d’ammoniac pendant 5 mn pour bleuter la coloration.
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-On a lavé avec de I’eau distillée.

-La batterie finale : la rehydratation dans des becs ;

1-dans I’alcool 70° pendant 3mn.

2-dans ’alcool 90° pendant 3mn.

3-dans 1’alcool 100° pendant 3mn.

4-dans I’alcool 100° pendant 1mn.

5- dans le xylene pendant 3mn.

6- dans le xylene pendant 3mn.

7- dans le xyléne pendant 3mn.

-On a fait le montage dans des lames avec I’E-KIT dans la lamelle qui aide sa fixation sur la
lame.

-On a bien essuyé avec la gaze.

-On les a laissé secher.

-Les lames prétes pour observation microscopique.

*Entretien de laboratoire : le lavage de matériel se fait avec liquide vaisselle pour éliminer
I’huile protectrice des appareils.

*1’ordre et la propreté sont trés importants dans le laboratoire.

*certains anticorps nécessitent une incubation une nuit compléte a +4°c.
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Chapitre 111 : Résultat et discussion
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Résultats

Partie Rétrospective:
a/ Sexe des patients

» La détection moléculaire par séquencage de la mutation N-Ras ou K-Ras
impliquée dans le cancer colorectal métastatique des 31 patients a donné les
résultats suivants :

41.94% sont des hommes et 58.06% sont des femmes.fig 28

Sexe des patients

® Hommes

H Femmes

Figure 28 : Répartition des patients selon le sexe.

b/ ages des patients :

»  Le cancer colorectal chez nos patients est présent chez les cas de plus de 25 ans
jusqu’a 80 ans d’une maniére puissante, puis chez les patients de plus de 80 ans
d’une facon légere.

¢/ Types d’échantillons :

» Pour nos échantillons la plupart étaient sous forme de piéces, les autres sont des
biopsies.fig 29
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Types d'échantillons

M Pieces
M Biopsies

M| non déterminé

Figure 29 : Types d’échantillons sélectionnés.

d/ Siege de la tumeur :

-Les tumeurs sont localisées au niveau du c6lon gauche plus qu’au colon droit ; car la partie
sigmoide, et le rectum sont les zones les plus touchées. fig 30

m colon droit

m colon gauche

M localisation non
déeterminé

Figure 30 : Siége de la tumeur

e/ Mutation du c6lon gauche
» Dans le colon gauche il y a plus de mutation K-Ras que de N-Ras ; Fig 31

Mutation du célon gauche

m pas de mutation N-Ras ou K-Ras
muation M-Ras du célon gauche

m mutation K-Ras du cdlon gauche

Figure 31 : Mutation du c6lon gauche
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f/ Répartition TNM :
-La plupart des mutations retrouvées étaient chez les patients de grade PT3

(adénocarcinomes peu différenciés) que PT4 ‘(adénocarcinomes indifférenciés).fig 32

Répartition de grade

mPT3
PT4

M Classification non déterminé

Figure 32 : Répartition de grade

o/ Répartition des résultats de séquencage.

» Dans nos résultats la plupart des cas ne comportent pas de mutation N-Ras ou
K-Ras a coté de quelques cas a mutation K-Ras et un seul cas a mutation N-Ras ;
I’implication de la mutation N-Ras par rapport a la mutation K-Ras dans le CCR
était toujours rare.fig 33

la répartition des différentes mutations

3,22 3,22

B mutation N-Ras
B mutation K-Ras
pas de mutation N-Ras ou K-Ras

Noninterprétable en raison de
la mauvaise qualité d'ADN

Figure 33 : Représentation de la répartition des résultats de séquencage
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h/ Métastase
La plupart des métastases sont hépatiques contre un seul cas cérébral. Le drainage portal de
I'organe cible et des conditions locales favorisant le développement in-situ des cellules

cancéreuses expliquent la localisation préférentiellement hépatique des métastases des cancers
colorectaux. (Voir annexel pour une explication plus développée). Fig 34

Métastases

14,29

W cerebrales K-Ras
Hépatique

non détermine

Figure 34 : répartition des métastases chez nos patients

Tableau 5 : Histologie du cancer colorectal selon les mutations N-Ras / K-Ras

mutation K-Ras N-Ras Pas du mutation K- Non

Ras ou N-Ras interpré
table
Adénocarcinome bien différencie 4 1 5 0
Adénocarcinome moyennement différencie | 3 0 6 1
Adénocarcinome peu différencie 0 0 1 0
Carcinome a cellules indépendantes 3 0 1 0
Adénocarcinome colloide 0 0 0 0
Adénocarcinome colloide muqueux 1 0 2 0
Histologie non déterminé 210 2 0
Total 12| 1 17 1
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Partie Immunohistochimique :
I. Observation microscopique d’HE :
L’observation microscopique des lames apres traitement histologique par I’hématoxyline

éosine (HE) a donnée les résultats suivants :

» Muqueuses normales

Figure 35 : Paroi épithéliale normale. Figure 36 : Muqueuse normal.

La paroi épithéliale est normale, elle n’est pas irréguli¢re. Fig 35

Figure 37 : Vaisseau sanguin normal.

Le vaisseau sanguin représenté est normal (pas d’emboles vasculaire).fig37
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I.1- Comparaison entre aspects tissulaires avec mutation K-Ras et/ou mutation N-Ras

a- Aspects tissulaires avec mutation N-Ras.

» 1-Structure glandulaire :

» 2-Quelques travées : membranes cytoplasmiques irréguliere

» 3-des atypies cytonucléaires ; anomalies des noyaux (augmentation de taille, inégalité
(anisocaryose), structure de chromatine irrégulierement répartie) sont présentes au

niveau de la plus part des cellules malignes.

