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Résumeé

Le cancer colorectal (CCR) est I'une des principalises de morbidité et de mortalité
liées au cancer dans le monde. Le cancer colorestaine tumeur maligne qui se développe a
partir de la paroi intestinale, conduisant a lagfarmation des cellules épithéliales coliques
normales en cellules adénomateuses et enfin emoare glandulaire. Les mutations dans les
genes de réparation de la non-concordance de I'’dBient conduire a un phénotype
d'instabilité des microsatellites de I'ADN (MSl)e IMSI représente un marqueur moléculaire
du cancer colorectal sans polypose (HNPCC ou symelde Lynch) ;et il correspond a environ
15% des CCR.

Nous avions pour objectif principal : I'évaluationmunohistochimique des anticorps
anti-MLH1, anti-MSH2, anti-MSH6 et anti-PMS2, etrkcherche d’'une perte d’expression des
protéines de systtme MMR en faveur d’un phénotyfé. M

Il s’agissait, initialement d’'une étude prospectiue une période allant du 02/02/2020
au 20/03/2020 au niveau du laboratoire d’Anatomah&ogique du Centre Hospitalo-
Universitaire (CHU) Dijilali BOUNAAMA-Douera-Alger, portant sur des échantillons
sélectionnés pour la recherche des protéines hMIMISH2, hMSH6 et hPMS2 par la

technique d'immunohistochimie.

Nos résultats ont été portés sur les données téeatilre dans laquelle nous avons
recherché l'instabilité des microsatellites cheszdatients atteints du cancer colorectal, qui sont
considérés comme des marqueurs moléculaire. Laftatssde I'étude de Thibel at.,2014
relevent que le sex—ratio égale a 1.99 avec urdgopré@ance masculine, et 'age des patients
est compris entre 20 et 87 ans avec une moyenge dé 56 ans. Une autre étude de Molaei
etal., 2010 sur 343 patients montre une expressiorgairelnormale de MLH1, MSH2, MSH®6,
et PMS2(MSS) chez 295 cas (86%), et 48 (14%) omtréodes schémas de coloration
anormaux du MMR (MS]I).

Le MSI est un marqueur diagnostique et pronostdiu€CR, et un marqueur prédictif
de la réponse a la chimiothérapie et a 'immunapiér; donc la reconnaissance du phénotype
MSI par I'absence de I'expression des protéinesydteme MMR, est nécessaire pour établir
plus de modalités adéquates du traitement,

Mots clés cancer colorectal, immunohistochimie, MSI, symdeode lynch, systéme MMR



Abstract

Colorectal cancer (CRC) is one of the legdiauses of cancer-related morbidity and
mortality worldwide. CRC is a malignant tumor thigtvelops from the intestinal wall, leading
to the transformation of normal colonic epithekalls into adenomatous cells and ultimately
into glandular carcinoma. Mutations in DNA mismatofpair genes, leading to DNA
microsatellite instability (MSI) phenotype. MSI regents a molecular characteristic of
nonpolyposis colorectal cancer (HNPCC or Lynch sygne); moreover, it corresponds to
about 15% of sporadic colorectal cancer.

Our main objectives were: the immunohistocloatevaluation of anti-MLH1, anti-MSH2,
anti-MSH6 and anti-PMS2 antibodies, and the sefanch loss of expression of the proteins of
the MMR system in favor of an MSI phenotype.

It was initially a prospective study overexiod from 02/02/2020 to 20/03/2020 at the level
of the Pathological Anatomy laboratory of the Umsiyy Hospital Center (CHU) Djilali
BOUNAAMA-Douera-Algiers, involving samples selectéat the detection of the proteins
hMLH1, hMSH2, hMSH6 and hPMS2 by the techniquenminunohistochemistry.

Our results were based on data from the titeean which we looked for the instability of
microsatellites in patients with colorectal canednich are considered molecular markers. The
results of the study of Thibel aratl.,2014 show that the sex ratio equal to 1.99 withade
predominance, and the age of the patients is bet@@end 87 years with an average age of
56 years. Another study of Molaei amatl, 2010 on 343 patients showed normal nuclear
expression of MLH1, MSH2, MSH6, and PMS2 (MSS) BbzZases (86%), and 48 (14%)
showed abnormal MMR staining patterns (MSI).

MSI is a diagnostic and prognostic marker ofGZRnd a predictive marker of response to
chemotherapy and immunotherapy; therefore recagndf the MSI phenotype by the absence
of the expression of MMR proteins system, is nemgst establish more suitable modalities

of treatment.

Keywords: colorectal cancer, immunohistochemistry, MSI, lysgndrome, MMR system.
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INTRODUCTION



I ntroduction

Le cancer colorectal (CCR) représente le troisieéameer le plus répandu dans le monde chez

les hommes et les femmes, et la deuxieme causécgs tée au cancer (OMS, 2018).

Les cancers coliques représentent 65% des canodrseataux avec une localisation
préférentielle au niveau du sigmoide, les canamtaux représentent 35% des cancers colorectaux
(Bruneau etal., 2017). L’age médian est de 66 ans (Dreyel.et2016). Environ 90% des cas de
cancer colorectal sont sporadiques sans antécédemt®ux ni prédisposition génétique, tandis que

dans moins de 10%, un événement genétique caasaidentifié (Bogaert et Prenen, 2014).

Le CCR résulte de l'accumulation progressive datitgns génétiques et épigénétiques
(Camilo etal., 2010 ; Ewing etl., 2014). Cette maladie touche les cellules quistsmt la face
interne du cblon et/ou du rectum, est une tumedigma qui se développe a partir de la paroi
intestinale, conduisant a la transformation detulesl épithéliales normales du cb6lon en cellules
tumorales (Dalerba, 2007; Camiloatt, 2010).

De nombreuses mutations dans les genes de répadsita non-concordance de I'ADN,
conduisent a un phénotype d'instabilité des mitetitas de 'ADN (MSI). Des mutations dans
I'APC et d'autres génes peuvent activer la voie, \ylritest impliquée dans la survenue de phénotype
d'instabilité chromosomique (CIN) et I'hnyperméthigla du génome global, en provoquant une
désactivation des genes suppresseurs de tumedigiée comme phénotype méthylation de [1lot
CpG (CIMP) (Mojarad eal., 2013).

Le phénotype MSI correspond a environ 15% des CiQiewt étre d’origine sporadique ou
héréditaire (syndrome HNPCC [Hereditary Non-Polyp&olorectal Cancer]) (Zaanan, 2011), et ne

sont métastatiques que dans 5% des cas (Bibear). 201

Les cancers colorectaux MSI sporadiques sont phggiémment retrouves chez les femmes,
généralement a un age plus avanceé et emergemhajestairement du colon droit (Colle et Cohen,
2018). L'instabilité des microsatellites est égaletmcausée par une déficience sporadique, ou
héréditaire dans le cas de syndrome de Lynch. @éfieience touche le systéme de réparation des

mésappariements des bases (systeme MMR pour Mismegiair) (Andre, 2019).

L'immunohistochimie (IHC) permet de détecter la geéce d'une instabilité des
microsatellites, en recherchant I'expression desépres hMLH1, hMSH2, hMSH6 et hPMS2. Le
grand avantage de I'immunohistochimie est sa fdigadans tous les laboratoires de pathologie, et

la réalisation possible sur biopsies (Pierre, 2017)



Dans ce présent travail, nous nous sommes int@esséa recherche de I'expression des
marqueurs hMLH1, hMSH2, hMSH6 et hPMS2 dans le earolorectal. L'étude est basée sur
I'évaluation immunohistochimique du statut de Itedsilité des microsatellites dans les cancers

coliques, par I'absence de I'expression des pregtu systtme MMR.

Notre objectif était I'évaluation immunohistochiroig des anticorps anti-MLH1, anti-
MSH2, anti-MSH6 et anti-PMS2, et la recherche d’'peete d’expression des protéines de
systeme MMR en faveur d’un phénotype MSI.

Notre travail comporte quatre chapitres. Dans lenper, nous rapportons des rappels
bibliographiques sur le cancer colorectal, y cosfgs mécanismes moléculaires impliqués dans la
carcinogénese colorectale. Nous décrivons le nehiria technique utilisée qui porte sur une étude
histologique et immunohistochimique qui caractélésemolécules MLH1, MSH2, MSH6, et PMS2
dans la recherche de I'instabilité microsatellgaichez des patients atteints du cancer colozmal
le deuxieme chapitre. Les résultats obtenus spporéés et discutés dans le troisieme et le quadrie

chapitre. A la fin, une conclusion est présentee.
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Chapitre | : Rappel Bibliographique

|- Rappels Bibliographiques
I.1- Rappel anatomique sur le colon et le rectum
[.1.1- Colon

Le gros intestin s’étend de la valve iléocaecalarius.Son diamétre est supérieur a
celui de I'intestin gréle (d’ou le terme de grotestin) (Delmas, 2009). Le colon joue un role
important dans I'absorbtion de I'eau provenant dessdus alimentaires indigestibles ou non
digérés, et I'évacuation de ceux-ci de I'organisoas forme de feces (Davis et Lahiri, 2015).
Il entoure lintestin gréle sur trois cotés et coema les segments suivant: le caecum,
'appendice vermiforme, le colon , le rectum, etdmal ana{Figure 01). Le caecum en forme
de sac est le premier segment du gros intestin p&z@angement est 'appendice vermiforme

(d’'une longeur de 5 a 10 cm).

