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Résumé

Le cancer colorectal (CCR) est le 2°™ cancer le plus fréquent en Algérie est I'un des plus
répandus dans le monde. Grace a 1’épidémiologie moléculaire, le traitement du CCR a été
amélioré a 1’¢re de la médecine personnalisée. Les mutations de KRAS, NRAS et BRAF sont
considérées comme des pivots d’un réseau de biomarqueurs pronostiques et prédictifs de
réponse aux thérapies ciblées. Notre travail porte sur 1'analyse du profil mutationnel des génes
KRAS, NRAS et BRAF et leur corrélation avec les caractéristiques clinico-pathologiques des

patients atteints de cancer colorectal métastatique.

Le statut des genes KRAS, NRAS et BRAF a été évalué par PCR en temps réel (sur les
automates Idylla et Sacace). Le statut dMMR ou MSI a été analysé¢ par technique
immunohistochimique. Tous les tests statistiques ont été effectués a 1’aide du logiciel XLSTAT

(version 2016.02.28451).

La présence des mutations KRAS, NRAS et BRAF a été identifiée chez 48,7%, 5,54% et 7,19%
des cas testés, respectivement. Les sous-types de mutations KRAS les plus fréquents sont
G12D, G12V, G13D. Les mutations KRAS et BRAF étaient fréquentes chez les sujets agés
(p=0,004 vs p =0,04). Ces mutations sont associées au type histologique bien différencié
(p=0,001vs p=0,02). De plus nous avons observé que les mutations BRAF sont principalement
localisées dans le c6lon droit (p>0,0001). Cependant, les tumeurs situées dans le célon gauche
présentaient une fréquence de mutations KRAS plus é¢élevée que celles du colon droit
(p=0,018). En revanche, aucune significativité n’a été trouvée entre les mutations NRAS, le

statut des MSI et les caractéristiques spécifiques des patients.

La proportion des mutations KRAS, NRAS et BRAF observée est conforme aux données de la
littérature. Une meilleure compréhension de 1’analyse génétique nous permettrait de définir des
biomarqueurs prédictifs et pronostiques ce qui aiderait les oncologues a choisir les thérapies
ciblées les plus adaptées aux patients atteints du cancer colorectal. L’incidence des mutations

KRAS en dehors de I’exon 2 semble plus ¢élevée par rapport aux références publiées.

Mots clés : cancer colorectal, immunohistochimique, PCR en temps réel, KRAS, NRAS,
BRAF, MSI.



Abstract

Colorectal cancer (CRC) is the 2™ second most common cancer in Algeria and one of the most
prevalent cancers worldwide. Thanks to molecular epidemiology, treatment has been
significantly improved in the era of personalized medicine. Mutations in the KRAS, NRAS,
and BRAF genes are considered pivotal in a network of prognostic and predictive biomarkers
for response to targeted therapies. Our work focuses on analyzing the mutational profiles of the
KRAS, NRAS, and BRAF genes and correlating them with the clinicopathological

characteristics of patients with metastatic colorectal cancer.

The status of the KRAS, NRAS, and BRAF genes was assessed by real-time PCR using the
Idylla and Sacace platforms. The dMMR or MSI status was analyzed using

immunohistochemistry. All statistical tests were evaluated performed using XLSTAT software

(version 2016.02.28451).

The presence of KRAS, NRAS and BRAF mutations was identified in 48.7%, 5.54% and 7.19%
of the cases tested, respectively. The most common KRAS mutation subtypes were G12D,
G12V, G13D. KRAS and BRAF mutations were more frequent in elderly subjects (p=0.004 vs
p=0.04). These mutations were associated with the well-differentiated histological type
(p=0.001 vs p=0.02). Additionally, we observed that BRAF mutations were primarily localized
in the right colon (p>0.0001). However, tumors located in the left colon had a higher frequency
of KRAS mutations than those in the right colon(p=0,018). On the other hand, no significant

correlation was found between NRAS mutations, MSI status and specific patient characteristics.

The prevalence of KRAS, NRAS and BRAF mutations observed was consistent with literature
data. A better understanding of genetic analysis could allow us to define predictive and
prognostic biomarkers helping oncologists choose in selecting the most suitable targeted
therapies for colorectal cancer patients. The incidence of KRAS mutations outside exon 2

appears to be higher compared to published references.

Key words: colorectal cancer, immunohistochemistry, real-time PCR, KRAS, NRAS, BRAF,
MSI.
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Le cancer colorectal (CCR) est I'une des principales causes de morbidité et de mortalité en
Algérie. 11 est le deuxiéme cancer mortel et la troisiéme tumeur maligne la plus répandue dans
le monde. Compte tenu des progres des traitements primaires, la chirurgie reste le traitement
curateur au stade idéal, complétée par la chimiothérapie et la radiothérapie locale dans les stades

avanceés afin d’¢éliminer la tumeur et les métastases [1].

Cependant, malgré 1’émergence de nombreux programmes de dépistage du CCR a un stade
précoce, pres de 25% des cas de CCR sont diagnostiqués a un stade tardif, souvent avec des
métastases, au moment ou 20% des patients peuvent développer des métastases métachrones,

ce qui pose des difficultés de contrdle chirurgical curatif et entraine des déces [1,2].

Le pronostic des patients atteints d’un cancer colorectal métastatique (CCRm) reste sombre
malgré son amélioration observée sur les 20 derniéres années aprés 1’introduction des
médicaments de chimiothérapie actifs, tel que I’oxaliplatine, I’irinotécan, le TAS-102...[3,4],
ainsi que les médicaments ciblés, en particulier, les agents qui bloquent le récepteur du facteur
de croissance épidermique (EGFR) dits les inhibiteurs d’EGFR, tels que les anticorps
monoclonaux anti-EGFR  cetuximab ou panitumumab, qui, en association avec la

chimiothérapie, présentent une option thérapeutique efficace chez les patients atteints de

CCRm [5,6].

Le récepteur de la tyrosine kinase EGFR appartient a la famille ErbB (Erythroblastose endogéne
B) /HER (récepteur du facteur de croissance épidermique humain). L’activation de ce récepteur
déclenche en aval diverses voies de signalisation qui interviennent dans la prolifération
cellulaire, jouant ainsi un rdle vital dans l'initiation et la progression du cancer colorectal [7].
Les voies de signalisation activées, notamment les voies RAS-RAF-BRAF-MAPK et
phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) -AKT, sont des moteurs clés de la croissance et de la

progression tumorale [8,9].