Figure 38 : Observation microscopique d’un tissu cancérisé du c6lon impliquant la

mutation N-Ras (a) Grx10, (b) Grx 40. (1) 1-Structure glandulaire. (2) Quelques travées :

membranes cytoplasmiques irréguliére. (3) Atypies cytonucléaires ; anomalies des
noyaux (augmentation de taille, inégalité (anisocaryose), structure de chromatine

irrégulierement répartie) sont présentes au niveau de la plus part des cellules malignes.

b- Aspects tissulaires avec mutation K-Ras ;
1- travées

2 -quelques glandes
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Figure 39 : Observation microscopique d’un tissu cancéreux (cancer colorectal impliquant
la mutation K-Ras) ; (1) Travées et (2) Quelques glandes
Glande centrée de nécrose

La nécrose est néfaste et échappe au controle de I’organisme. C’est un critére de

malignité.fig 40

Figure 40 : Glande centrée de nécrose (K-Ras+ )

% Différente types histologiques K-Ras+ retrouvés dans notre serie :
Apreés traitement histologique des K-Ras + on aura différents types histologiques :
1-Adénocarcinome bien différencié
2-Adénocarcinome moyennement différencié
3-Adénocarcinome colloide

4-Adénocarcinome peu différencié
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1-Adénocarcinome bien différencié :

Figure 41: Adénocarcinome bien différencie (K-Ras+). (1) Glandes individualisées proches
des cellules normales. (2) anomalies des noyaux (augmentation de taille, inégalité

(anisocaryose), structure de chromatine irrégulierement répartie).
2- Adénocarcinome moyennement différencié : structures polyadénoides avec souvent de

grandes variations au sein de la méme tumeur

Figure 42: Adénocarcinome moyennement différencié (K-Ras+)

3- Adénocarcinome colloide : Caractérisé par une importante mucosécrétion en plages
extracellulaires (fleche)

Figure 43 : Aspect d’un adénocarcinome colloide (K-Ras+)
4- Adénocarcinome peu différencié : de rares lumieres glandulaires
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Figure 44 : Aspect d’un adénocarcinome peu différencie (K-Ras+)

Tableau 6: Représentation des résultats de 1’observation microscopique aprés traitement par

HE.

Observations

Cancer colorectal
impliquant une

mutation N-Ras

Cancer colorectal
impliquant une

mutation K-Ras

Atypies cellulaires + +
Nécroses cellulaires + +
Travées + +
Emboles vasculaires + +
Glandes tapissées de + +

cellules tumorales

Les N-Ras+ et les K-Ras+ représentent les mémes aspects histologiques.

I1. Observation microscopique de I'THC :

L’observation microscopique des lames apres traitement Immunologique par 1’anticorps anti

Nras a donnée les résultats suivants :

N-Ras+ : La mutation N-Ras est détectée par I’anticorps anti-N-Ras.

N-Ras : Pas de mutation N-Ras détectée.

47




Conclusion

N-Ras+ : Infiltrat inflammatoire sous forme de follicules a centre germinatif clair.

- Marquage cytoplasmique
- N-Ras+ : I’anti corps anti N-Ras détecte la mutation, le marquage rose clair représente
le siege cytoplasmique (localisation de la protéine N-Ras entre la membrane

plasmique et 1’appareil de Golgi ).

Figure 45 : Immunohistochimie d’une tumeur N-Ras (N-Ras+)

N-Ras négatif : absence de marquage cytoplasmique des cellules tumorales a I’anti corps

anti N-Ras dans les cas d’une mutation K-Ras.

Figure 46 : Immunohistochimie d’une tumeur N-Ras (N-Ras négatif)
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Discussion

I1-Partie moléculaire :
Le cancer colorectal chez nos patients est présent chez les cas de plus de 25 ans jusqu’a
80 ans d’une maniére puissante, puis chez les patients de plus de 80 ans d’une fagon 1égere.

Nos échantillons sont la plupart sous forme de pieces, les autres sont des biopsies ; les
pieces sont de taille plus importante donc elles vont donner de meilleurs résultats.

Nos résultats confirment que dans le cancer colorectal métastatique les mutations N-Ras se
produisent dans environ 3 a 5% du cancer colorectal (3.22% dans notre cas).

Le seul cas qui represente un cancer colorectal impliquant une mutation N-Ras dans notre
série ne présente pas une métastase néanmoins des études préalablement réalisées et qui
déclarent que la mutation N-Ras est impliquée dans 6 % des cancers colorectaux
métastatiques. (Faibles chances pour trouver des cas de CCRm de N-Ras muté.)
L’importance de cette étude qui s’intéresse a la mutation N-Ras dans le CCRm est le
diagnostic et le suivi du cancer colorectal impliquant cette mutation.

La mutation N-Ras ou K-Ras ne définit pas le grade jusqu’a présent.

Notre N-Ras muté est issu d’une pic¢ce de colectomie segmentaire, adénocarcinome bien
différencié liberkhunien (C'est un carcinome, donc un épithéliome, qui atteint les glandes de
lieberkuhne de l'intestin. Les glandes de Lieberkuhne sont des glandes tubulaires de la
muqueuse intestinale).

Nos résultats confirment que dans le cancer colorectal métastatique les mutations K-Ras se
produisent dans environ 40% du cancer colorectal (41.94% dans notre cas).

KRAS mutés ont été associée a des caractéristiques cliniques spécifiques, tels que l'apparition
de métastase cérébrales (14.29 %) et des métastases hépatiques (71.43 %).

Les mutations K-Ras semblent produire dans des stades précoces de la carcinogenese et
pour étre directement impliquée dans la transition de I'adénome a adénocarcinomes (la plupart
des adénocarcinomes).

Les tumeurs sont la plupart de stade PT3 puis PT4 et les deux sont des tumeurs a haut grade.
Parfois les résultats sont ininterprétables a cause de la qualité d’échantillon ou de I’exigiiité de

I’échantillon donc un bon échantillonnage de la tumeur s’ implique.