Transveoerso
colon

4 Ascending
(rigiht) coton

Doescending,
(lexft) colOnN

-2

Figure 01: Les différents segments du colon (Davis et LaBDi.5)

Le colon comprend plusieurs portions disting¢tegure 01) (Marieb, 2008):

> le colon ascendant monte du coté droit de la cadtiominale puis décrit la courbure

colique droite, ou angle colique droit , pour cdnst :
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> le colon transverse qui traverse la cavité abdomimarizentalement. Ensuite , le colon
tourne de nouveau a la courbure coligue gauchearmle colique gauche pour
constituer;

> le colon descendant, qui descend le long du caiéhga Il devient le colon sigmoide
(en forme de S) en arrivant dans le bassin otbseént également le rectum et le canal

anal .

1.1.2- Rectum

Le rectum fait suite au colon sigmoidenaueau de la vertébre SllI, situé dans le pelvis.
Dans le plan sagittal, il se poursuit par le camall, avec lequel il forme I'angle anorectal d’'une
longueur de 15 cm. Le rectum est situé au seia tgyk rectale ; I'espace cellulo-lymphatique
qui entoure le rectum au sein de cette loge estm&eren chirurgie le mésorectRigure 02)
(Delmas, 2009).

Transverse
rectal foid

Levator
anit musclo

Intermnal anal
b MmPNClOar
musclao

b EXTernal oanol
sphinctor
muscle

y X M
%

Figure 02: Anatomie du rectum (Davis et Lahiri, 2015)

I.2- Histologie normale de la paroi colique et rectle
La paroi colique et la paroi rectale sonistiduées chacune de quatre couches
(Figure 03) (Stevens et Low, 2006) :
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» Muqueuse : épithélium superficiel rectiligne prismatique simpmjui s'invagine pour
former les glandes de Lieberkiihn et composé d'eayées, cellules caliciformes, et cellules
endocrines.

Le chorion correspond a un tissu conjonctif lacbengortant des plasmocytes, des
lymphocytes, des polynucléaires neutrophiles, des/npcléaires éosinophiles et des
mastocytes.

» Musculaire muqueuse :est une fine couche de cellules musculaire lisdaigant les
mouvements locaux de la muqueuse.

» Sous muqueuse formée de tissu conjonctivo-vasculaire, de vaissd@mphatiques,
de nerfs, et de plexus de Meissner.

» Musculeuse :formée de la couche circulaire interne et de lache longitudinale
externe.

» Séreuse tissu conjonctivo-adipeux et des vaisseaux.

» Mésorectum (rectum) :le tissu adipeux péri-rectal au-dela de la musadeu

La
mmuaqguousc

La sous-
muQuUeuse

La musculeuse

——3 — L -
gt o e %

h -~ w e -
P L e >

B - . . -

LA ‘.’-\-.._-u iy w

-
s

La sereuse

Figure 03: Histologie normale de I'épithélium colique et @det(Stevens et Low, 2006)

I.3- Le cancer colorectal

Le cancer colorectal reste I'une des tummakgnes les plus répandues dans le monde.
Selon la derniére analyse onco-épidémiologigueétl enregistrél,2 millions de nouveaux cas
des cancers colorectaux dans le monde (Globacag).20
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Le cancer du colon est le troisieme cancer le fsikguent au mond¢0OMS, 2018), tandis

gue le cancer du rectum occupe le huitieme rangaesers (Parashanttatt, 2019).

1.3.1- Données épidémiologiques

Le CCR touche les hommes plus que les femmes dt dia plus fréquents dans les pays
développés que dans les pays en voie de développeame2018, environ 576 000 et 521 000
hommes et femmes, respectivement, devraient recevoidiagnostic de cancer du coélon
(Parashanth et., 2019).

Les pays développés sont les plus exposés@ue de cancer du coélon et le cancer du
rectum. Pour le cancer du colon, I'Europe du Stdlydtralie / Nouvelle-Zélande et I'Europe
du Nord sont les régions ou l'incidence est la glasée. Pour le cancer rectal, I'Europe de
I'Est, Asie de I'Est, et 'Amérique du Nord sontakgnent les régions ou les taux d'incidence
les plus élevéfigure 04) (Parashanth eti., 2019). Tout au long de ces derniéres années, les
régions d'Afrique, ainsi que I'Asie du Sud, onttesx d'incidence les plus faibles pour les deux
cancers entre les deux sexes (Globocan, 2018)g(rarth etl., 2019).

Le cancer du cblon est le cinquiéme cancer movext 851000 déces prévus pour 2018,
soit 5,8% de tous les décés par cancer. Tandislg@ancer du rectum est le dixieme cancer
mortel, avec 310 000 déces, ce qui représente 8e28bus les décés par cancer. Le décés par
cancer du coélon est de 0,66% chez les hommes®&ddes chez les femmes. Le méme risque
de cancer du rectum est de 0,46% chez les homnies®R26% chez les femmes (Globocan,
2018)
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* ASR (world) per 100 000

211
252 321
188 252
134 188
97 114
65 9.7
5565 I Nol applicable
<55 No data

Figure 04: Taux d'incidence du cancer colorectal dans le md@dobocan, 2018)

Le CCR est le cancer le plus mortel chez les honttaes trois pays, ces pays sont I'Arabie
saoudite, Oman et les Emirats Arabes Unis, etus plortel chez les femmes dans I'Algérie, la
Biélorussie, le Japon, 'Espagne et le Port(igialure 05) (Globocan, 2018 ; Parashanthakt
2019).

ASR (world) per 100 000

2 l, "
1045 125
920 105
7% 90
6375
419 63
3.7 49 B Nol applicable
<37 No data

Figure 05: Taux de mortalité par cancer colorectal dans ladadGlobocan, 2018)
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En Algérie, I'incidence du cancer du col@ttum poursuit son ascension (31.9 pour
100.000 hommes en 2017 contre 28.2 pour 100.000nesnen 2016. L'incidence brute du
cancer colorectal chez les hommes algérois a augnaenfacon significative entre 2008 et
2017, passant de 12.5 a 31.9 pour 100000 hommigidence brute du cancer colorectal
amorce une augmentation sensible dés 49 ans gfigneadeux pics a 65-69 et 75ans et plus
(Registre des tumeurs d’Alger, 2017).

Chez les femmes, le cancer du sein estdeecde plus répandu, suivit par le cancer
colorectal avec une incidence estimée de 20 nouvasypour 100.000 femmes (Registre des
tumeurs d’Alger, 2013).

1.3.2- Etiopathogénie

Le développement du CCR est caractériségsaalberrations génétiques et épigénétiques
qui sont acquises au cours de la vie (environngmarde de vie), héritées ou les deux. Certains
facteurs environnementaux et génétiques sont resocmmme ayant un réle important dans la
survenue de CCR, notamment I'age, les antécédamikssfux de cancer du célon ou de maladie
inflammatoire de l'intestin, le tabagisme, le régiaimentaire, la race, 'obésité, et l'inactivité

physique (Mojarad, 2013).

1.3.2.1- Facteurs environnementaux

La consommation de tabagisme favorise une appanitiécoce de CCR et engendre
des mutations au niveau de I'ADN de la muqueusedtiige. Il existe une association
significative entre la consommation des boissonsdiiques et la survenue du CCR. Il a été
montré également qu’il y a une corrélation positwére les viandes rouges et la survenue du

cancer colorectal (Imad ak., 2019).

1.3.2.2- Facteurs génétiques

Le cancer colorectal héréditaire non polyposiquelNiCC plus communément appelé
syndrome de Lynch ; représente la forme héréditaiptus fréquente des cancers colorectaux.
Ce type de cancer est responsable de 2-4% ded®@IR. Sa transmission est autosomique
dominante causée par une mutation germinale desgkinréparation des mésappariements de
'ADN (MMR) : MLH1, MSH2, MSH6 et PMS2. Il est cactérisé par un phénotype tumoral
spécifique associant une instabilité micro satetkt et une perte d’expression des protéines
MMR (Minif et al., 2018).
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Le syndrome de polypose adénomateuse familiale §yA83t une maladie génétique
rare qui se caracterise par la présence de cestaides milliers de polypes dans le c6lon et le
rectum. Environ 1% de tous les cancers colorectmm causés par des FAPS. Il s'agit d'un
trouble héréditaire autosomique dominant. Ce ptypeocommence a se développer entre 20
et 30ans. Le géne mutant associé est le genem#ylaose adénomateuse (APC) qui est un

géne suppresseur de tumeur (Bojuwelyad., 2018).

1.3.3- Oncogenése

Sur le plan moléculaire, le développement d’'un ad@én puis d’'un cancer colorectal
correspond a I'accumulation progressive de mutatass genes au sein du noyau des cellules
épithéliales coliques, l'activation d’oncogene 8hdctivation de génes suppresseurs de

tumeurs.