Les protéines RAS sont des proto-oncogénes fréquemment mutés dans les cancers humains.
Elles sont codées par trois genes exprimés de manicres ubiquitaires le HRAS, le KRAS et le
NRAS. Ces protéines sont des GTP-ases qui agissent comme des commutateurs moléculaires,
régulant les voies responsables de la prolifération et donc la survie cellulaire. La fonction
aberrante du KRAS et du NRAS est associée a des troubles du développement hyperprolifératif
et au cancer. Les données cliniques montrent que le KRAS est I’isoforme le plus fréquemment
muté et se retrouve dans 22% de tous les cancers analysés contre 8% pour le NRAS et 3% pour
le HRAS [10]. La mutation du proto-oncogene RAF de type B(BRAF) définit un nouveau

biomarqueur qui gagne de I’intérét en raison de son association a un pronostic défavorable par
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rapport aux CCRs de type BRAF sauvage bien que cette mutation n’ait a ce jour aucun role

prédictif clair pour orienter les décisions thérapeutiques [11].

Les métastases a distance sont a I’origine de beaucoup de problémes chez les patients atteints
de CCR en période post opératoire et sont associées a une morbidité et & une mortalité €levées.
Le protocole de traitement décidé est souvent basé sur les caractéristiques pronostiques du
patient, y compris les caractéristiques clinicopathologiques traditionnelles telles que le stade du
TNM, le degré de différenciation histopathologique, 1’invasion des tissus environnants, le
nombre de métastases ganglionnaires et I’instabilit¢ des microsatellites (MSI). Le systéme
ADN-MMR est composé de 4 genes MMR et de leurs protéines codées (MLH1, MSH2, MSH6
et PMS2). Une carence en MMR entraine soit la production d’une protéine tronquée non
fonctionnelle, soit la perte d’une protéine, qui va engendrer I’instabilit¢ des microsatellites
(MSI). Jusqu’a ce jour, le statut du MSI est le seul biomarqueur prédictif de la réponse aux

inhibiteurs de points de controle immunitaires d'une tumeur[12].

L’¢pidémiologie pathologique moléculaire constitue un puissant outil qui permet de décrypter
les résultats du traitement en fonction des modeles d’altération moléculaire. L’ optimisation d’un
traitement initial et les thérapies basées sur 1I’exposition continue des patients a des lignes du
traitement ont montrés une efficacité remarquable. En revanche, un changement du paradigme
est en cours via une tendance a aller vers une médecine de précision avec des thérapies

personnalisées basées sur les caractéristiques moléculaires spécifiques de la maladie.

Dans cette perspective, I’amélioration des connaissances dans la biologie et la génétique du
cancer colorectal a permis aux chercheurs de mieux définir les biomarqueurs prédictifs qui
aideraient les oncologues a sélectionner les nouvelles stratégies. Cela va permettre de définir
des thérapies ciblées et par conséquent plus adaptées au patient. Les genes KRAS, NRAS,
BRAF sont des genes clés dans la carcinogenése colorectale. Cependant, il existe encore peu
de données disponibles sur les statuts mutationnels de ces génes chez les patients atteints de
CCRm en Algérie. Dans ce travail de recherche, nous nous sommes intéressés a 1’étude des
profils moléculaires des biomarqueurs KRAS, NRAS, BRAF et instabilité des microsatellites
(MSI) en tant que facteurs pronostiques et prédictifs de réponse aux thérapies ciblées dans les
cancers colorectaux métastatiques chez les patients algériens. L’objectif de notre recherche est
d’analyser les profils mutationnels des génes KRAS, NRAS et BRAF en termes de fréquence,
de distribution et de corrélations avec des facteurs clinicopathologiques dans une population

algérienne.
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1.1 Epidémiologie

Depuis des décennies, la fréquence du cancer colorectal (CCR) augmente de fagon remarquable
dans tous les pays du monde. Le CCR est le deuxiéme cancer le plus mortel et la troisiéme
tumeur maligne la plus répandue dans le monde, il est a lui-méme le troisiéme cancer le plus
fréquent dans le monde chez ’homme, apres le cancer du poumon et le cancer de la prostate et

le deuxiéme chez la femme aprées le cancer du sein [13].

Selon le GLOBOCAN 2020,les statistiques rapportent environ de 1,9 million de cas de CCR
survenus et de 935 173 déces signalés, ce qui représente 10% de nouveaux cas d’atteinte par le
cancer et 9,39% de déces par cancer dans le monde (figure 1) [13]. Le CCR est la troisiéme
cause de déceés liés au cancer chez les deux sexes dans le monde, avec environ 515 637 déces
chez les hommes et 419 536 déces chez les femmes. De grandes variations géographiques des
taux d'incidence et de mortalité ont été observées. Les taux d'incidence étaient les plus élevés
en Europe, en Australie et en Nouvelle-Z¢lande et les taux de mortalité les plus élevés étaient
en Europe de I’Est. Les taux d'incidence du cancer du colon et du rectum ont tendance a étre
faibles dans la plupart des régions d'Afrique et au sud de 1’ Asie centrale. Selon les estimations
de GLOBOCAN 2020[13], il y aurait dans le monde 1,15 million de nouveaux cas, de cancer
du co6lon, 0,7 million de nouveaux cas de cancer rectal et 50 000 nouveaux cas de cancer anal

dans 1’année 2020.

En Algérie, le CCR se classe au deuxieme rang par ordre de fréquence, en 2020, on estime 6526
nouveaux cas diagnostiqués chez les deux sexes, il se classe également au troisieme rang des
cancers chez ’homme apres le cancer du poumon et le cancer de la prostate avec plus de 3458
nouveaux cas et au deuxiéme rang chez la femme apres le cancer du sein  avec plus de 3068
cas, estimés en 2020. En Algérie, En Algérie, le CCR est marqué par une transition
épidémiologique significative, liée a I'augmentation de l'espérance de vie, des transformations

de I'environnement, et des changements de mode de vie [14].

Le grand nombre de cas de CCR pose un probléme de santé publique a 1I’échelle mondiale. La
sensibilisation au CCR a pris une importance accrue engendrant des actions dans le but de
promouvoir des choix de modes de vie sains, de recourir a des nouvelles stratégies de gestion
du CCR et de mettre en ceuvre des programmes mondiaux de dépistage essentiels pour prévenir

la morbidité et la mortalité par le CCR [15].



Chapitre 1

Etude bibliographique

A ESTIMATED NUMBER OF NEW CASES IN

2020, WORLDWIDE, BOTH SEXES, ALL
AGES

Breast
12%

Other
cancers
46%

Cervix uteri Liver
3% 5 5%

B ESTIMATED NUMBER OF DEATHS IN

2020, WORLDWIDE, BOTH SEXES, ALL
AGES

Lung
18%

Other
cancers

Pancreas
5% Oesophagus Breast

2

Breast 2261419 (11.72%)

Lung 22067 71 (11.44%)
Colorectum 1931520 (10.019%)
Prostate 1414259 (7 .33%)
Stomach 1089103 (5 65%)

Liver SOS55877 (4.69%)

Cervix uteri 604127 (3.13%)
Other cancers 8875843 (46.03%)

Lung 1796144 (18.04%)
Colorectum 935173 (9 39%)
Liver 830180 (8.24%)

Stomach 768793 (7.72%)

Breast 684996 (6. 88%)
Oesophagus 544076 (5.469%)
Pancreas 456003 (4 68%)

Other cancers 3932768 (39.49%)

Figure 1. Estimations et proportions de cas incidents et de décés des principaux types de
cancer dans le monde en 2020.