I- Partie Immunohistochimique :
1-Interprétation des résultats d’observation microscopique aprés traitement par

hématoxyline-éosine :
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-Tumeur N-Ras mutée : des atypies cellulaires, des emboles vasculaires, des glandes
tapissees de cellules tumorales et des travées qui signifient qui sont des criteres de malignité.
-Tumeur K-Ras mutée : des atypies cellulaires, des emboles vasculaires, des glandes
tapissees de cellules tumorales et des travées qui signifient qui sont des criteres de malignité.

Parfois la tumeur prend naissance a partir d’un adénome cancérisé.

*Les tumeurs N-Ras muté et K-Ras muté n’ont pas des spécificités histologique ou clinique.

*Le manque d’observations d’autres manifestations cellulaires cancéreuses dans la tumeur
N-Ras mutée qui est due au manque d’échantillons pour le cancer colorectal impliquant la
mutation N-Ras a cause de sa faible fréquence par rapport a d’autres mutations impliquées
dans le CCRm.
Des adénocarcinomes bien, moyennement, peu différenciés ou colloides qui signifient :
Les tumeurs qui contiennent des cellules cancéreuses bien différenciées ont tendance a se
développer lentement, donc a étre moins agressives.

Les cellules cancéreuses peu différenciées ou indifférenciées ont tendance a se
développer rapidement, se propagent plus fréquemment et engendrent un pronostic plus
sombre que les tumeurs dont les cellules cancéreuses sont bien différenciées

Les cellules cancéreuses modérément différenciées ont une apparence et un
comportement qui se situent a mi-chemin entre ceux des cellules cancéreuses bien
différenciées et ceux des cellules cancéreuses indifférenciées. La plupart des types de cancer
sont formeés de cellules cancereuses modérément différenciées.

2- Interprétation des résultats d’observation microscopique aprés traitement

immunologique des tumeurs N-Ras mutées par P’anticorps anti-N-Ras :

-Tumeur mutation N-Ras + : I’anticorps anti-N-Ras détecte spécifiquement la mutation N-
Ras.

*Le test immunologique de la détection de la mutation N-Ras est difficilement réalisable. Le
gene N-Ras code pour une protéine membranaire qui fait la navette entre I'appareil de Golgi et
la membrane plasmique, c’est pour cela qu’on recherche I’expression au niveau du
cytoplasme des cellules tumorales.

L’aspect histologique nous apporte des précisions sur la différentiation tumorale ou grading
et le degré d’infiltration.

Le profil immunohistochimique des tumeurs colorectales nous précise la présence ou

I’absence de la mutation N-Ras a ’aide de I’anticorps anti N-Ras .

50



Conclusion

Chapitre IV : Conclusion
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Conclusion

La présence d’une mutation Ras est un marqueur prédictif de résistance aux traitements
par anticorps anti EGFR.
Les mutations N-Ras impliquées dans le cancer colorectal sont rares par rapport aux

mutations K-Ras qui sont plus fréquentes.

Les tumeurs (N-Ras et K-Ras muté) ne montrent pas de différences significatives cliniques
et pathologiques caractéristiques. Donc les analyses suggérent que les tumeurs RAS mutées

représentent un groupe homogéne de patients en termes de caractéristiques cliniques.
L’anticorps anti N-Ras est spécifique au N-Ras muté.

La caractérisation moléculaire est essentielle, non seulement pour l'identification des
patients qui peuvent tirer détriment de I'anti-EGFR, mais aussi dans le but d'identifier des

stratégies thérapeutiques pour ces patients par le biais d'essais congus de maniere appropriée.

En concluant, I’é¢tude moléculaire vient compléter I’étude immunohistochimique et lui
ajoute, sur I’aspect histologique et le grade, la possibilité de la détection de la mutation et sa

localisation exacte, ce qui un facteur décisif du traitement anti-EGFR.

Perspectives :
A condition d’avoir des échantillons d’ADN de bonne qualit¢ on peut par la technique
moléculaire caractériser des sous types de cancer colorectal métastatique tout en détectant

avec précision la mutation du gene impliqué.
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Annexe

Annexe 1
Biologie des métastases hépatiques

Les cellules tumorales malignes sont caractérisées par une instabilité de leur génome. Les
anomalies chromosomiques, qu'il s'agisse de translocations, de duplications, d'amplifications
ou de délétions conférent aux cellules cancereuses la possibilité de donner naissance a des
cellules différentes de la cellule meére permettant ainsi I'émergence de clones cellulaires
nouveaux dont certains auront des potentialités métastatiques.
L'acquisition de ces potentialités métastatiques peut étre la conséquence d'une dérégulation
dans l'expression de certains proto-oncogenes et/ou de genes suppresseurs du phénotype
métastatique comme notament nm23 ou WDNM 1.

La localisation préférentiellement hépatique des métastases des cancers colo-rectaux est
expliquée par deux facteurs vraisemblablement intriqués : le drainage portal de I'organe cible
et des conditions locales favorisant le développement in-situ des cellules cancéreuses. La
premiére étape dite d'échappement au cours de laquelle les cellules métastatiques quittent
I'organe cible par voie lymphatique ou sanguine font intervenir des molécules d'adhésion
cellulaires, des phénomeénes de digestion enzymatique permettant I'effraction des membranes
basales et des facteurs intervenant dans la mobilité cellulaire comme la laminine ou la
fibronectine. Lors de la phase circulante, les cellules métastatiques subissent des agressions
mécaniques (50% meurent dans les 4 heures et 99,5% dans les 24 heures) et immunologiques,
essentiellement liées aux interactions avec le cellules NK. Arrivées dans le foie les cellules
métastatiques s'implantent préférentiellement au contact des cellules endothéliales portales
dont l'apport en éléments nutritifs est important, grace a des structures d'attachement comme
la laminine, la fibronectine ou des intégrines. La prolifération est alors sous la dépendance de
facteurs d'angiogenese (TGFb angiogenine, BFGF..) et de facteurs de croissance dont certains
sont autocrines. Elle nécessite I'échappement aux systéemes de surveillance et de défense de
I'néte. Malgré bien des inconnues, la biologie des métastases hépatiques laisse entrevoir de
nombreuses étapes accessibles a des thérapeutiques pouvant intervenir dans les tous premiers
stades. (Allen-Mersh et al, 1994).
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Annexe 2

Les voies de signalisation RAS/RAF/MAPK et PISK/AKT

Cell Growth/Differentiation/Survival/invasion

Figure: Fréquences mutationnelles des genes impliqués dans les voies de signalisation
RAS/RAF/MAPK et PI3BK/AKT et qui affectent la réponse aux anti-EGFR (De Mattos-
Arrudaetal. 2011.)