La premiere étape de la tumorigénes colorectalladetmation des foyers de cryptes
aberrants (ACF). L'activation de la voie de sigsation Wnt peut se produire a ce stade a la
suite des mutations dans le gene APC. Progressama siles adénomes plus gros et
les carcinomes précoces néecessitent des mutatitimateces du proto-oncogéne KRAS, des
mutations dans TP53 et une perte d'hétérozygotrmumosome 18¢fFigure 06) (Takayama
etal., 1998 ; Pino et Chung, 2010).

> Les Foyers de cryptes aberrantessont des lésions pré-néoplasiques, qui constituent
les précurseurs morphologiques les plus précoceéeplasies épithéliaux. Les foyers de
cryptes aberrantes (FCA) sont composés de largptesrrecouvertes d’'un épithélium épaisse
pauvre en mucine (Guennoun, 2014).

> Le polype adénomateux une lésion précancéreuse qui correspond a l'expansi
clonale de cellules mutées dans I'immense majdegcas, le cancer colorectal résulte de la
transformation d’'un polype adénomateux, dont I'aspeacroscopique peut étre pédiculé,
sessile, ou plane. Les adénomes du gros intesiingonent de I'épithélium glandulaire et se
présentent sous trois formes histologiques diffi@en tubuleuse, villeuse, et tubulovilleuse
(Guennoun, 2014).

» La dysplasie :une anomalie cytologique et architecturale qu'entgésumer en une
augmentation du rapport nucléo-cytoplasmique, peeela polarité cellulaire, pseudo-
stratification, anomalies des mitoses, et hypehi®pglandulaire. Il s’agit d’'une véritable Iésion
néoplasique, strictement limitée a I'épithéliumnsainfiltration a la membrane basale

(synonyme = néoplasie intra-épithéliale) (Guenn@®i4).
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» L'adénocarcinome

a. Adénocarcinome in situ

Lorsque la prolifération cellulaire dépasse la memnb basale et envahit la muqueuse,
(Guennoun, 2014).

b. Adénocarcinome invasif

Le foyer d’adénocarcinome est d’abord superfiggictement intra muqueux, limité au
chorion entourant les glandes, sans franchissededatmusculaire muqueuse mais dés que les

Iésions dépassent la musculaire muqueuse, on peauér pd’adénocarcinome invasif
(Guennoun, 2014).

Figure 06 : Modéle génétique en plusieurs étapes de la cageéese colorectale

La premiére étape de la tumorigenes colorectalla dstmation de foyers de cryptes aberrants (ACF).
L'activation de la voie de signalisation Wnt peetmoduire ce stade a la suite de mutations dans le
gene APC. Progression vers des adénomes plustdessaarcinomes précoces nécessitent
I'activation de mutations du proto-oncogene KRAS&s dhutations dans TP53 et une perte
d’hétérozygotie au chromosome 18q. L’activationationnelle de PIK3CA se produit dans la
séquence adénome-carcinome dans une petite papdgicancers colorectaux. L'instabilité
chromosomique est observée dans les adénomes keéaimgmente en tandem avec la progression
tumorale (Pino et Chung, 2010).
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1.3.4- Aspect macroscopique
Il Ny a pas de difféerence macroscopique entreciascers du cbélon et du rectum

(Fleming etal., 2012). L'étude macroscopique est basée sumnliesspsuivants:

v' Conditionnement de la piéce : fraiche /fixée.

v' Type d’exérese (région anatomique).

Dimension (longueur et circonférence).

Orientation précisée par le chirurgien (piece fraipiece fixée).
Dimensions précisées de la tumeur dans l'organe.

Distance par rapport aux marges chirurgicales.

Nombre de tumeurs visible.

AN N N N NN

Présence de polypes : leur nombre, leur taillewattaractere.

1.3.5- Différents types histologiques et classitition TNM

Les types histologiques ou les carcinomes a cslini@épendantes et les carcinomes a
petites cellules sont associés de facon indépeadanin facteur pronostique péjoratif. Le
carcinome médullaire et le carcinome mucineux quat sissociés a un phénotype d’instabilité
des microsatellites ont un meilleur pronostic. ®&notype est présent dans 10 -15% des
carcinomes colorectaux. Il peut étre suspecté dewaage < 60 ans et un contexte familial, un
infiltrat inflammatoire tres abondant. Le statuteténiné par immunohistochimie a l'aide des
anticorps anti-MLH1, anti-MSH2, anti-MSH6 plus/msianti-PMS2. La perte d’expression de
'une de ces protéines (MLHL1 le plus souvent) diesscellules carcinomateuses traduit un
phénotype d’instabilité des microsatellites. Damschs d’'une perte d’expression d'une des
protéines, il convient de confirmer le phénotypel M& biologie moléculaire (Nagtegaaf
2019).

La classification histologique selon 'TOMS en 2GEfait comme suit :

* Adénocarcinome : une prolifération infiltrante de tubes ou de glesddont le

revétement apparait cylindrique et basophile, ghaed stratification, atypies cytonucléaires et
mitoses, ressemblant aux glandes de Lieberkihrtitcarg la muqueuse normale de colon
(Rougier efl., 2006).

« Carcinome médullaire, peu différencié avec stromanflammatoire : cancer rare,

constitué de plages de cellules trés cohésives dmasielles il n'existe aucune structure

glandulaire. Ce cancer présente constamment utabilit® microsatéllitaire de '’AND ou MSI
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avec une perte d’expression de protéines du systienréparation des mésappariements de
’ADN ou MMR (Sleves, 2009).

» Adénocarcinome mucineux représente environ 5 a 15% des CCR et est défirap

présence d’un matériel mucoide extracellulairegsgmtant plus de 50% de la masse tumorale.

e Carcinome _a cellules indépendantes (>50% de cellsléendépendantes) :ce type

histologique est rare, environ 0,1 a 2,4% des AQCEst défini dans la classification OMS en
2010 par la présence d’un contingent de celluldéés de plus de 50% (Meilleroux, 2016).

» Carcinome épidermoide ces types de cancer sont exceptionnels et sdoiparixtes

(épidermoides et glandulaires) (Moréralet 2011).

* Carcinome a petites cellules est constitué de cellules rondes ou ovales a agoe

peu abondant, noyau mono chromatine irrégulieéneuetéole peu visible s’y associent des
figures de mitose et d’apoptose (Moréraet2011).

» Carcinome adénosquameuxtumeur assez rare au sein de laquelle on obséame d

part un contingent glandulaire, et d’autre partaamtingent malpighien, ce dernier peut
d’ailleurs étre focal(Meilleroux, 2016).

e Carcinome indifférencié : est rare sans marqueurs de différenciation moogjieple,

immuno-phénotypique, ou moléculaire (Meilleroux18}

1.3.5.1- Grade du cancer colorectal
Les carcinomes colorectaux sont gragié8 classes (AJCC,2017) :
Grade 1: bien différencié contenant95% de strugjlameduliformes.
Grade 2: modérément différencié, contenant de @& de structure glandiformes.

Grade 3: peu difféerencié, contenant <50% de straglandiformes.

1.3.5.2- Classification TNM des carcinomes coloreatix

Il existe trois criteres : taille et profondeur ldetumeur, atteinte ou non des ganglions
lymphatiques et nombre de ganglions atteints, pese®u non de métastases. Ces criteres
permettent de définir le stade du cancer selofaksitication TNM (AJCC, 2017).

TNM signifie en anglais «Tumor, Nodes, Metastassit «tumeur, ganglions
lymphatiques, métastases» (AJCC, 2QTableau 1) (Annexe 01)
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1.3.6- Facteurs pronostiques

Dans les cancers digestifs, le pronostic est étaddientiellement sur des critéres
histologiques et sur la classification TNM, et eers marqueurs moléculaires permettent de
prédire l'efficacité ou pas d'un traitement (Dre@€r16).
1.3.6.1- Le stade de cancer colorectal

La fréequence du phénotype MSI varie selon le sthdi& tumeur. Il est en effet plus
fréquent aux stades localisés gu’en situation nedmpie dans la grande majorité des
localisations tumorales. Ainsi le statut MSI ess@tvé dans 15% des cancers colorectaux de stade
Il et dans seulement 3-5% des cancers colorectétastatiques. Cette variation d’incidence en
fonction du stade évolutif de la maladie illustieversion pronostique observée dans le cancer
colorectal (bon pronostic aux stades précoces,digatayressive aux stades avanceés).

A l'inverse aux stades métastatiques, les canadosectaux MSI aux stades précoces
sont de bon pronostic et il n’y a pas actuellentiintication a une chimiothérapie adjuvante
par fluoropyrimidine pour les patients opérés daamcer colorectal MSI de stade 1l (Colle,
2018).