(A) Estimation du nombre de nouveaux cas de cancer en 2020 dans le monde. (B) Estimation
du nombre de déces liés au cancer en 2020 dans le monde [13].

1.2 Anatomie du colon et du rectum

1.2.1 Macroscopie

Le gros intestin fait partie du systéme digestif qui comprend : la bouche, I'eesophage, 1'estomac,

l'intestin gréle, le colon et le rectum [16]. Le c6lon s'étend de la valvule iléo-colique a 1'anus et

mesure en moyenne 120 cm a 150 cm chez I'adulte et se divise en plusieurs segments :

v Le ceecum: la partie sacculaire la plus proximale du gros intestin et se trouve en dessous

d'une ligne horizontale définie par la valve iléo-colique, ou débouche I’appendice.

v" Le c6lon ascendant ou le colon droit : mesure de 15 cm a 20 cm et s'étend jusqu'a I'angle

hépatique.

v Le c6lon transverse : mesure en moyenne 30 cm a 60 cm et s'étend de I'angle hépatique

a I'angle splénique et possede un mésentere.

v" Le colon descendant : commence de l'angle splénique puis devient rétropéritonéal et

s'étend sur 20 a 25 cm.

v Le colon sigmoide : atteint arbitrairement le rectum a peu prés au niveau de la troisiéme

vertébre sacrée.
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v Le rectum : mesurant de 10 cm a 15 cm de longueur et se termine au niveau du canal
anal (Figure 2). Le tiers supérieur du rectum est recouvert de péritoine et les deux tiers

inférieurs se trouvent dans le rétropéritoine entouré par le mésorectum graisseux [17].

Angle colique droit Angle colique

Colon transverse

ascendant descendant

Iléon

Valvule

iléo-caecale Angle sigmoide

Figure 2. Anatomie du c6lon et du rectum.
(https://ressources.unisciel.fr/physiologie/co/grain8b_1.html)

1.2.2 Histologie
1.2.2.1 Histologie du célon

Les parois du cdlon et du rectum sont composées de cinq couches histologiques distinctes [18]

(Figure 3). On y trouve de I’intérieur vers 1’extérieur :

La muqueuse qui constitue la couche la plus interne (luminale) du co6lon. A noter que
contrairement a l'intestin gréle, le colon est dépourvu de villosités, il abrite des cryptes ou
glandes dites « de Lieberkiihn » et la lamina propria, qui se trouve sous les cryptes. Ces cellules
caliciformes, majoritaires et entérocytes constituent 1’unité fonctionnelle du célon [19]. De
plus, les cellules cylindriques fagconnent 1'épithélium de surface qui fonctionne comme une
barriére protectrice entre 'h6te et la lumiére intestinale. La muqueuse et la sous-muqueuse sous-

jacente sont séparées par la couche musculaire lisse de la musculeuse muqueuse.

La sous-muqueuse, et contient des fibroblastes, un systéme vasculaire, des nerfs et une variété
de globules blancs situés sous des brins de tissu de collagéne. Cette couche abrite un plexus

neuronal dit le plexus de Meissner, qui innerve la musculeuse muqueuse. Les couches internes
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du coblon sont entourées d'une épaisse couche musculaire (muscularis externa) constituée de
tissu musculaire circulaire et longitudinal. Ceux-ci sont innervés par le plexus d'Auerbach situé
dans la tunique musculeuse. Les composants histologiques les plus externes du colon sont
formés de la sous-séreuse et de la séreuse (intrapéritonéale). La séreuse qui est la couche la
plus superficielle est dérivée du péritoine viscéral qui entoure le colon, ainsi que les visceres
pelviens abdominaux et les mésentéres. Cependant, le rectum est entouré par 'adventice

(rétropéritonéale) [18].

Transverse colon

Figure 3. Histologie du cblon et organisation des cryptes [20].

1.2.2.2 Structure et organisation des cryptes coliques

L'anatomie de I'épithélium colique consiste en une structure en forme de « collines et de
vallées» appelées cryptes, formées par une seule couche de cellules épithéliales (Figure 4). 11
est bien ¢établi que les cryptes du cdlon montrent une organisation topographique polarisée ou
la position d'une cellule spécifique est étroitement liée a sa fonction, a son comportement et a
sa capacité de prolifération et de transformation [21]. L'épithélium mature du c6lon est composé
de deux principaux types de cellules différenciées, des cellules entérocytes et des cellules
caliciformes, avec une population mineure de cellules entéroendocrines. Les cellules
caliciformes se trouvent dans la zone médiane des cryptes et leur fonction est la sécrétion de
mucine. Les cellules endocrines sont généralement confinées au tiers inférieur des cryptes et
les entérocytes absorbantes, également appelées colonocytes, se trouvent au tiers supérieur et a

la surface de la crypte [22].

D'autre part, les cellules souches indifférenciées du co6lon occupent la base de ces structures.
Ainsi, I'¢tat de différenciation des cellules dépend de leur position le long de la crypte, les
cellules moins différenciées sont situées en bas, et les plus différenciées sont situées en haut.

Ce processus de différenciation est associé¢ aux changements morphologiques, qui a lieu lors de
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la migration vers le lumen. Lorsque les colonocytes atteignent la surface de la crypte, le
processus de différenciation est terminé. En revanche, pour une fonction efficace et correcte du

coOlon, I'élimination des colonocytes sénescentes est essentielle [22].

Figure 4. Structure des cryptes coliques. L'unité fonctionnelle de la base du célon est la
crypte [22].

1.3 La pathogenése du cancer colorectal

La pathogenése du CCR est due a l'accumulation progressive d'altérations génétiques et
épigénétiques dont certaines sont responsables de 1'activation d'oncogenes ou de 1'inactivation
de genes onco-suppresseurs, capables de piloter 1'évolution maligne de I'épithélium normal
jusqu'a des lésions néoplasiques précoces au CCR [23,24] a travers I’apparition de foyers de
cryptes aberrantes, des adénomes et des Ié€sions néoplasiques précoces/adénomes
festonnés. Une telle transformation maligne prend jusqu'a 15 ans, en fonction des
caractéristiques de la 1ésion et d'autres facteurs de risque indépendants tels que le sexe, 1'indice

de masse corporelle et le mode de vie sédentaire [ 25].