Annexe 3

Famille protéines RAS : 3 isoformes exprimés de fagon ubiquitaire (K-Ras, H-Ras, N-
Ras)

arlable
Zone conservée (N terminal, résidu 5-166) : G domain EEE::'
Ploop Switch | Switch Il (C terminal 167-188)
12\ B &1
LWy . 2 38 9N &7 85 165 189
HRAS
cC C CvLs
2 B 61
1 AT Al 189
NRAS [ | I | i I I |
C VWM
2 B
1Ny oy 189
s M A ]
Hl IS E I | | |
C o CliM

Figure : Famille protéines RAS .
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Annexe 4

La Séquence du géne N-Ras ( GenBank Graphics)

>gi| 60548029 |gb|AY9%941100.1| Homo sapiens NRAS mRNA, 3' UTR, partial
sequence
GAGTTTTCCAAGTATGTTCTAAGCACAGAAGTTTCTAAATGGGGCCAAAATTCAGACTTGAGTATGTTCT
TTGAATACCTTAAGAAGTTACAATTAGCCGGGCATGGTGGCCCGTGCCTGTAGTCCCAGCTACTTGAGAG
GCTGAGGCAGGAGAATCACTTCAACCCAGGAGGTGGAGGTTACAGTGAGCAGAGATCGTGCCACTGCACT
CCAGCCTGGGTGACAAGAGAGACTTGTCTCCAAAAAAAAGTTACACCTAGGTGTGAATTTTGGCACAAAG
GAGTGACAAACTTATAGTTAAAAGCTGAATAACTTCAGTGTGGTATAAAACGTGGTTTTTAGGCTATGTT
TGTGATTGCTGAAAAGAATTCTAGTTTACCTCAAAATCCTTCTCTTTCCCCARATTAAGTGCCTGGCCAG
CTGTCATAAATTACATATTCCTTTTGGTTTTTTTAAAGGTTACATGTTCAAGAGTGAAAATAAGATGTTC
TGTCTGAAGGCTACCATGCCGGATCTGTARATGAACCTGTTAAATGCTGTATTTGCTCCAACGGCTTACT
ATAGAATGTTACTTAATACAATATCATACTTATTACAATTTTTACTATAGGAGTGTAATAGGTAAAATTA
ATCTCTATTTTAGTGGGCCCATGTTTAGTCTTTCACCATCCTTTAAACTGCTGTGAATTTTTTTGTCATG
ACCTGAAAGCAAGGATAGAGAAACACTTTAGAGATATGTGGGGTTTTTTTACCATTCCAGAGCTTGTGAG
CATAATCATATTTGCTTTATATTTATAGTCATGAACTCCTAAGTTGGCAGCTACAACCAAGAACCAAAAA
ATGGTGCGTTCTGCTTCTTGTAATTCATCTCTGCTAATAAATTATAAGAAGCAAGGAAAATTAGGGAARA
TATTTTATTTGGATGGTTTCTATAAACAAGGGACTATAATTCTTGTACATTATTTTTCATCTTTGCTGTT
TCTTTGAGCAGTCTAATGTGCCNCNCAATTATCTAAGGTATTTGTTTTCTATAAGAATTGTTTTAAAAGT
ATTCTTGTTNCCAGAGTAGTTGTATTATATTTCAAAACGTAAGATGATTTTTAAAAGCCTGAGTACTGNC
CTAAGATGGAATTGTATGAACTCTGCTCTGGAGGGAGGGGAGGATGTCCGTGGAAGTTGTAAGACTTTTA
TTTTTTTGTGCCATCAAATATAGGTAAAAATAATTGTGCAATTCTGCTGTTTAAACAGGAACTATTGGCC
TCCTTGGCCCTAAATGGAAGGGCCGATATTTTAAGTTGATTATTTTATTGTAAATTAATCCANCCTAGTT
CTTTTTAATTTGGTTGAATGTTTTTTCTTGTTAAATGATGTTTAAAAAATAAAAACTGGAAGTTCTTGGC
TTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
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Annexe 5

Tableau : Les mutations NRAS et KRAS

ETUDES CCR METHODE MUTATIONS KRAS N (%) MUTATIONS NRAS N[%)
(ODONS12/13|  AUTRESCODONS | GLOBALE CODONS NOUVEL AA (N)**
Gasparini et N=3 0| 1) QLS |yl | s ’
o018 | (RASGLML3w 414655 061:5¢
(Sanger] K117:0{0)
Difantolomes | N=1 g | 123 02 (1) ynis) | 61y ol
etal, 2014
Doulardetal,| =641 HRM+ | ofetfn) | osl:2efe3e(38) | asfeél | G12:17/637(27) | ofto)vi3)ci)AlL)
e ASGLwt | Sanger As- 286085 | (78 | Gw3:5/eaTg) Rl
K117:8/620(1,3) 061: 260636 (41 | K(L4)RMHEILY)
Pegtersetal, | N:108 | PORASD+ | L17/80(42) | 0617y | wpm | en:7[2g) D[¢]52) i
0 NS 50 | e13:1/04 vy
061:6(21) K312 K
Shen et N=676 Sngr | M9EAED) | Q8L:4ETEY) | N | GL2:yE0[LY) Dfs|v[3]
0 03 | 6B:360(03) D21
QL1363 () | MBI ML K
Vaughnetal, | N=2121 0| S0 | Qel-18sBRT) | 53 | 6129 D(6)C{2) 31
0 mg | A UEnEl | Y| ee:1py Djg]
061:3631) K(E) 815 2
Beadling et al, N=23% MassArray | 78/236 AS9:1(04) 823 G12:4(L7) D3RI
0 my 061:6(2 By | a1 Rl
061:3(13) 1))
Jankuetal, N=105 | ’ ) ’ )
01 16
DeRoocketal,|  N=T87 | MasAmy | ZMT* | QEL:lpaTY | ugew | cl2:(og) D[t C{2) 5
00 B | Au TR0 | e | 613:1f0) Rl
QEL:12(L8) | K(4]RIE]LI) LY