1.3.6.2- Le statut MSI

Dans la population des adénocarcinomes du colatadie I, la connaissance du statut
MSI influence les décisions thérapeutiques. Le pstin des cancers du colon stade Il MSI est
plus favorable que celui des cancers sans ingtat#is microsatellites (dit stables ou MSS). Le
statut MSI est un facteur de bon pronostic pourckescers du célon localisés. Le risque de
meétastases ganglionnaires et de métastases acdiststrplus faible que pour les cancers sans
instabilité des microsatellites. Cependant en 8dnanétastatique le statut MSI est un facteur
de mauvais pronostic (Pierre, 2017).
1.3.6.3- Les autres facteurs pronostiques

* Bourgeonnement tumoral

Ce phénomene concerne le mode d'infiltration detaeur dans la paroi. Sa définition

est la présence de 1 a 4 cellules infiltrant lers&r de facon isolée sur le front d’invasion de la

tumeur. Le bourgeonnement tumoral est un facteunauvais pronostic (Selves, 2009).

» Infiltrat inflammatoire
La réaction inflammatoire de type « Crohn-like »csgactérise par la présence de
follicules lymphoides sur le front d’invasion ddlaneur et entre les glandes tumorales, au sein

de la réaction inflammatoire du stroma. La préselellicules lymphoides est un marqueur
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de bon pronostic, mais I'évaluation de la répondlarinmatoire est plus complexe car elle doit
prendre également en considération la présence atzophages, de lymphocytes intra-

tumoraux, de cellules NK et des différents soug$ylymphocytaires (Selves, 2009).

* Emboles vasculo-lymphatiques
L’invasion vasculo-lymphatique a été considéréesannombreuses études comme un
facteur pronostique indépendant en analyse mulit@ales emboles vasculo-lymphatiques
sont cependant inclus comme facteurs liés a uneigtpvé de récidive des cancers colorectaux
de stade Il et considérés comme un élément potaiamtiscuter une chimiothérapie adjuvante

en évaluant la balance bénéfice/risque (Bibeal. €2013).

» Infiltrations péri-neurales
Les invasions péri-neurales sont moins fréquentes kps invasions vasculo-
lymphatiques et sont rencontrées dans 10% des rsanokrectaux. Elles sont en général
associées a des stades élevés et a un faible deaddférenciation. De fagon similaire aux
emboles vasculo-lymphatiques, les infiltrationsi{pé&urales sont cependant incluses comme
facteurs liés a un risque élevé de récidive desararcolorectaux de stade Il et considérées
comme un élément pouvant faire discuter une chivéiaipie adjuvante en évaluant la balance

bénéfice/risque (Bibeau at., 2013).

1.3.7- Diagnostic du cancer colorectal

Un diagnostic de cancer colorectal résulte soite'@aluation d'un patient présentant
des symptémes, soit d'un dépistage. La maladiegimutissociée a un éventail de symptémes,
y compris du sang dans les selles, une modificatemhabitudes intestinales et des douleurs
abdominales. Chez les patients symptomatiqueyltsaopie est la méthode d'investigation
préférée, une gamme d'autres méthodes peut diséaipour I'évaluation primaire, suivie d'une
coloscopie en cas de test positif (Eriakt 2015).Le cancer colorectal est diagnostiqué dans

95% des cas apres 50ans. L'incidence augmentdeeasac I'age (Bruneau, 2018).

Le phénotype MSI d’'une tumeur est aujourd’hui frésjuemment recherché chez les
patients atteint de cancer colorectal. L'intérélalenise en évidence d’un tel phénotype dans
un cancer est double. Il permet d’'une part d’'idartles patients a risque pour le syndrome de
Lynch et le CMMRD (tumeurs MSI héréditaires). llprésente d’autre part, un critére
d’orientation thérapeutique chez les patients pitase un cancer MSI métastatique (Collura et
al., 2019).
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l.4- Les mécanismes moléculaires de carcinogenesend le cancer colorectal

Les cancers colorectaux étaient initialeimépartis en trois sous-groupes moléculaires :
instabilité chromosomique (Chromosomic Instabilit@JN+), instabilité microsatellitaire
(Micro-Satellite Instability, MSI+), phénotype mgtateur (CpG Island Methylator Phenotype,
CIMP+) (Tournier etl., 2018).

1.4.1- Le phénotype CIN

Le phénotype CIN est le groupe le plus fréquent@eR, qui représente 80% des CCR
sporadiques, est caractérisé par des pertes a#8lgur le bras court du chromosome 17 et 8 et
sur le bras long du chromosome 5, 18 et 22. Caéegaliéliques sont associées a des mutations
inactivatrices des génes suppresseurs de tumeb APC, SMAD2 et SMAD4. Toutes ces

altérations sont regroupées sous le phénotype IGiNrént etal., 2010).

1.4.2- Le phénotype MSI

L'instabilité des microsatellites ou MSI est I'egmipte moléculaire du systeme de
réparation des mésappariements déficients ou MMRayactérise environ 15% des cancers
colorectaux (Sincrope et Sargent, 2012). Les gémplqués dans ce systéme sont nombreux
ceux touchés dans la cancérogenese colique sentieiement MLH1, MSH2 et hMSH6. Les
anomalies initiales sont principalement des mutatide MLH1 ou MSH2 (dans les tumeurs
héréditaires) ou une méthylation du promoteur deHWL(dans les tumeurs sporadiques)
(Figure 07) (Bouguenouch, 2016).

La déficience du systtme MMR est responsable deatioos fréquentes dans les
séquences répétées de nucléotides (longueur eati@ @ nucléotides) appelées microsatellites,
leurs phénotype appelé Instabilité des microstgslMSI, et les mutations touchent des genes
cibles contenant les microsatellites:le gene dept®ur de type Il du TGF-B, le géne
suppresseur de tumeur BAX. Ce groupe de tumeuregpond au syndrome HNPCC
(Hereditary Non Polyposis Colorectal Cancer) e5% Hes tumeurs sporadiques (Ferroal et
2005).
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Figure 07: Le systeme de réparation des mésappariementsgpet Sargent, 2012)
MLH1: mut L homolog IMSH2: mut S homolog 2MSH6: mut S homolog BPMS2: post meiotic
segregation increasedrut: les genes MMR de la bactérie Escherichia &{IINA: proliferating

cell nuclear antigen

Le systeme MMR se compose de quatre protéinesijpaies appelées MLH1, MSH2,
MSH®6 et PMS2. Ces protéines identifient et corridea mésappariements d’/ADN provoqués
par 'ADN polymérase pendant la réplication, qui meduit en particulier dans les
microsatellites. Ces protéines fonctionnent deuxdeaix, MLH1 avec PMS2 et MSH2 avec
MSHS6, et forment respectivement le complexe Mutdt MutSa. MutSa reconnait la non-
concordance de paires de bases simples, créenosequulissante autour de I'ADN, puis lie le
deuxieme complexe, Mutl. Cette combinaison interagit avec de nombreusegnegs, dont
I'ADN polymérase, pour effectuer I'excision de lésappariement unique et resynthétiser le
brin d’ADN. MutSa peut également reconnaitre desitmodeéles d’erreurs telles que les
boucles d'insertion et de suppression, puis salégoréféerence a des homologues MutL, tels
que MutlB (MLH1-PMS1) et Mutly (MLH1-MLH3), réalisant ainsi une excision d'errelra
perte de fonction de I'une des quatre protéinesHMLPMS2, MSH2 ou MSH6) conduit a
l'inactivation du systéme MMR, entrainant une petéefidélité de la réplication et une
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accumulation de mutations. Ce profil ultra-mutévoguue des cancers dAMMR/MSI, y compris
dMMR/MSI CCR(Figure 07) (Evrard, 2019).

1.4.3- Le phénotype CIMP

Une proportion importante de tumeurs MSI n'est pakée a une mutation
constitutionnelle d'un géne du systéme mis-matcir¢plMR), mais a une déficience acquise,
épigénétique, de ce systeme de réparation de I'AzNyne hyperméthylation du promoteur
de MLH1 responsable d'une extinction de I'expresdmce gene (Colle, 2018).

La méthylation de 'ADN est un mécanisme normalgépgétique de régulation de
'expression des genes, largement étudié en cdogio Il met en jeu la fixation d’un
groupement méthyle (CH3) sur le carbone 5 desdagtosines qui sont suivies de bases
guanines, appelés sites CpG. Ces sites sont fantecoacentrés dans certaines régions de
I’ADN, dénommées flots CpG, eux-mémes localisésditha 70 % des promoteurs de genes
et également dans les séquences répétées et mesné&déd’ADN parasite, ce mécanisme
peuvent étre a la fois une diminution du conterabagl de 5’-methyl-cytosine (5-mC) et une

hyperméthylation ciblée de promoteurs de géRragire 08) (Hartley etal., 2018).

Le CCR de phénotype CIMP présente en fait un graamdbre de génes suppresseurs
de tumeur inactivés par hyperméthylation de leonqteur et plusieurs panels différents de
genes ont ainsi été décrits. Le panel de gene# gécrWeisenberger @, intégre les genes
IGF2, NEUROG1, RUNX3 et SOCSL1 (Tournierakt 2018).