La transformation néoplasique affectant 1'épithélium du colon est caractérisée par deux voies
morphologiques distinctes de carcinogenese, a savoir les voies de néoplasie conventionnelle et
alternative/festonnée (Figure 5), chacune étant définie par des altérations génétiques et
épigénétiques spécifiques, des caractéristiques cliniques et histologiques typiques, conduisant

a des phénotypes différents [ 26,27,28,29].
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Colorectal carcinogenesis

Chromosomal Microsatellite Serrated
instability instability pathway

Lynch syndrome MLH1 Methylation Island Methylation
(MLH1, MSH2, MSH6, CIMP-high Pathway (CIMP)
PMS2) (BRAF) (KRAS, BRAF)

Deficient mismatch repair

Colorectal cancer

Figure 5. Les différentes voies de la pathogenese du cancer colorectal [30].
1.3.1 La voie « classique » de la séquence adénome-carcinome.

Le modé¢le conventionnel, dit séquence adénome-carcinome, est histologiquement homogeéne
et caractérise morphologiquement 1'adénome comme une lésion précurseur [ 31], y compris
'adénome tubulaire ou tubulovilleux. La séquence adénome-carcinome est un terme utilisé pour
décrire la progression du cancer. Fearon et Vogelstein (1988) ont décrit la séquence adénome-
carcinome comme une voie mutationnelle en plusieurs étapes, dans laquelle chaque altération

histologique est la conséquence d'une dérégulation moléculaire [29,32,33,34,35].

Le mode¢le de la séquence adénome-carcinome souvent appelé modéle de « Vogelgram » a regu
plusieurs distinctions et dispose d’une notoriété mais il fait 1’objet de critiques par les experts
et la recherche d’alternatives est toujours en cours [36]. L'intensification des recherches sur la
carcinogenese colorectale a accumulé des preuves frappantes de plusieurs voies génétiques
fréquemment affectées par des altérations. Jass (2007)[37] décrit le lien dogmatique du CCR
au modele monodirectionnel comme préjudiciable a la recherche dans le domaine. Par
conséquent, Issa (2008) [38] postule que le concept de séquence adénome-carcinome doit étre
révisé.

Le CCR se développe lorsque les cellules épithéliales acquiérent une série de modifications
génétiques ou épigénétiques qui leur permettent d'étre hyperprolifératives. Ces cellules a
développement rapide forment un adénome bénin, qui peut évoluer vers le cancer et métastaser.
Le cancer commence comme un adénome minuscule qui devient un adénome géant pour finir
en cancer. Au niveau moléculaire, ce modele admet un fond hétérogene, basé sur I’un des deux
mécanismes de tumorigenése (Figure 6): (i) l'instabilité chromosomique (CIN) ou (ii)

l'instabilité des microsatellites (MSI) [39] .
10
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CIN - Chromosomal Instability pathway

APC Inactivation KRAS mutation 18q, SMAD2/4 loss TP53 mutation
and loss 1

—_— _— @ —_— —_—
Normal mucosa Early adenoma Intermediste adenoma Late adenoma Carcinoma
MMR mutation; BRAF mutation TGFPR2, IGF2R, BAX mutation

MLH1 methylation

MSI - Microsatellite Instability pathway

Figure 6. Séquence conventionnelle d’adénome a carcinome [29].

L'inactivation du gene suppresseur de tumeur (APC) s’observe a un stade précoce du
développement d'une tumeur du colon. L'activation de I’oncogéne K-RAS est associée a la
transition d'un adénome précoce a un adénome intermédiaire. Lors de la transition d'un
adénome intermédiaire a un adénome tardif, des changements au niveau génomique sont
observés, telle que la perte du chromosome 18, ainsi que la perte des locus. L’inactivation du
gene suppresseur de tumeur p53 (TP53) et le gain du chromosome 8q sont associés a une
transition tardive adénome-carcinome. Quant a la capacité de métastaser, la transition nécessite
des changements supplémentaires telle que la perte du chromosome 8p qui est associée a la

transition carcinome-métastase [27,33,40].

La voie de l'instabilité chromosomique (CIN) commence par des mutations bi-alléliques du
gene suppresseur de tumeur APC au sein de la muqueuse colique normale. Cette derniére se
différencie progressivement en adénocarcinome lors de l'acquisition de mutations
supplémentaires dans les génes KRAS, SMAD4 et TP53 avec une dérégulation des voies de
signalisation Wnt/B-caténine, MAPK, PI3K et TGF-f [29].

Alternativement, la voie MSI implique une altération initiale de la signalisation Wnt qui conduit
a la formation d’un adénome précoce. Ensuite, la mutation BRAF se verra suivie d'altérations
des geénes TGFBR2, IGF2R et BAX qui participent a la progression vers les stades

intermédiaires et tardifs de la carcinogenése [29].
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1.3.2 Altérations moléculaires dans la séquence adénome-carcinome
1.3.2.1 L’instabilité chromosomique (CIN)

La voie de la tumorigenése du CCR qui implique les mutations RAS est l'instabilité
chromosomique [41]. La voie traditionnelle adénome-carcinome commence lorsqu’il se produit
des mutations qui inactivent le géne suppresseur de tumeur APC. Nous citons, la mutation de
I'homologue de 'oncogene viral du sarcome de rat Kirsten (KRAS) qui conduit a des adénomes
plus gros [41,42]. Enfin, des mutations supplémentaires se produisent dans le TP53, dans le

PIK3CA et une perte de 18q conduisent a un cancer invasif (Figure 7) [42,43,44].

La CIN représente la forme la plus répandue d’instabilité génomique, elle est détectée dans 85
% des CCR sporadiques et est fréquemment observée dans les sites du cancer du colon distaux
plutot que proximaux. La CIN consiste en un gain ou en une perte d’une partie ou de tout le(s)
chromosome(s) et est généralement associée a des mutations de proto-oncogenes dits aussi

genes suppresseurs de tumeurs [39].
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Figure 7. La voie d’instabilité chromosomique [44].
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1.3.2.1.1 Le géne APC

Le géne responsable de la polypose adénomateuse du célon (APC) a été¢ découvert dans les
années 1970, il se situe sur le chromosome 5, dans la région q21.Le géne suppresseur de tumeur
(APC) code pour une protéine de 312 kDas [45] et est impliqué dans la régulation de la -
caténine dans le cadre de la voie de signalisation WNT car il empéche de maniére constante

l'activation de la B-caténine qui entraine la prolifération cellulaire incontrolée [46,47].

Dans les entérocytes normaux, le complexe de destruction de la B-caténine maintient le signal
WNT au niveau intracellulaire dans des niveaux appropriés, il comprend les génes APC, AXIN,

GSK3 , et CK1a [47].