Abréviations : AA : acide aminé; ASO : allele spécifique PCR; CCR : cancer colorectal,

HRM : high-resolution melting; N

pyroséquencage; WT : wild type.

: nombre; PCR : polymerase chain reaction; PSQ :
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*Les fréquences spécifiques aux codons différent de la fréquence globale car 4 échantillons
portaient des mutations multiples 1X(G12Vv+G12S), 1X(A146T+Q61L) et 2
p.G12V+p.Al46T et 1 échantillon portait une mutation sur le codon 59.

**|_es mutations faux-sens soulignées ne sont pas couvertes par la trousse d’EntroGen

Annexe 6

Test Accrédité
Réalisable en urgence
Formulaire de demande

Type d'échantillons

Autre type d'échantillons
Matériels

Conditions de collecte,
traitement, conservation et

transport

Délai maximum du
préanalytique

Méthode et appareil
Kit

Régle d'application

Expression du Résultat

Délais (sauf le week-end)

Fréquence de réalisation de

I'analyse

Annexe 7

Séquencage

150 15189
non
MQLA11.04 - Détections d'anomalies génétigues et épigénétigues (KRAS-EGFR-MGMT-GIST-Autre)

Tissus fixés au formol et enrobés a la parafiine
Cancer colorectal.
Tumeur primaire ou métastase : résection chirurgicale ou biopsie.

Flacons de formol

m | e prélévement doit &tre fixé au formol 10% dans I'heure qui suit le prélévement et pour une durée
comprise entre 6 et 48 heures, a température ordinaire du local (ne pas congeler [

n |l est demandé de noter ces durées surle formulaire de demande.

= Tout autre type de fixateur est interdit.

m Le formol doit &tre en excés, et doit au minimum couvrir complétement le prélévement.

2 jours

Recherche de mutations par pyroséquencage
Protocole home-made.
Une analyse de premiére intention combine lanalyse des mutations des génes KRAS et NRAS les plus

fréquentes. Les positions testées couvrent plus de 98% des mutations décrites dans les cancers
colorectaux.

Ala demande du clinicien, les positions restantes peuvent étre testées en deuxiéme intention.

La séquence est comparée aux bases de données publiques et les variants rapportés par comparaison aux
données disponibles dans |a base "COSMIC™

5 Jours (moy) - 8 jours (max)

hebdomadaire

. Préparation de la séquence cible :

Ces trois méthodes utilisent des bases communes : le brin d’ADN a séquencer est extrait,

amplifié, puis dénaturé (on sépare le double brin d’ADN en deux), et on utilise la polymérase,

une enzyme dont le role est de dupliquer un élément.

L'amplification, c'est a dire la réplication de la séquence, est realisée a partir d'un technique

appelée PCR ou "Polymerase chain reaction™ (réaction de polymérisation en chaine). Cela
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permet de dupliquer a plusieurs millions d'exemplaires un fragment d’ADN grace a I'ADN
polymeérase. Cette technique utilise des cycles de trois phases au cours des quelles chaque
double brin est dénaturé (cf. infra) et séparé de sa polymérase (qui est maintenu par des
protéines). Une variation specifique de la température permet aux nombreuses amorces
présentes en suspension dans la solution de s'hybrider aux simples brins sans que ceux-ci ne
s'’hybrident entre eux (ce qui rendrait impossible I'accrochage de I'amorce). Enfin, la
polymérase assimile progressivement les nucléotides néoformés libres ajoutés egalement dans
la solution jusqu'a l'obtention de doubles brins complets ; ¢’est 1’élongation. Le cycle, d'une
durée maximum de quatre minutes, est répéte en boucles de nombreuses fois (entre 35 et 45
par PCR) et double le nombre de brins a chaque fois (suite logique de puissance 2).

La dénaturation (ou déshybridation), c'est a dire la séparation des deux brins composant
la molécule d'ADN, est obtenue par élévation de température ce qui a pour effet de fragiliser
les liaisons hydrogénes reliant les bases azotées.

3. Méthode de Sanger :

Dans quatre tubes a essais distincts, on introduit en parall¢le des brins d’ADN cibles
dénaturés en grand nombre, des amorces (sur laquelle se fixe la polymérase), la polymérase
elle-méme et des nucléotides normaux (dATP, dTTP, dCTP, dGTP).

On ajoute ensuite un nucléotide modifié ou didéshydro-nucléotide (ddATP, ddTTP,
ddCTP, ddGTP) de type différent dans chaque tube. Ceux-ci sont identiques aux nucléo bases
classiques a la différence qu'il leur manque un groupepement-HO nécessaire a I'assimilation
du nucléotide suivant par la polymérase (liaison phospho-diester). La quantité de nucléotides
modifiés incorporés dans chaque tube est bien inférieure au nombre de nucléotides classiques
afin de ne pas stopper l'assimilation trop tot. Il faut qu’il y ait moins de ddNTP que de dNTP
pour que dans le tube, on ait toutes les molécules possibles qui soient synthétisées.

Méthode de Sanger :

Dans quatre tubes a essais distincts, on introduit en paralléle des brins d’ADN cibles
dénaturés en grand nombre, des amorces (sur laquelle se fixe la polymérase), la polymérase
elle-méme et des nucléotides normaux (dATP, dTTP, dCTP, dGTP).