CIN phenotype
CRCs

Histone Histone

Chromosomal instability
methylation acetylation \ \
Histone tail g \ L /mﬂ“’i' )

DA DX Global DNA
..—-«e Y T Y/ hypomethylation

Y
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miRNAs CpG island Defective MMR
hypermethylation system
NATTRATT U»z ATINATTIN N TS
ANUALUA island N\ \/\/0\]?,\
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Figure 08: Altérations épigénétiques du cancer colorectatt(elaetal ., 2018)
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1.5- Les marqueurs moléculaires dans les cancerslocectaux
1.5.1- La détermination du statut MMR

La perte d'une protéine MMR s'accompagne généralededa perte de son partenaire,
Par exemple, la perte de protéines MLH1 ou MSH2SR Mt MSH6, respectivement dans leurs
formes monomeres, et ils seront rapidement dégr&désonseéquent, la perte d'expression de
MLH1 est associée a la perte de PMS2 et a la pkerigression de MSH2 est associee a la
perte de MSH6. Cependant, le contraire n'est @aslans la mesure ou les protéines MLH1 et
MSH2, sous leurs formes monomeres, peuvent inteeagic d'autres protéines du systeme
MMR, c'est-a-dire MSH3, et ainsi éviter la dégrama{Evard etl., 2019).

L'immunohistochimie (IHC) est une méthode qui pdrae détecter I'expression des
protéines directement a partir des échantillossikisres. Seule la coloration nucléaire est prise
en compte dans la détection des protéines MMResjueffectuée par 'utilisation des anticorps
primaires (Evard adl., 2019). Plusieurs anticorps dirigés contre lesgines hMLH1, hMSH2,
hMSH6 et PMS2 sont commercialisés. Les clonesllesgpuramment utilisés sont le G-168-
15 pour hMLH1, FE11 pour hMSH2, 44 pour hMSH6 ebAllpour PMS2 (Bibeau, 2011). La
perte de protéine MMR est définie par l'absencecaleration dans le noyau des cellules

tumorales, tandis que les cellules normales restdatées (Evrard ell., 2019).

Ces protéines sont détectables, dans le tissuuroaral, au niveau des cellules des
centres germinatifs des follicules lymphoides, lgggohocytes péri-tumoraux, des cellules du
stroma, des cellules endothéliales et des cellldsscryptes intestinaldgigures 09 et 10)
(Bibeau, 2011).
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Figure 09: Adénocarcinome colique avec conservation de I'esgion des protéines du
systeme MMR en immunohistochimie (hnMLH1, hMSH2, hiNESet PMS2) (Bibeau, 2011)

Figure 10: Adénocarcinome colique avec perte d’expression inohistochimique des protéines
hMLH1 et PMS2 (immuno-peroxydase x 200) (Bibeau, 190
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1.5.2- Statut Ras et traitement anti-EGFR

Depuis 'avénement des thérapeutiques cibléest iihaintenant évident que le ciblage
thérapeutique n’a d’efficacité que si la populatiEnpatients a cibler est connue. En d’autres
termes, il faut sélectionner les patients qui hiére¥bnt le plus du traitement avec le moins
d’effet secondaires. L’histoire des anticorps &@FR dans le cancer colorectal métastasique
offrent un bon exemple. Une premiere tentativerddage par immunohistochimie s’est avérée
(Bibeay 2017).

1.5.2.1- Voie EGF

Le récepteur de 'EGF (EGFR) est un récepteur mamsbranaire qui va subir une
phosphorylation et une dimérisation lorsque I'EGE fixe. Il s’ensuit une cascade de
phosphorylations de protéines intracytoplasmiquésagtivent plusieurs voie@-igure 11).
Les deux principales sont celle des MAP-kinaseselie de la PI3-kinase AKT, mTOR
(Laurent-Puig, 2009).

Ligand v

EGFR

Cell survival - : y Angiogenesis

: e Metastasis
Invasion  ppJiferation

Figure 11: Les voies moléculaires principales dans le caoclarectal conduisant a I'activation de
divers facteurs de transcription qui ont ensuiténypact sur les réponses cellulaires telles comme

prolifération, angiogenése et metastase. (Krasi<@il 1)
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Dans le cancer colorectal, certains partenaireede/oies de signalisation sont activés
par des mutations somatiques, parfois en assatiatiec les genes RAS, KRAS, muté dans
40% des cancers colorectaux, sur le codon 12 ole i&ne BRAF, muté dans 10% a 15% des
cancers colorectaux, plus fréquemment en cas dbilgé ; génomique MSI, et la sous-unité
catalytique de la P13-kinase, mutée dans 15% a @¥«¢as (Fioet Michel, 2009).

L’activation de ces deux voies principales a desséquences sur la prolifération, la
résistance a l'apoptose et I'angiogenése, fonctiessentielles dans le contrble de la

prolifération tumorale (Fioet Michel, 2009).

1.5.2.2- La voie RAS et mutation de géne RAS

Les protéines RAS font partie de la voie RAS/RAFRKA ayant pour fonction
d’assurer la transduction des signaux du miliewagextlulaire au milieu intracellulaire. Ces
protéines assurent donc le lien entre les récepteembranaires tels que les récepteurs EGF,
et les protéines-kinases de types sérines/thréinases intra-cytoplasmiques et contribuent
a la regulation du cycle cellulaire et de I'apoptokes protéines RAS sont, soit activées

lorsqu’elles sont liees au GTP, ou inactivées loetps sont liées au GDP (Lievre, 2010).

Les oncogenes RAS sont activés par la présenceutigioms sur les codons 12, 13 et
les codons 59 ou 61, et ces mutations figurentpteseines RAS dans une configuration
constamment activée. Il est admis que les mutatemivatrices du géne KRAS sont un
événement précoce dans la carcinogenése coligsentetetrouvées dans 30 a 40 % des CCR
et essentiellement sur les codons 12 et 13, étapsforment la glycine en un autre acide aminé
(acide aspartique et valine principalement) (Etovlichel, 2009).

La recherche de ces mutations est réalisée a partitADN extrait du tissu tumoral,
inclus en paraffine ou congelé, la recherche poudte aisément réalisée a partir de fragments
biopsiques. Par ailleurs, ces mutations survienasséntiellement dans les CCR caractérisés
par une instabilité chromosomique (ou CIN, et sminsi exclusives des mutations du gene
BRAF qui sont détectées dans 10-15% des CCR, agtahilité des microsatellites (MSI) liée
a une hypermethylation bialléligue de MLH1 (FédMichel, 2009).
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1.5.2.3- Traitement anti-EGF

Deux anticorps monoclonaux thérapeutiques sonsésil dirigés contre le récepteur du
facteur de croissance épidermique (EGFR): le chquérle cetuximab et le panitumumab
entierement humain (Tol, 2010).

Ces molécules agissent comme des antagonistes jahsa 'lEGF-R avec une haute
spécificité et bloquent la dimérisation du réceptaduite par le ligand et donc son activation.
Leur efficacité est désormais bien démontrée dengditement des CCR métastatiques
(Bokemeyer etl, 2009).

- Le role de I'cestrogene dans le cancer colorectal

Malgré le role cellulaire établi des REns le cancer colorectal, le réle exact des

aestrogenes dans le cancer colorectal reste intertai

Les effets des cestrogenes sur les aojoes peuvent étre  liés aux effets directs du
ligand cestrogéne et a son interaction avec leptéwes (directement liés au ligand) ou aux
changements du rapport ER et de fonction indépeadaun ligand (indirectement liées au
ligand). Par exemple, 'augmentation de I'incidemitecancer du cblon aprés la ménopause
chez la femme, lorsque la quantité circulante ganld cestrogene est diminuée, pourrait étre
liee a la perte des effets de régulation du cyelelaire de Erb (directement liée au ligand), ou
la diminution du taux d’cestrogéne endogénes au mbme la ménopause entraine une
modification du rapport ER (indirectement lié againd). En fait, dans les modéles animaux,
l'activité transcriptionnelle des ER change avecddmps et est influencée par le niveau
d’cestrogene. Dans les modéles murins APC, le tnaité E2 entraine une augmentation du
rapport Erb et une protection contre le cancerdaorc(Barzi etal, 2013).
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I- Matériel & Méthodes

Il s’agit d’'une étude prospective effectuée au aivelde Laboratoire d’Anatomie
Pathologique du Centre Hospitalo-Universitaire (GHjilali BOUNAAMA-Douera-Alger,
sur une période allant du 02/02/2020 au 20/03/202@es échantillons recus au d’Anatomie
Pathologique. Les patients avaient bénéficié d’analyse immunohistochimique afin de

confirmer le diagnostic.

Malheureusement, suite a la survenue de la pandans@RS-Cov2 et la propagation
du COVID-19 avec le confinement qui s’en est suhous n‘avons pas pu collecter nos

échantillons pour terminer notre étude.

I1.1- Matériel
[1.1.1- Matériel biologique

Notre étude a porté sur des échantillons tumoraaxegmant de patients atteints d’'un
cancer colorectal qui ont été sélectionné aprésd&de leurs dossiers et leurs comptes rendus
cliniques au sein de Laboratoire d’Anatomie Patbigjoe du Centre Hospitalo-Universitaire
(CHU) Djilali BOUNAAMA-Douera entre 2019 et 2020.

» Recueil des données
Les échantillons tumoraux recus, ont été enregiskes leur arrivée, accompagnés d’'une

fiche de renseignements correctement remplie avec:

- Lidentité du patient: nom, prénom, age, sexe, llsaion de la tumeur, type
histologique, taille et stade de la tumeur.