En I’absence du ligand Wnt, le complexe de destruction contenant I’APC, favorise
I’ubiquitination de la B-caténine dans le cytosol, déclenche par le protéasome la dégradation
ultérieure de la B-caténine, de méme que les genes cibles de la voie Wnt sont également gardés
réprimés dans le noyau, par le répresseur Groucho qui interagit avec les facteurs de transcription

TCF et LEF liés a 'ADN (Figure 8-A) [47].

En I’absence de mutation APC, le ligand Wnt se lie aux récepteurs Frizzled localisés a la surface
des cellules et il active la signalisation Wnt. Cela déclenche la séquestration du complexe de
destruction dans la membrane cellulaire et facilite la production de B-caténine, qui pénétre dans

le noyau et active les génes cibles de la voie Wnt [48](Figure 8-B).

Lorsque I'APC est muté, le « complexe de destruction » défectueux est incapable de se lier et
d'ubiquitiner la B-caténine ; de ce fait, il agit comme un signal de prolifération incontr6lé, méme

en l'absence d'activation de la voie de signalisation Wnt par le ligand Wnt (Figure 8-C) [47].
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Figure 8. La voie simplifiée WNT/B-caténine [47].
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Les études actuelles impliquent une signalisation aberrante Wnt/B-caténine suite a 1'inactivation
du géne APC ou a l'activation de mutations dans le geéne B-caténine comme événement
déclencheur du développement de 1'adénome colique [49,50]. L'inactivation compléte du géne
APC est responsable de la majorité des FAP caractérisées par une polypose colique abondante
et un carcinome colorectal [51]. Des mutations inactivatrices du géne ont été rapportées chez

34 270 % des patients atteints d'un cancer colorectal sporadique [52,53,54].
1.3.2.1.2 Le géne TPS3

Le géne TP53 connu du nom «gardien du génome », situé sur le bras court du chromosome 17,
code pour une protéine régulant le cycle cellulaire, la réparation de I'ADN, la sénescence et
I'apoptose [55]. Des mutations ou une perte de fonction du géne TP53 sont rapportées dans 50

a 75 % des cas de CCR [56,57].

L'inactivation du gene TP53, suppresseur de la tumeur, entraine la progression tumorale
permettant une prolifération cellulaire excessive. En effet, la transition de l'adénome au
carcinome invasif est généralement associée a l'inactivation du TP53 [58]. La perte
d'hétérozygotie (LOH) du chromosome 17q ou se trouve TP53 est un événement fréquent dans
les CCR, du fait du rdle essentiel du chromosome 17q dans la séquence canonique adénome-
adénocarcinome. Similaire au géne APC, le géne TP53 est plus fréquemment muté dans les
CCR non hypermutés que dans les CCR hypermutés [59] ; ainsi, il convient de noter que dans
la reprogrammation métabolique de la tumeur interviennent non seulement les pertes d'activité
du gene TP53, mais également les mutants TP53 «gain de fonction », ce qui favorise la

progression et I'invasion de la tumeur [ 60,61].
1.3.2.1.3 Le géne TGF-p

Dans les processus cellulaires fondamentaux, notamment dans la croissance cellulaire, la voie
TGF-B joue un role essentiel dans la différenciation et l'apoptose. Les modifications
chromosomiques impliquant le géne TGF-B contribuent fortement a la voie CIN dans la
carcinogenese colorectale. La perte d'hétérozygotie (LOH) fait référence a 1'absence de 1'une
des deux all¢les d'un gene, 1'all¢le restant, étant affecté par une mutation [62]. Par ailleurs, il est
a noter que dans environ 70 % des cas du CCR avancé¢, une LOH du chromosome 18q [ 63] est
le plus souvent observée, des travaux montrent qu’elle est associée & un mauvais pronostic du
CCR [ 64]. La LOH du chromosome 18q est I'une des principales altérations génomiques
associées a l'inactivation de la voie TGF-B. Le chromosome 18q code pour deux genes
suppresseurs de tumeurs importants, SMAD2 et SMADA4, dont la perte d'hétérozygotie (LOH)

inactive la voie de signalisation TGF-f et favorise, 1'évasion de 1'apoptose et la prolifération
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cellulaire. Presque tous les CCR présentent une activation de géne MYC par l'inactivation de
la voie TGF-f et/ou une signalisation Wnt activée, indiquant un réle important pour MYC dans
le CCR [59]. Dans les tissus colorectaux normaux ou précoces du CCR, le gene TGF-f sert de
suppresseur de tumeur en induisant I'apoptose et en inhibant la prolifération et I'immortalisation

des cellules, d’ou I'inactivation de la voie TGF-f favorise la tumorigenese colorectale.

Au cours des derniers stades de la carcinogenése colorectale, le géne TGF-f devient un
oncogene et son activation favorise la progression, 1'invasion et les métastases tumorales du

cancer [60,65].
1.3.2.1.4 Le géne RAS
1.3.2.1.4.1 Structure moléculaire du géne KRAS

Le sarcome du rat de Kirsten (KRAS) est un oncogeéne fréquemment muté dans les tumeurs
humaines, et en particulier dans le CCR [66], le gene KRAS, situé¢ sur le bras court du
chromosome 12 (12p12.1), code pour une petite protéine G a un poids moléculaire de 21 kDa.
La protéine KRAS est composée de six brins béta et de cinqg hélices alpha, avec deux domaines
majeurs : le domaine G et 1'élément structurel C-terminal [ 67,19]. Le domaine G, trés bien
conservé, contient les boucles switch I et switch 11, responsables de 1'échange GDP-GTP [ 68].
L'extrémité C-terminale est une région hypervariable contenant le motif CAAX, qui joue un
role important dans la régulation de la localisation de KRAS sur la surface interne de la

membrane plasmique [69].
1.3.214.2 Les mutations de KRAS

Les mutations de I’oncogene KRAS conduisent a une prolifération accrue des cellules de CCR
qui en combinaison avec d'autres mutations comme dans le géne APC, favorisent la
tumorigenese. Prés de 85 % des mutations du KRAS dans le CCR se produisent dans 1'un des
trois principaux points chauds a savoir les codons 12, 13 et 61 [70,71]. Les mutations les plus
répandues touchent le codon 12, représentant environ 65 % des alléles mutants KRAS. De plus,
G12D et G12V sont les deux sous-types les plus fréquents dans le CCR (Figure 9). Chaque
mutation a une signature biologique distincte, avec la plus grande variabilité observée entre les
mutations KRAS, G13D et G12D, qui présentent différentes réponses au traitement du CCR
[72].