On ajoute ensuite un nucléotide modifié ou didéshydro-nucléotide (ddATP, ddTTP,
ddCTP, ddGTP) de type différent dans chaque tube. Ceux-ci sont identiques aux nucléo bases
classiques a la différence qu'il leur manque un groupepement-HO nécessaire a l'assimilation
du nucléotide suivant par la polymérase (liaison phospho-diester). La quantité de nucléotides

modifiés incorporés dans chaque tube est bien inférieure au nombre de nucléotides classiques
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afin de ne pas stopper l'assimilation trop tot. Il faut qu’il y ait moins de ddNTP que de ANTP
pour que dans le tube, on ait toutes les molécules possibles qui soient synthétisées.

Ainsi, lors de lI'assimilation d'un de ces nucléotides par la polymérase, la réplication du brin
est stoppée. La quantité de nucléotides modifiés incorporés dans chaque tube étant inférieure
au nombre de nucléotides classiques, statistiquement. Une fois les réactions terminées, on
obtient dans chacun des quatre tubes des doubles brins d’ADN de tailles variables, en fonction
de leur arrét par les nucléotides modifiés.

Les "réactions de séquence" (avec ddNTP) sont rapides (moins de 15 minutes). Le point long
du protocole est en fait la lecture du résultat. On place alors le contenu des tubes dans quatre
puits distincts (correspondant aux quatre nucléotides possibles) de gel d’électrophorése.
L’ADN étant chargée négativement, plus la taille de la séquence est importante et plus la
molécule migre vers le pole positif du gel d’électrophorése. Aprées leurs migrations, dans ce
gel on peut aisément retrouver 1’ordre des nucléotides de la séquence concernée. Une simple
lecture horizontale de ce gel (une fois révélé) permet de connaitre I'ordre des bases de la
séquence. Afin de voir les fragments d'ADN sur le gel d'électrophorése, on utilise la plupart
du temps des marqueurs fluorescents. On peut aussi marquer radioactivement les nucléotides
puis les exposer a un film photographique: des bandes sombres apparaissent la ou se trouvait

de 'ADN sur le chromatogramme ; ¢’est I’autoradiographie. (belhoucine).

Annexe 8

Extraction d’ADN

L’ADN a été extrait a de I’échantillon a 1’é¢tude en utilisant le Kit de tissu Qiagen QIAmp
DNA FFPE. un Re-séquengage ciblé de I’ADN (TruSeqCustomAmplicon , Illumina) a été
utiliser pour la détection de la mutation des exons 2,3 et 4 des génes K-Ras et N-Ras. Les
séquencages ont été réalisés en utilisant la nouvelle génération de plate forme de séquencage
MiSeq (Illumina).
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Génotypage KRAS exon 2

1- Extraction ADN

2- détection d'un mutant par HRM

3- Identification de la mutation par sondes
Tagman
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Génotypage KRAS, NRAS exon 2,3 4

1- Extraction ADN

2- detection d'un mutant par HRM

”

3- Identification de la mutation par sondes
Taqman /sé Z

Figure : Extraction d’ADN
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AT Echantillon muté

: \
KRAS exon 2 | “NRASexon2 -
. o & - Y -
: M, | : ._._.:» .
. KRAS exon 3 - . NRAS exon 3 S
' .
€ 1 e
e ~
I|I an
\ -
* KRAS exon 4 (codon 117) - NRAS exon 4 (codon 117)
WWWWWWWWWWW uﬁlm!ml-umun N'll’FN"!.lﬁ"_ﬂlllI‘ﬂl!vnlN

\-\
- KRAS exon 4 (codon 146)

e 10

———,

e i

&
\

.- NRAS exon 4 (codon 146)

Figure : la détection de la mutation K-Ras et N-Ras par la technique tagMan

&~ Echantillon normal
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Annexe 9

Echantillon : Pas de mutation K-Ras ou N-Ras

ABDELKADER DJOUAH Page 1 of 3
A\
GENEKOR ESYD
Commited to Biotechnological Innovation =
Clinical Testin
Cert. o 822

Sample Information

Rapport D'Analyse Moléculaire

EITE'UEI.IF gﬂleﬂ“ ICII.IE' EF EEDFQE Masioulas

Mutations des génes K-RAS et N-RAS

Les ganes KRAS el NRAS soml membres da la famille des génes RAS. Les mulations somaligues des génes KRAS
ol NRAS onl & rouvées dans une varélé de tumeurs malignes humaines.

L' ADN a été extrait de |' echantillon & I étude en utilizant ke kit de tesu Qlagen QlAmp ONA FFPE. Un
Re-séguengage cibk: de I' ADN [ TruSeq Custom Amplicen, lllumina) a é1¢ utilisé pour la détection de mutalions dans
les exons 2,3 el 4 des génes KRAS el NRAS. Le séquengage a ate néalisé en utikzant la nouvelle genération suivante
de plate-forme de séguengage MiSeq (llumina).

Résultats pour MNéchantillon analyséa:

L'echantillon analysé ne porte pas une mutation dans les exons 2,3 et 4 des oncogénes K-RAS et N-RAS.
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Echantillon : Mutation K-Ras

FATIMA GUARBA Page 1 of 3

GENEKOR

Commited to Biotechnological Innavation

Samnla Infarmatinn

Rapport D'Analyse Moléculaire
Birecteur Scientmque: MEUFQE Masioulas

Mutations des génes K-RAS et N-RAS

Les ghies KRAS el NRAS sonl membres de la famille des génes RAS. Les mulalions somaliques des gbnes KRAS
el MRAS onl &lé rouvées dans une vardté de lmeurs malignes humaines.