- La date de récéption.

- Le nom du médecin traitant ainsi que le servicerise en charge.

- Les signes cliniques et radiologiques.

- La nature et la durée du traitement éventuellemesnt.

Les piéces opératoires adressees fraiches sonttesiveettoyées et fixées au formol a 10%.

[1.1.2- Matériel non biologique

Une gamme de matériel non biologique est utiliséer pnener a bien les techniques
réalisées au laboratoire d’anatomie pathologiquerrévies, colorants, anticorps, réactifs,
appareillages et autres). Les détails de I'appageilet les réactifs sont présentés daksriexe
2et3
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I1.2- Méthodes
[1.2.1- Diagnostic par technique histologique

Cette technique est largement utilisée en rechanehie aussi en diagnostic des cancers
colorectaux. Le diagnostic se fait par coloscopiecabiopsies multiples de la Iésion et analyse
anatomopathologique. Il est indispensable de fixeprélévement avant analyse histologique

afin de permettre son analyse morphologique.
[1.2.1.1- Technique de prélevement des échantillgn

Une biopsie consiste a prélever des édlardide tissus afin de les analyser. Une
biopsie au niveau du c6lon ou du rectum se failpehune coloscopie ou une rectoscopie,
grace a de petites pinces introduites dans I'ero@sclout ce qui est prélevé lors de la
biopsie est ensuite envoyé dans un laboratoireattamopathologie pour étre analysé au
microscope. Seul I'examen anatomopathologique pedmeonclure de fagon définitive si les
Iésions prélevées sont cancéreuses ou non. Ondeapieeuve histologique. Dans les cas ou
un cancer est diagnostiqué, I'examen des celluldestissus prélevés a également pour
objectif de préciser le type de cancer dont il is’ag

11.2.1.2- Préparation des coupes
» Fixation
Les prélévements sont déposés dans un liquidesfirgsolution de formaldéhyde a
10%). La fixation joue un réle important dans lanservation des structures cellulaire et
tissulaires. Une bonne fixation empéche l'autolyse bloquant les enzymes endogenes

responsables de la destruction des cellules, eéemega putréfaction .

» Examen macroscopique

L’examen macroscopique est la premiére étape ideédans I'étude histologique. Tout
d’abord les fragments sont dénombreés, orientésym@e®t leurs aspects externes sont décrit;
cela dans le but de localiser et d’observer laotésévaluer son étendue et éventuellement
déterminer sa nature. Les fragments sont déposeés aks cassettes perforées en plastique
spécifiqgues selon la nature du prélevement: biogsiepieces d’exérése préalablement
disséquées pour obtenir un échantillonnage le mpeésentatif de la Iésion. Ces cassettes
comportent le numéro de dossier du patient accongragd’un chiffre romain et sont

directement placées dans le formol a10 % avantdassage dans I'appareil a circulation.
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» Lacirculation
Elle est réalisée a I'aide d’'un automate en trtép&s pendant 24 h; et a pour but de

remplacer I'eau présente dans le tissu par lafr@eadfin de faciliter la découpe.

v' Déshydratation: dans le but de débarrasser I'eau qui existe Watissu par passage
des cassettes des échantillons dans quatre baithadol de concentration croissante
(60°, 70°, 80° et 90°) pendant 2h chacun.

v Eclaircissement remplacement de I'éthanol par un solvant (xyléne)est miscible a
I'alcool et a la paraffine. Cette étape comprentstbains 2h pour chacun qui permettent
I'obtention d’un tissu plus transparent.

v' Imprégnation: le tissu est imprégné dans trois bains de pamftindu, 2h chacun, afin

d’obtenir des tissus plus rigides.

* Inclusion (Enrobage)

L’étape de I'enrobage suit celle de la circulatielie consiste a inclure le tissu imprégneé
dans un bloc fait de milieu d’inclusion ; L’échdlutin est alors immergé dans la paraffine
chauffée a une température dépassant son poinsida f{(56°C) dans des moules afin d’obtenir
des blocs de paraffine Une fois I'échantillon bien imprégné, laissezdéoidir.

v/ Réalisation des coupes

Le bloc solide de paraffine contenant le tissiceapé grace a un microtome, des coupes
de 1 a 3 microns donnant des rubans de I'échamtillo

v Etalement

Le ruban est déposé dans un bain marie de 37°CGafth d’éviter la formation des
plis. La lame sera mise sur une plaque chauffafiteds faire ramollir la paraffine. Ceci
permettra la fixation du tissu sur les lames quoseséchées dans I'étuve a 93°C pour une

meilleure adhérence de la coupe pendant 24h p&mpFes a la coloration.

[1.2.1.2- Coloration des coupes
Dans notre étude, nous avons appliqué deux typescal@ration coloration
d’hématoxyline-éosine et coloration a 'hnématoxglote Harris
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11.2.1.3- Observation microscopique

A l'aide d’'un microscope photonique. Le but de eeftape est de déterminer le
développement des cellules cancéreuses. Cela doengremiere indication sur I'étendue de

la maladie et contribue a définir le stade du cance

[1.2.2- Technique immunohistochimie (IHC)
L’'IHC permet la détection spécifique des protéiresrs localisations sur un matériel
cytologique des coupes tissulaires. Son principege sur l'utilisation d’'un anticorps primaire

spécifique qui se lie a la molécule d'intérét mafragment Fab.

[1.2.2.1- Technique immunohistochimique (IHC) manwlle

La préparation des tissus (fixation, circulatiomadage et microtomie) est identique a
celle de la coloration usuelle, cependant I'étaleindes fragments doit effectuer sur des lames
silanisées afin d’améliorer 'adhérence et de nédlé risque de décollement des coupes qui

sont séchées a 93°C pendant 24 h.

* Pré-traitement
Le déparaffinage, la réhydratation et le démasgjueagigénique se fait a I'aide d’'un
autocuiseur réglé a une température et une pressitale qui augmentent le long de
I'expérience et qui dure une heure. L’autocuisetinguni de 4 bacs avec deux de pH 6 et deux
depHO9.

[1.2.2.2- Démasquage

Préparation deux bacs a pH=6 (un bac contientiepdes lames de MSH2, MSH6 et
MLH1, deuxiéme bac sans lames) et deux autres dat$=9 (le premier contient les lames
PMS2 et le second sans lames encore). Ensuitgnlsplacés dans I'autocuiseur et enfermer
pendant une heure de temps, en fin d’expériendaness sont déplacées dans le deuxieme bac
selon le pH recommandé pendant 5 minutes (pouirz@rtson démasquage).
Rincage dans deux bacs de Wash Buffer dilué alf9@éndant 5 min chacun.

» Blocage des peroxydases endogenes
A l'aide d’'une micropipette, 200 ul du peroxyde ytihogéne (HO.) sont déposés sur
la lame et incubés dans une chambre humide et @a@b°C pendant 15 minutes. L’addition

de HO- permet le blocage des peroxydases endogénes glesomémes récepteurs que le
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DAB (3.3’ Diaminobenzydine). Cette étape est sutke3 rincages dans des bacs de Wash

Buffer 5 min chacun.
Traitement par des anticorps

v Les anticorps primaires spécifiques
200 pl de I'AC | dilué ont été déposé pendant umedans le réfrigérateur a 4°C pour
assurer une bonne saturation des sites antigéniaes notre cas 4 anticorps sont utilisés
(MSH2, MSH6, MLH1 et PMS2). Rincage dans 3 bacs/jgash Buffer pendant 5 min chacun.

v Les anticorps secondaires non spécifique
200 pl d'anticorps conjugué a 'HRP (Horse Radisiogydase) ont été également

déposé et incubés pendant 60 min. Rincage danssbaWash Buffer pendant 5 min chacun

* Réveélation
200 pl d'un révélateur d’'une couleur marron (DABNE appliqués sur les coupes
lesquelles sont incubées pendant 5 a 10 min puises dans 3 bacs de Wash Buffer de 5 min

chacun.

Une coloration avec 'hématoxyline de Mayer estiséa pendant 5 min afin de permettre la

mise en évidence des noyaux.

Une étape de bleuissement a I'eau couranteéestssaire pour le passage de la couleur rose

a la couleur bleue éliminant ainsi I'excés de cahbr

Les lames sont ensuite déshydratées dans trois dd@itgnol d’ordre croissant (70°, 90°
et 100°) de 2 min chacun et éclaircies dans tracs lne xylene d’'une minute chacun avant le

montage par I'Eukitt entre lame et lamelle.

* Technique d’observation et prise des photos
Les lames ont été observées a l'aide d’'un micrascaoplti tétes (Leica), ensuite ré
observés par un microscope optique (Leica), assoai@ ordinateur. Ce dernier possede une
installation d’'un logiciel (LASEZ) permettant I'obsvation et la prise des photographies a
I'aide d’'une caméra couleur numérique (Leica) &é@cau microscope. Les photos ont été
prises a différents grossissements pour que la ems&vidence des constituants tissulaires et

cellulaires soit la plus claire possible.
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» Critéres de validation
A l'état normal, les protéines de mésappariement saprimées dans le noyau de
nombreuses cellules, dans lintestin par les adluflu tiers inférieur des cryptes de la
muqueuse, par les lymphocytes du centre germidasf follicules lymphoides et par les
lymphocytes et les cellules endothéliales du strdenéa tumeur, qui servent ainsi de témoins
internes positifs a la technique.