Deux autres isoformes RAS contiennent également des mutations oncogenes dans le CCR: les
oncogenes viraux du sarcome de Harvey et du neuroblastome du rat (respectivement,

HRAS et NRAS) [73]. KRAS lui-méme code pour deux isoformes protéiques hautement liées,
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KRAS-4B et KRAS-4A, contenant respectivement 188 et 189 acides aminés [ 74,75]. Ces
isoformes sont toutes deux impliquées dans la prolifération, la différenciation et la croissance

cellulaire via la voie de signalisation RAS/MAPK [ 76 ].

G12S 5.6%
G12A 5.3%
A146T 1.9%
A146V 0.5%
Q61H 1.1%

Q61K 0.3%
Other 2.7%

iOther KRAS
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7 Gr2v
T 209%

~7g12¢c &

82% ¢ G13D19.6% "

Figure 9. Pourcentage de différentes mutations RAS dans les cancers colorectaux [73].

1.3.2.1.4.3 La fonction de KRAS

En ce qui concerne sa fonction, le KRAS est une guanine triphosphatase (GTPase) qui se trouve
généralement sur la partie interne de la membrane cellulaire, ancrée par une modification
lipidique post-traductionnelle au niveau de son site C-terminal [77]. Le KRAS de type sauvage
fonctionne comme un commutateur moléculaire binaire controlé, alternant entre les
conformations de transduction de signal inactives et actives. Une fois que le KRAS est dans
son état 1i¢ au GTP, il subit des changements structurels qui lui permettent de se lier et de
coopérer avec les molécules de signalisation en aval. Le RAS est inactif lorsqu'il est li¢ au
guanosine diphosphate (GDP) mais une fois li¢ au GTP, le KRAS transmet activement le signal
des récepteurs de la surface cellulaire tels que le récepteur du facteur de croissance épithélial
(EGFR) en se liant aux protéines effectrices en aval, provoquant finalement la croissance et la
prolifération cellulaires [ 78]. Le KRAS-GTP alimente plusieurs voies en aval, y compris la voie
du fibrosarcome rapidement accéléré (RAF)-protéine kinase activée par un mitogene (MEK)-
kinase régulée par le signal extracellulaire (ERK) et la phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) -

protéine kinase B (AKT)-cible mécaniste de la voie de la rapamycine (mTOR).

Ces voies stimulent la croissance et la survie des cellules cancéreuses, souvent en stimulant la
signalisation MAPK, ce qui, augmente la phospho-ERK, et conduit a son tour a une

transcription améliorée des geénes de réponse [73,76,83].

Les facteurs de croissance qui se lient a leurs récepteurs EGFR activent les facteurs d'échange de guanine
(GEF) tels que SOS qui sont attachés par la protéine adaptatrice GRB2, SOS stimule la libération du
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GDP 1ié par le RAS, conduisant a 1’activation du RAS-GTP. Les protéines activant la GTP ase (GAP)
peuvent se lier au RAS-GTP et accélérer la conversion du RAS-GTP en RAS-GDP (guanosine
diphosphate). Le RAS activé régule plusieurs fonctions cellulaires via des effecteurs, notamment la voie

Raf-MEK-ERK, PI3K, RALGDS, le géne de type RALGDS (RLG) et RGL2 [79] (Figure 10).
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Figure 10. La voie de signalisation RAS.

1.3.2.1.5 Les génes PI3K/AKT

Le mutant KRAS exerce également son effet en stimulant la prolifération via la voie PI3K/AKT.
Le statut mutationnel de PI3K (la cible phosphoinositide 3-kinases) est un marqueur
pronostique potentiel dans le CCR, car les mutations dans la sous-unité alpha catalytique de
PI3K sont fréquemment associées a des mutations du KRAS et associées a un mauvais pronostic
dans le CCR [ 80]. Le KRAS de type sauvage activé et le KRAS mutant activé de maniére
constitutive se lient directement au PI3K qui est activé lui aussi par le RAS, fini par générer des

messagers lipidiques secondaires PIP3 dans la membrane. Ce signal peut se propager en aval a
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travers plusieurs molécules effectrices, notamment, dans les cellules du CCR ou il a été
démontré que les mutations du KRAS conduisent a une signalisation du MAPK anormalement

¢levée [81,82].

Les mutations activatrices de PIK3CA, le géne codant pour la sous-unité catalytique de PI3K,
sont identifiées comme de nouveaux mécanismes d'induction de la signalisation oncogéne de

PI3K. Le PIK3CA est somatiquement muté dans plus de 25 % des cancers colorectaux [83].
1.3.2.1.6 Le géne PTEN

Le géne PTEN est une phosphatase qui régule négativement la voie de signalisation PI3K/AKT
en déphosphorylant le PIP3 pour inhiber l'activation de I'AKT via I'hyperactivation de la
signalisation PI3K [84]. Le geéne PTEN s’active dans le cas du cancer et il a pour role de
protéger le génome (citez le génome) de I’instabilité. Des études cliniques ont montré que lors
une mutation PI3KCA, il y aurait une résistance aux inhibiteurs monoclonaux de I'EGFR, au
cétuximab ou au panitumumab, alors que d’autres études n’avaient pas confirmé cet effet. De
plus, I’inactivation de PTEN est associée soit a un manque de réponse tumorale, soit & une
survie globale défavorable. Dans les deux cas, ces données indiquent que 1’évaluation
concomitante de 1’état moléculaire des voies PIK3CA/PTEN et KRAS permet d’identifier
jusqu’a 70 % des patients atteints de CCRm et les moins susceptibles de répondre aux anti-

EGFR [83].
1.3.2.1.7 Le géne BRAF
1.3.2.1.7.1 Le role oncogénique de la protéine BRAF

L’oncogene BRAF, situé sur le bras long du chromosome 7, code pour une protéine BRAF
appartenant a la famille des sérine/thréonine kinases RAF (ARAF, BRAF et CRAF). Cette
protéine interagit fortement dans la régulation de la voie de signalisation RAS/ MAP
kinase/ERK, qui affecte la division, la différenciation, la migration, la survie et I'angiogenése
cellulaire. Les protéines RAF activées conduisent a la phosphorylation et a I’activation des
protéines (MAPK-ERK-Kinase) et MEK2, qui a leur tour, phosphorylent et activent ensuite les
ERK1 (Extracellular signal-Related Kinase) et ERK2. Une fois activées, les protéines ERK
vont pénétrer dans le noyau ou elles vont stimuler 1’expression des geénes impliqués dans la

régulation de la prolifération et de la survie cellulaire (Figure 11)[85].
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Cellular

proliferation <——— Gene transcription

Figure 11. Voie de la protéine kinase activée par un mitogéne (MAPK) dans le cancer
colorectal métastatique (CCRm) avec la mutation BRAF V600E. Cette voie est essentielle

pour comprendre les mécanismes de la prolifération cellulaire dans le CCRm [85].
1.3.2.1.7.2 La mutation BRAFV600E : définition et prévalence