L' ADN a éw extrait de |' echantilon & I étude en utlizant be kil de tiesu Qlagen Qlamp DNA FFPE. Un
Re-séguengage cibké de ' ADN | TreSeq Custom Amplicon, [llumina) a &0é utilisé powr la détection de mutalions dans
les exons 2.3 el 4 des génes KRAS el NRAS. Le séquencage a e réalisd en utikzant la nouvelle géndration suivante
de plate—forme de sdguengage MiSeq (llumina).

Résultats pour I'échantillon analysé:

L'echantillon analysé porte une mutation dans l'exon 2 de 'oncogéne K-RAS.
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Echantillon : cas non interprétable

=

Date de prescrption - 2 janvigr 2016

Materieltransmis : Bloc tumoral inclus en parafing | Fivateur uise : Formol

Norre de blocs ;1 denffcaton dudes blocs : H11076/5
Nature du prélévement: Biopsie

Localisafion ; colgue Stade  tumeur primitie

Tyoe histologigue : Adénocarcinome moyennement diffrencié

% de cellules fumorales : 30 %

Estmation du % d celllestumarales présenes dans a zong sélecionnés pour macro-issection, vlidée par e Dr Julete
HAUDEBQURG, Pathologste au Cenfre Anlong-Lacassagne,

Date de téoepion en Oncophamacologie : 280172016 " ADN: 251

RESULTAT:

Résultat ininterprétable en raison de la mauvaise qualité de PADN (absence d'amplifcation). La
técention d'un nouveau bloc tumoral est nécessaire.

Nice, le 280112016

I, ETIENNE-GRIGALD B MLANO
ok % LASK, Responsable d'Unité d Oncophamacologie
Biologiste des CLCO
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Annexe 10

Tableau : représentation des résultats de séquengage.

Pa| Caracte | Localisation de la mutation Observation
tie | ristiques
nt
1 Homme | Pas de mutation dans les exons 2 ,3 | -Biopsie. Colon sigmoide (colon
66 ans et 4 des oncogeénes K-Ras et N-Ras. | gauche)
- Localisation droite.
carcinose péritonéale
-Polyadenome villeux canceérisé
rectosegmoidien
- Métastase hépatique
- Colloide muqueux
-Biopsie pérotinienne
2 Femme | Pas de mutation dans les exons 2 ,3 | - Piece de rectum (cdlon gauche)
59 ans et 4 des oncogenes K-Ras et N-Ras. | -Localisation gauche
-Taille : 17*4cm
- Adénocarcinome moyennement
différencié.
- Classé PT3N1CMx
3 Homme L’échantillon analysé -Piéce de colectomie segmentaire
64 ans porte une (cdlon gauche).
mutation dans I’oncogéne -Localisation gauche
N-Ras -Taille : 7cm
-Adénocarcinomes bien différencie
liberkhunien
-Classé PT3N1aMx
4 Femme L’échantillon analysé porte une | - Piéce du rectum (c6lon gauche)
55 ans mutation dans I’oncogéne -Localisation gauche

K-Ras

-Taille : 20*8cm
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-Adénocarcinome bien différencié
Prenant naissance a partir d’un
adénome tubulo villeux.
-Composante de colloide muqueux
- Classé PT3N2b.

5 Homme L’échantillon analysé porte une | - Piece rectale (cdlon gauche)
60 ans mutation dans I’oncogéne -Localisation gauche
K-Ras -Taille: 18 cm
- Adénocarcinome invasif colloide
-Classé YPT3N1bMx
6 Femme | Pas de mutation dans les exons 2 ,3 | - Piéce (célon gauche)
63 ans et 4 des oncogenes K-Ras et N-Ras. | -Localisation gauche
-Taille : 2 segments coliques de 25
et 45 cm
-Adénocarcinome moyennement
différencié
-Classé pT3N1cMxRO.
7 Femme Pas de mutation dans les exons 2 ,3 | Non déterminé
66 ans et 4 des oncogenes K-Ras et N-Ras.
8 Homme L’échantillon analysé porte une | -Siége non déterminée
59ans mutation dans 1’oncogene - Adénocarcinome invasif
K-Ras moyennement différencié
9 Femme L’échantillon analysé porte une | - Piéce recto-sigmoide ectomie
5lans mutation dans I’oncogéne (cdlon gauche)
K-Ras -Localisation gauche
-Taille : 3*1
- Adénocarcinome mucineux
-Colloide muqueux
- Classé PT3N1bMx
Homme | Pas de mutation dans les exons 2 ,3 | - Biopsie (c6lon droit)
10 46 ans et 4 des oncogenes K-Ras et N-Ras | -Localisation droite

-taille : 2 mm a5 mm
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-Carcinome a cellules