Le pathologiste doit rechercher une perte de l'esgon d’'une ou plusieurs de ces
protéines dans les cellules tumorales par rappotttigsus normaux présents sur la coupe
histologique.

Pour pouvoir affirmer qu’il existe une perte d’egpsion d’'une protéine, on doit
observer une absence de marquage homogeéne dalite s cellules tumorales présentes sur
la coupe histologique, en présence d’'un témoinmeteositif.
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[I- Résultats

Nos résultats ont été portés sur les données téeatiire dans laquelle nous avons
recherché l'instabilité des microsatellites chezdatients atteints du cancer colorectal, qui sont
considérés comme des marqueurs moléculaire. Darsvedl, nous analyserons des articles de
recherches

[ll.1- Les parametres cliniques

[11.1.1- Répartition des patients selon le sexe

L’étude de Thibel et al, dans I'est de I'Algér@amprend 110 patients atteints de cancer
colorectal. Lafigure 12 illustre les résultats de la répartition des pastieen fonction du sexe
(Thibel etal., 2014).

¥\l

N women

Figurel2:Répartition des patients selon le sexe (Thibal.e2014)

Tbibel etal, dénombrent :
v Femmes:37 cas (33,64%);
v Hommes :73 cas (66,36%).

v Sexratio = 1,99, avec prédominance masculine.
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I11.1.2- Répartition des résultats des patients seh I'age et le sexe

Dans la série de Thibel @ten 2014, '&ge moyen des patients au moment adpndstic
est de 56 ans (20 — 87). Les résultats de la iBparntes patients en fonction des tranches d’age
et de sexe sont représentés darfigjlae 13 ci-dessous :
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Figure 13: Répartition des patients selon les tranches déagexe (Thibel eil., 2014)

En termes d’'age et sexe, ils ont constaté quenleecaolorectal touche beaucoup plus
les patients ont une tranche d’age entre 60 en6%hez les hommes, tandis que le pic de la
maladie est enregistré chez les femmes qui ontranehe d’age entre 50 et 59 ans (Thibel et
al., 2014).

lll. 2. Les parameétres histopronostiques
[11.2.1- Répartition des patients selon le degré ddifférenciation de I'adénocarcinome

Les résultats de la répartition des patients sééordegré de différenciation de
I'adénocarcinome colique sont représentés ddigulee14 (Thibel etal., 2014).
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Figure 14 : Représentation graphique du degré de différenciate I'adénocarcinome
colique (Thibel etl., 2014).

Selon I'étude de Thibel el en 2014, 'adénocarcinome colique est:
v' Bien différencié: 92 cas (83.58%).
v' Modérément différencié: 15 cas (13.43%).
v Moins différencié: 3 cas (2.99%).

[11.2.2- Répartition des patients selon la localiséon de I'adénocarcinome

80%

73%
70%
60%

50%

40%

27%

30%

20%

10%

0%
Région du colon et du recto sigmoide Réctum

Figure 15: Répartition des patients selon la localisation'atéhocarcinome
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Le CCR, estetrouvé dans :
v" Région du cblon + recto sigmoide : 80 cas (73%)
v" Rectum : 30 cas (27%).

Thibel etal, montrent que la localisation tumorale recto-sigiemne est prédominante
(Tbibel etal, 2014).

[11.2.3- Répartition des patients selon le stade di& tumeur

La classification TNM a fait I'objet d’un consensusernational et le stade doit donc
étre donné selon la classification TNM, qui esthaure actuelle celle qui distingue 4 stades
notés de | a IV. L’étude de Mesli @ten 2016 dans I'ouest de I'Algérie comprend 58episi
atteints de cancer colorectal., a montré que testih est le plus fréquent parmi les stades de
CCR, le stade Il en deuxieéme position, suivi pastéele | et le stade I\Fi{gure 16).

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

10,00%

0,00%

Stade du cancer colorectale

W Stade | mStadell mStadelll Stade IV

Figure 16 : Répartition des patients selon le stade de ladome

Mesli etal en 2016, ont constaté que :
v' Stade | :10 cas (17,65%) ;
v’ Stade Il : 11 cas (18,61%) ;
v Stadelll : 32 cas (53,44 %) ;
v/ StadelV: 5 cas (7,84%).
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[11.3- Immunohistochimie
[11.3.1- Répartition des patients selon I'expressio des protéines de systeme MMR

Molaei etal, ont réalisé une étude a Iran sur 343 patiengingttde cancer colorectal.
Les résultats de la répartition d’expression degémmes MMR figurent sous forme de huit
images : al, 2 (MLH1) ; b1, 2 (MSH2) ; c1, 2 (MSH@I1, 2 (PMS2)Figures 17 et 18) qui
représente des modeles de coloration normaux etnan des quatre protéines MMR (Molaei
etal., 2010).

Figure 17 : Une micrographie représente une coloration inohistochimique normale
MLH1, MSH2, MSH6 et PMS2, respectivement. La cdioranucléaire normale des protéines MMR
est notable a la fois dans les cellules stromélieshes noir) et cellules tumorales épithélialéascties
blanches), comme accumulation brunatre de colalams le noyau des cellules mentionnées
(Molaei etal., 2010)

Figure 18 : Une micrographie représente une coloration anorpwle MLH1, MSH2, MSH6 et

PMS2, respectivement. Dans ces séries d'imageselletes stromales (fleches noir) montrent
toujours une coloration normale pour les protéMe4R, alors qu'’il n'y a pas d'accumulation de
colorant dans le noyau des cellules tumorales é@piths (fleches blanc) (Molaei at, 2010)
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Cette étude (Molaei eil., 2010), a montré :

Une expression nucléaire normale de MLH1, MSH6, RM$MSH6, (MSS) chez 295
cas (86%).

Des schémas de coloration anormaux du MMR (MSI} et8cas (14%).
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Chapitre IV : Discussion des résultats

IV- Discussion des Résultats
Le cancer colorectal (CCR) représentmisiéme cancer le plus répandu dans le monez ch
les hommes et les femmes (OMS, 2018). Cette malzelie étre causée par les facteurs acquis /

environnementaux (Chen a&it, 2018).

IV.1- Sexe

Selon I'étude de Thibel el en 2014, il y a une prédominance masculine decsue
du cancer colorectal avec un sexe ratio de H /B=13@s données convergent avec les études
de Amegbor eal (2008 ); Letonturier etl ( 2008) ; Siby eal (2010) ; Sadkaoui etl (2015)

indiquant une légere prédominance masculine enh@t8 ;1,2 ; 1,5 et 1,7 respectivement.

IV.2- Age

Dans l'effectif de la série de Thibel &t en 2014, la moyenne d’age se situe entre 50
ans et 59 ans chez les femmes tandis que chepr@®sés nt un pic de cette maladie entre 60
et 69 ans. De méme une étude de Puriai @013), montre que le risque de cancer colorectal
était plus faible chez les femmes pré ménopausdas,apres 55 ans, les taux d'incidence ont
augmenté beaucoup plus rapidement chez les femmeeshgz les hommes. Les auteurs ont lié
ces résultats a la baisse correspondante des 'taskrdgenes avec I'age chez les femmes. Ces

données sont comparables a celle de Mradl @006) ou '&ge moyen était de 56 ans.

IV.3- Etude histopathologiques

IV.3.1- Degré de différenciation

L’étude histopathologique de Thibelaten 2014, montre que I'adénocarcinome bien
différencié est le type histologique prédominatitogvé chez 110 patients, soit 83.58%, suivie
des formes moyennement et peu différenciée avecfrégsiences de 13.43%et 2.99%,
respectivement. Ces résultats sont analogues adee@halek eal (2011). Dans cette étude
la forme bien différenciée était dominante ave®&%8suivie des formes moyennement et peu

différenciée avec des fréquences de 27,3% et 14¢ddpectivement.
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IV.3.2- Localisation tumorale

Dans la série de Thibel aten 2014, il a été constaté que la localisatiorotaihe recto-
sigmoidienne est prédominante. Ce résultat rej@nix du registre du cancer de I'Arizona
analysé par Jandovaat(2015) qui a rapporté une incidence plus élevéduteeurs du colon
gauche chez les habitants des iles de I'Asie. @edidominance est selon la région.

Dans I'étude de Bernsteina@t(2016), les cancers du c6lon gauche sont plugdbles
puisqu’ils sont détectés précocement. Les patimmsultent souvent pour des rectorragies ou
bien une obstruction partielle. Dans cette mémdeikes patients présentant un cancer colique
proximal soufrent généralement d’'une anémie chronigqt présenteraient des métastases

précoces essentiellement au niveau du foie.