Le gene BRAF V600E est une mutation activatrice qui représente environ 90 % de toutes les
mutations BRAF observées dans le CCR [86]. Il résulte de la transversion de la thymidine en
adénine située au niveau de I’exon 15 du géne, en position 1 799 (c.1 799T>A), provoquant une
substitution de la valine en glutamate qui conduit a l'activation constitutive de la MEK et a une
prolifération cellulaire non inhibée indépendante de 'EGFR [87]. Les mutations BRAF et
KRAS/NRAS s'excluent mutuellement dans le CCR [87,88]. Ce fait conforte 'hypothése selon
laquelle le gene BRAF est le principal effecteur de KRAS/NRAS dans la voie MAPK et que
les deux mutations ont des effets équivalents sur la tumorigenése [89]. Les mutations
somatiques de BRAF ne sont présentes que dans 5 a 10 % des CCR ou celles-ci correspondent

majoritairement a la mutation V60OE [90].
1.3.2.2 La voie d’instabilité des microsatellites

1.3.2.2.1 Définition

Les microsatellites sont des séquences d'ADN répétitives qui ne codent pas pour des protéines,
avec une longueur allant d'une a dix paires de bases nucléotidiques. En raison de leur forte
susceptibilité aux mutations lors de la réplication de I’ ADN, ils constituent un lieu courant pour
les erreurs d’ADN. Le systeéme de réparation des mésappariements englobe quatre protéines
(MLH1, PMS2, MSH2 et MSH6) chargées de détecter et de corriger ces erreurs, qui agissent
comme des hétérodiméres fonctionnels (MLH1/PMS2 et MSH2/MSH®6) [91].
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L'instabilit¢ des microsatellites (MSI) est un phénotype moléculaire dii a un systeme de
réparation des mésappariements d'ADN défectueux et on la retrouve dans 10 a 15 % des cancers
colorectaux sporadiques (CRC) [92]. Les cas sporadiques de MSI sont causés par I'inactivation
des génes MMR par des mutations somatiques ou par un silengage €pigénétique (par exemple,
hyperméthylation somatique du promoteur MLH1), fréquemment associées a des mutations
BRAF. La MSI-high est une caractéristique du syndrome de Lynch, également connu sous le
nom de CRC héréditaire sans polypose (HNPCC), un syndrome génétique autosomique
dominant caractérisé par un risque accru de développer certains types de cancers, en particulier

le CCR et les cancers de I'endométre [91].

On distingue 3 types de MSI définit en fonction de sa fréquence : une haute instabilité
microsatellitaire (MSI-H), une faible instabilité microsatellitaire (MSI-L) et une stabilité des

microsatellites (MSS) [93].
1.3.2.2.2 Le systéme de réparation des mésappariements d'ADN (MMR)

Le systéme efficace de réparation des mésappariements (MMR) qui préserve la stabilité des
microsatellites (MSS) est défini par la présence de protéines fonctionnelles impliquées dans
cette machinerie de réparation de 1'acide désoxyribonucléique (ADN). Ce systeme (MMR) vise
a corriger les erreurs commises lors de la synthése de I’ADN par les polymérases, erreurs non
corrigées lors de son activité d’édition et par les mésappariements de bases générés lors de la
réplication et de la recombinaison de I'ADN [94]. Il s’agit de la protéine MutS homologue 2
(MSH2), la protéine MutS homologue 3 (MSH3), 'homologue 6 de la protéine MutS (MSH®6),
I'homologue 1 de la protéine mutL. humaine (MLH1), la ségrégation post-méiotique accrue de

I'homologue 1 (PMS]1) et de 'homologue 2 de PMS1 (PMS2).

Ces protéines fonctionnent en dimeres, MSH2 avec MSH6 ou MSH3 et MLH1 avec PMS2,
pour analyser I'ADN et identifier les mésappariements base-base (AC ou AG au lieu d'AT) et
les boucles d'insertion/délétion [95,96]. MSH6 et MSH2 forment le complexe MutSa, qui
identifie les mésappariements d'une seule base. Lors de la reconnaissance des mésappariements
d'une base unique par MutSa, I'hétérodimere se lie au complexe MutLa formé par MLH1 et

PMS2 [97].

L’interaction de MutLa avec les complexes MutS via MLHI1 est essentielle pour la coordination
des événements de réparation en aval, de méme que l'antigéne nucléaire cellulaire en
prolifération (PCNA) est impliqué dans I'initiation du ROR car il interagit avec MutSa et MutSf3
[98].
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Le PCNA active également MutLa dont I'activité endonucléase est requise pour l'excision des
bases mésappariées par I'exonucléase I [97,98]. Ensuite, la polymérase 9, assistée par PCNA,
peut effectuer une resyntheése de I'ADN et un nouveau brin d'ADN est scellé¢ par 'ADN ligase
I. Les boucles d'insertion-délétion sont reconnues par le complexe MutSB a partir de
I'hétérodimére MSH2-MSH3. MutSB se lie a MutLa pour réparer les mésappariements en
utilisant le méme processus qu'un mésappariement a base unique (Figure 12) [94,95,99].

s 2

(" 1. Single mismatch h

Figure 12. Mécanisme du systeme de réparation des mésappariements [100].
1.3.3 La voie festonnée /CIMP : séquence d’adénome festonné a carcinome

Contrairement a la voie conventionnelle adénome-carcinome, une voie alternative, caractérisée
par la présence d'adénomes/polypes festonnés comme Iésions précurseurs, a été documentée au
cours des 10 derniéres années [101]. I a été estimé que 15 a 30 % de tous les CCRs résultent
de Iésions néoplasiques festonnés précoces. Ces 1ésions, caractérisées histologiquement par un
aspect « festonné » ou (en dents de scie) des cryptes glandulaires épithéliales au sein des polypes

précurseurs ont longtemps été considérées comme inoffensives [101,102].

Au niveau moléculaire, les 1ésions colorectales festonnées présentent rarement des mutations
APC. La majorité des CCRs résultant de 1ésions festonnées sont porteuses de mutations BRAF
tandis que les mutations KRAS restent moins fréquentes. Ils sont également associés a deux
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voies, a savoir le MSI et le phénotype de méthylation épigénétique des ilots CpG (CIMP) qui
sont impliqués dans l'instabilité génomique. Ce dernier étant considéré comme le mécanisme
majeur qui entraine la voie festonnée vers le CCR, est divisé en CIMP-H et CIMP-L en fonction
du degré de méthylation du gene [103]. Dans I'ensemble, les CCRs ont été classés en cinq sous-
types moléculaires en fonction de leur statut MSI et CIMP, parmi lesquels les trois signatures

suivantes décrivent des 1ésions festonnées [37] :

v CIMP-H, MLHI1 méthylé, MSI, 1ésions de BRAF muté, connues sous le nom de MSI
sporadiques;
v' CIMP-H, MLHI1 partiellement méthylé, MSS, 1ésions de BRAF muté ;

v CIMP-L, MGM méthyl¢, MSS, Iésions de KRAS mutg.