indépendantes du siege colique

11| Homme | Pas de mutation dans les exons 2 ,3 | - Piéce de colectomie (c6lon
60 ans et 4 des oncogenes K-Ras et N-Ras | gauche)
-Localisation gauche
-Taille : 40*8cm
-Adénocarcinome colique bien
différencié
-Le Foi Est métastatique
-Carcinose péritoniale
- Classé PT4An0OM1
12| Femme L’échantillon analysé porte une | - Piéce (cblon gauche)
47 ans mutation dans I’oncogéne -Localisation gauche
K-Ras -Taille : 4cm
-Adénocarcinome bien différencié -
Classé PTABNOMa
13| Homme | Pas de mutation dans les exons 2 ,3 | - Piéce (Colon droit)
et 4 des oncogenes K-Ras et N-Ras | -Localisation droite
-Taille : 27cm-caecale 18 cm
-Adénocarcinome peu a
moyennement différencié
— Classé PT3N2aMx
14 | Homme | Pas de mutation dans les exons 2 ,3 | Non déterminé
43 ans et 4 des oncogeénes K-Ras et N-Ras
15| Homme L’échantillon analysé porte une | - Piéce (c6lon gauche)
53 ans mutation -Localisation gauche
dans I’oncogene -taille : 6cm
K-Ras - Adenocarcinome moyennement
différencié
- Métastase hépatique
- Classé PT3N1cMxRo
16 | Femme L’échantillon analysé porte une | -Piece c6lon gauche
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71 ans mutation -Localisation gauche
dans I’oncogéne -Taille : 17*3cm
K-Ras -Adénocarcinome bien différencié
-Classé PT3N2aM1
Femme L’échantillon analysé porte une -Siege non déterminée
17 46 ans mutation -Adénocarcinome.
dans 1’oncogene - Métastatique cérébrale
K-Ras
18| Femme Pas de mutation dans les exons 2 ,3 | - Piéce de colectomie (c6lon
91 ans et 4 des oncogénes K-Ras et N-Ras | gauche)
-Localisation gauche
-Taille : 3.5cm
-Adénocarcinome bien différencié.
-Classe PT4N2aMx
19| Femme L’échantillon analysé porte une | -Siege non déterminée
41 ans mutation -Adénocarcinome invasif
dans I’oncogene moyennement différencié
K-Ras
20| Femme | Pasde mutation dans les exons 2 ,3 | -Piéce recto-colique (colon gauche)
35ans et 4 des oncogeénes K-Ras et N-Ras | -Localisation gauche
-Taille : 16*5
-Adénocarcinome bien différencié
- Classé YPT3NOMXx
21 | Homme | Pas de mutation dans les exons 2 ,3 | -Piece (Colon gauche)
77 et 4 des oncogenes K-Ras et N-Ras | -Localisation gauche
-Taille : 2.5cm
-Adénocarcinome bien différencié
-Colectomie palliative
-Carcinose pérotinienne
- Métastase hépatique
— Classé PT3n2aMx
22 | Homme | Pas de mutation dans les exons 2 ,3 | -Sieége non déterminée
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31 ans et 4 des oncogenes K-Ras et N-Ras | -Adénocarcinome bien différencié
23| Femme | Pas de mutation dans les exons 2 ,3 | - Piéce (célon gauche)
49 ans et 4 des oncogenes K-Ras et N-Ras | -Localisation gauche
-Taille : 2 foyer 7.5cm et 5.5
-Carcinome colloide muqueux
-Avec métastase
- Classé PT3N1bMx
24 | Femme L’échantillon analysé porte une | -Piece amputation a 2 foyers Cdlon
60 ans mutation gauche
dans le codon 2 de I’oncogene K- | -Localisation gauche
Ras -Taille: 7.5 et 5.5cm
- Colloide muqueux
-Classée pT3N1laMx
25| Homme L’échantillon analysé porte une | Non déterminé
69 ans mutation
dans I’exon 2 de ’oncogene K-
Ras
26 | Homme | Pas de mutation dans les exons 2 ,3 | -Piece (colon droit)
et 4 des oncogenes -Localisation droite
K-Ras et N-Ras -Taille : 14cm
-Adénocarcinome bien différencié
-Classé PT3NOMX
27 | Femme Pas de mutation dans oncogéenes | -Siege non déterminée
66 ans K-Ras et N-Ras - Adénocarcinome peu différencié
-Métastase hépatique
-Classé
28 | Femme | Pasde mutation dans les exons 2 ,3 | -Adénocarcinome moyennement
77 ans et 4 des oncogenes différencie
K-Ras et N-Ras
29 | Femme L’échantillon analysé porte une Non déeterminé.
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mutation
dans I’exon 2 de ’oncogene K-
Ras
30| Femme L’échantillon analysé porte une | -Piéce de sigmoide eetomie cdlon
mutation gauche
dans de I’oncogeéne K-Ras -Localisation gauche
-taille : 17*4.5
-Adeénocarcinome invasif bien
différencié
-Métastase hépatique
-Classé PT3NOMXx
31| Femme Ininterprétable en raison de la Siége non déterminé
66 ans mauvaise qualité de I’ADN Adénocarcinome moyennement
différencié

Annexe 11

Les étapes de la macrotomie

77



Annexe

78



Annexe

79



ANNEXES

Annexes



ANNEXES

Nom : Etablissement hospitalier :
Prénom : Service :
Age : ans Sexe : Wilaya :

N° d’échantillon :

Antécédents personnels/familiaux :

Clinigue :
[fatigue, [lsudations nocturnes, [l perte pondérale  [ldyspnée []saignements.

UPhosphéneslacouphénesvertiges [ céphalées [ syndrome tumorale
[hépatomégalie [isplénomégalie //prurit

[J Thromboses localisation :..........covier v e e e
OErythrodermie localiSation ... .............c..couiiiioe s et iet it ee eee e

Biologie :

*Anomalie(s) de la lignée érythrocytaire /

/7Thémoglobine (Hb)  woovevvv e et T GR .

/7Thématocrite (Ht) .............. 7 EPO sérique ................ [LDH..ooovn. .

*Anomalie(s) de la lignée plaquettaire /7/:
/TThrombocytose/ Thrombopénie  Plaquettes.......................
[perturbation du bilan de la coagulation ......

*ANOMalie(s) deS lBUCOCYLES /1 ...vv e e e et e e et e et e et e e e et e et e
Anomalie(s) du frottis sanguin...
Anomalie(s) du frottis medullalre

Anomalie(s) de la biopsie osteomedullazre
Fibrose réticulinique et/ou collagéne

Suspicion :

[1 Polyglobulie de vaquez /TThrombocytémie essentiel
1 Myelofibrose primitive /Leucémie myéloide chronique
Recherche de la mutation JAK2 V617F (PCR en temps réel) :/7Positive /7Négative
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Figure - Schéma représentatif de 1’augmentation de la fluorescence de 1’alléle non muté JAK?2 par
PCR en temps réel (Tagman).
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Figure- Schéma représentant résultat positif de la détection de la mutation JAK2 v617f par
PCR en temps réel.

Figure : schéma représentant résultat positif de la détection de la mutation JAK2 v617f par
PCR en temps reel

Figure : schéma représentant résultat négatif de la détection de la mutation JAK2 v617f par
PCR en temps réel
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