IV.3.3- Stade de la tumeur

L’étude de Mesli eal en 2016, a montré que le stade 11l est le plugueét parmi les
stades de cancer colorectal avec un pourcentade3,dd %, le stade Il avec 18,61% en
deuxiéme position, le stade | avec 17,65%, etddestV ne présente que 7,84%. Le statut
clinique de ses résultats concorde avec les éel€shan eal (2010) ; qui a montré que la

fréequence des malades de stade Il était la phiseél

IV.4- Immunohistochimie

L'instabilité des microsatellites (MSI) est l'unsdgrincipaux mécanismes du cancer
colorectal. Ce mécanisme est une condition spé@afdihyper-mutabilité génétique qui résulte
d'une réparation incompétente des mésappariem@&dddChen etal., 2018).

Le systéme MMR fait intervenir plusieurs protéimes activent de facon séquentielle,
et agissent en cascade. Les mésappariements strardl’ reconnus par I'hétérodimere de
protéines hMSH2/ hMSH6 puis par un second hétérexdingui est composé des protéines
hMLH1 et hPMS2. La réparation se poursuit par dapes d’excision, de resynthése et de
jonction faisant intervenir d’autres protéines.das d’inactivation d’'une protéine du systeme
MMR, la correction des erreurs de la réplication Id&DN est déficiente. Ces erreurs
surviennent préférentiellement au niveau de sémsengpétées, dites microsatellites qui ne
seront pas réparées, contribuant a la carcinogeoésectale (Bibeau, 2012).

Dans ce cas L'immunohistochimie permet d'étudier swupes en paraffine
I'expression tissulaire des protéines du systemeRMElle va souligner la cause du statut MSI
en objectivant I'absence d’expression d’'une desémes impliqguées dans la réparation des
mésappariements de 'ADN (Bibeau, 2012).



Chapitre IV : Discussion des résultats

IV.4.1- Expression des protéines de systéeme MMR

Selon I'étude de Molaei @l en 2010 sur 343 patients, il y a 295 (86%) qainoontré
une expression nucléaire normale de MLH1, MSH6, PMSMSH6, (MSS) et 48 (14%) ont
montré des schémas de coloration anormaux du MMEIMt selon I'étude de Yuan et al en
2015 sur les 296 patients , ily a 77 (26%) regnéent une perte d’expression des protéines
de systeme MMR classés comme MSI, et 219 (74,086) représente pas une perte
d’expression de ces protéines classés comme M&adt lieu a une prédominance de
phénotype MSS par rapport au phénotype MSI.

Ces résultats indiquent une stabilité micro saaelé (MSS), en accord avec les travaux
de Fléjou (2006) qui a étudié I'expression desginas MMR et instabilité de microsatellites
dans une série consécutive de 1 555 cancers ct@orequi montrait une perte d’expression

d’'une protéine MMR n’était présente que dans 12&7(82%).
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Conclusion et Perspectives

Conclusion et perspectives

Le cancer colorectal est une pathologie fréequegsessitant une prise en charge
multidisciplinaire. Plusieurs facteurs influencémtsurvenue du cancer colorectal, y compris

les facteurs cliniques anatomopathologique, génétigt environnementaux.
D’apres les résultats, nous avons constaté que :

- Le cancer colorectal touche beaucoup plus lesrgataui ont une tranche d’age entre 60 et
69 ans chez les hommes, tandis que le pic de ladieadst enregistré chez les femmes qui
ont une tranche d’age entre 50 et 59 ans ;

- L’adénocarcinome bien différencié est le type higimue prédominant ;

- La localisation tumorale recto-sigmoidienne estipnéinante ;

- Le stade lll est le plus fréquent parmi les statdesancers colorectaux ;

- La prédominance de phénotype MSS par rapport aoopyyge MSI.

L’analyse anatomo-pathologique est la base daslaussion thérapeutique pour les
cancers colorectaux de stade localisé, car ellmgtela détermination de plusieurs facteurs

pronostiques.

Ces études ont mis en évidence, que l'immunohigtuehest indispensable pour
individualiser le groupe MSI, et que l'histologieute n’est pas prédictive. Ces résultats
confirment également I'intérét des protéines daesye MMR dans le diagnostic du cancer

colorectal.
Il faut se pencher sur ce probleme en préconisant:

v Arréter de fumer et limiter la consommation de boiss alcoolisées ;

v Limiter la consommation de viandes rouges (une @mnsation> 100 g/j augmente de
29 % le risque de cancer colorectal) et limitecd@msommation de charcuteries (une
consommatiorr 50 g/j augmente de 21 % le risque de cancer atklje

Augmenter la consommation de fibres alimentaires ;

Augmenter la consommation de laitages ;

Augmenter 'activité physique;

D N N NN

Maintenir son poids dans les limites d’'un poidsnmair



Conclusion et Perspectives

En perspective, les progres réalisées dans la smamae des altérations moléculaires
des cancers colorectaux permettent de mieux distnlps cas MSI des MSS et pourraient

déboucher sur le développement de nouvelles sieatdg dépistage et de thérapie .
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Annexe 01 :

Tableau I: Classification TNM des carcinomes colorectaux (8J2017)

Stade T N M
Stade 0 Tis NO MO
Stade | Tl NO MO
T2 NO MO
Stade IIA T3 NO MO
Stade 1I1B T4a NO MO
Stade IIC T4b NO MO
Stade IIIA ThTe N MO
T1 N2a MO
T3, Tda N1 MO
Stade IIIB T2, T3 N2a MO
T1, T2 N2b MO
T4a N2a MO
Stade IlIC T3, Tda N2b MO
T4b N1, N2 MO
Stade IVA Tous T Tous N M1la
Stade IVB Tous T Tous N M1b
Stade IVC Tous T Tous N Mlc

Tis: Carcinome in situ,;T1l: Tumeur infiltrant la sous-muqueusg2: Tumeur infiltrant la
musculeuse] 3: Tumeur infiltrant la sous séreuse}: Tumeur infiltrant le péritoine viscéral
(T4a), ou envahissant des organes (Thlf), Absence de métastase ganglionnaiga: 1
ganglion lymphatique régional métastatiqi,b: 2 a 3 ganglions lymphatiques régionaux
métastatiqued\1c : dépdt(s) tumoral (aux) dans la sous séreuse sagti@ss lymphatiques
régionaux métastatiqueld2a: 4 a 6 ganglions lymphatiques régionaux métastagidqu2 b :
ganglions lymphatiques régionaux métastatidg@, Absence de métastase a distadea:
Métastase dans un seul orgailb: Métastase dans plus d’'un orgamdlc: Métastase

péritonéale avec ou sans envahissement d’'un agaae.
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Annexe 02:

Appareillages :

Automate immunohistochimie (VENTANA) Aduiseur (PHILIPS)

Microtome (Leica RM2125 RTS) tule de déparaffinageS¢ienovo)
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Appareil de circulation (Leica)
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Annexe 03:

Matériel non biologique :

RRREEANES Gnevan

PEROXYDE
D'HYDROGENE 35 <,

Formaldéhyde dxgdase endogéne
LMR®
i —
5’."’," COlorafigy
i H.ematoxy/ine
T 4 logipng

e

. ~ o p

Harris' hematoxylin

solution
(Paganicalacy’s solvtion 13

LS LA LA R

Hématoxyline éosine

Hématoxyline de Harris
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Annexe 04:

SO A S

La macroscopie
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Annexe 05:

Mode opératoire de technique de coloration

- Déparaffinage: passage des lames dans 3 bains de xylene 5 mahaesn.

- Réhydratation: passage des lames dans 3 bains d’éthanol de ¢rategendécroissante
(2100°, 90°, et 80°) 2 minutes chacun

- Ringage:passage dans I'eau courant.

- Coloration a I'nématoxyline de Harris: 1 bain pendant 4 minutes pour colorer les
noyaux en bleu.

- Ringage :passage dans I'eau courante.

- Différentiation : 1 bain d’Alcool d’acide pendant 30 secondes.

- Bleuissement :L’'eau ammoniaquée de 30 secondes a 1minute

- Coloration a I'éosine :1 bain pendant une minute pour colorer le cytopéasmrose.

- Ringage :passage dans I'eau courant.

- Déshydratation : passage dans 3 bains d’éthanol de concentraticssarde (80°,90°
et 100°) d’'une minute chacun.

- Eclaircissement :passage dans 3 bains de xylene pour éclairciidsgst pendant 1
minute chacun.

- Montage des lames dépdt d'une goutte de I'Eukitt puis recouvrir aida d’'une
lamelle

- Observation microscopique : A l'aide d’un microscope photonique multi-téte a
différents grossissement X100, X200, et X400) quuaéaliser I'observation de nos

lames.
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Annexe 06 :

- Répartition des patients selon le sexe :
Ecart type :25,45

Moyenne :55

- Répartition des patients selon le degré de diffénciation de I'adénocarcinome

Ecart type : 48,29

Moyenne : 36,66

- Répartition des patients selon la localisation déadénocarcinome
Ecart type : 25,35

Moyenne :55

- Répartition des patients selon le stade de la tugnr
Ecart type : 11 ,95

Moyenne :14,5

- Répartition des patients selon I'expression deg@éines de systeme MMR
Ecart type : 174,65

Moyenne :171,5