1.3.3.1 Caractéristiques histopathologiques et endoscopiques des lésions colorectales

festonnées

La néoplasie festonnée du CCR représente I'un des sous-types de CCR classés histologiquement
par 'organisation mondiale de la santé (OMS) en trois catégories morphologiques : (a) polype
hyperplasique (HP), (b) adénome/polype festonné sessile (SSA/P) avec ou sans dysplasie
cytologique (SSAD) et (¢) I'adénome/polype festonné traditionnel (TSA) (Figure 13) [ 104].

Figure 13. Aspect endoscopique représentatif des lésions festonnées du cancer colorectal.

(a) Polype hyperplasique ; (b ) Adénome/polype festonné sessile ; ( ¢ ) Adénome/polype
festonné sessile avec dysplasie ; ( d ) Adénome festonné traditionnel [29].
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1.3.3.2 Altérations moléculaires dans la séquence d’adénome festonné a carcinome

Les mécanismes carcinogénétiques colorectaux qui conduisent a la transformation maligne de
la muqueuse normale du c6lon en polype festonné, puis en carcinome, peuvent étre distingués
selon des voies festonnées traditionnelles et sessiles respectivement TSA et SSA/P, basées sur
les 1ésions impliquées dans le processus oncogene et sur différentes molécules. Elles sont
caractérisées par des mutations BRAF ou KRAS, I"’hyperméthylation des lots CpG et le statut
MSI (Figure 14) [105,106].

% BRAF mutated KRAS or BRAF
%t p16,. IGFB7 mutated
< Normal mucosa

HP

) p16.1GFB7 1088

MGMT loss Other gone loss

ssap
MLH1T loss Other gene loss
/ \ feeee
.’. e
- BRAF mutated - BRAF mutated - KRAS mutated - BRAF mutated
- CIMP-H - CIMP-H - CIMP- - CIMP-H
- MSI-H - MSS - MSS / MSI-L - MSS / MSI-L
Sessile Serrated pathway Traditional Serrated pathway

Figure 14. Présentation des deux voies festonnées [29].

Comme la séquence conduisant au cancer colorectal festonné (CCR) peut se produire selon
deux voies moléculaires différentes, la voie sessile et la voie festonnée traditionnelle, le
processus tumorigene implique une accumulation progressive de modifications génétiques et
épigénétiques spécifiques affectant les cellules épithéliales normales du colon. Dans la voie
sessile festonnée, la transformation de la muqueuse normale commence par des mutations de
BRAF, suivies par une hyperméthylation des promoteurs pl6 et IGFBP7 et la progression
ultérieure vers un adénocarcinome festonné, principalement par des altérations épigénétiques
de MLHI1. En revanche, la voie festonnée traditionnelle implique des mutations KRAS ou
BRAF dans les cellules normales du célon qui, associée a la mutation MGMT ou a d'autres
altérations de la méthylation des génes, évolue de manieére maligne vers une dysplasie de haut
grade d'adénome festonné traditionnel (TSA) puis vers un adénocarcinome festonné (SAC)

[29].
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1.4 Les Facteurs de risque de cancer colorectal

Le développement du cancer colorectal est associ¢ a des facteurs de risque modifiables et non
modifiables. Les antécédents familiaux et individuels (sexe, age, race, antécédents de maladie
inflammatoire de Il'intestin (MICI)) et les antécédents familiaux sont des facteurs non
modifiables car ils ne peuvent pas étre controlés par 1’individu alors que les facteurs modifiables
sont associés aux habitudes et au mode de vie de I’individu et dont 1’altération peut réduire le

risque de CCR.
141 L’age

Le principal facteur de risque de cancer colorectal est 1'dge et c’est au-dela de la cinquantaine,
que le risque de développer un CCR augmente, tandis qu’en dehors des cancers héréditaires, il

est rare que le cancer colorectal apparaisse en dessous de cinquante ans [107,108 ].
1.4.2 Les antécédents familiaux

Le risque de développer un CCR se voit considérablement augmenté lorsqu’il existe des
antécédents familiaux du cancer colorectal. Des études épidémiologiques ont signalé un risque
deux fois plus élevé de CCR chez les parents au premier degré de patients atteints de CCR.

[109,110].

Les chercheurs ont estimé que 2 a 8 % des cas de CCR sont issus de syndromes héréditaires.
Les formes les plus courantes de CCR d'origine génétique (héréditaire) comprennent les
mutations germinales du géne APC (polypose adénomateuse familiale) et les mutations

germinales des genes de réparation des mésappariements de I'ADN (syndrome de Lynch) [111].
1.4.3 Le diabéte sucré

Le diabéte sucré est un trouble métabolique complexe caractérisé par une hyperglycémie
chronique due a une sécrétion d'insuline insuffisante et/ou a une résistance a l'insuline. La
recherche sur l'incidence des troubles métaboliques suggere que le diabéte est un facteur de
risque indépendant de plusieurs cancers gastro-intestinaux, dont le cancer colorectal [112,113].
Des ¢études épidémiologiques ont montré que les personnes atteintes de diabete sucré de type 2
ont environ deux a trois fois plus de risques de développer un CCR que les personnes non

diabétiques [114].
1.44 L’obésité
L'obésité est associée a un risque élevé de CCR. Une méta-analyse a révélé que les hommes et

les femmes en surpoids ont respectivement environ 50 % et 20 % plus de risques de développer
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un CCR que les personnes ayant un poids normal. Le risque global de CCR augmente de 3 %

pour chaque cing kilogrammes de gain de poids [115].
145 Le régime alimentaire

Une consommation élevée de viande rouge et/ou transformée et de boissons sucrées est associée
a un risque accru de CCR, tandis que les l1égumes, les fruits, les fibres et le calcium sont liés a

un risque plus faible d’atteinte de CCR [116].
1.4.6 La consommation d'alcool et de tabac

Il a également ét¢ démontré que le tabagisme et la consommation d’alcool font augmenter le

risque de CCR [110,117].
1.4.7 L’aspirine et les médicaments anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

L'utilisation a long terme des AINS et de l'aspirine a montré un role protecteur contre le
développement de CCR [118]. Les directives de I'American College of Gastroenterology
(ACGQG) fournissent une recommandation conditionnelle pour I'utilisation de I'aspirine pour la

prévention du CCR chez les patients 4gés de 50 a 64 ans [119,120].
1.4.8 L’inactivité physique

L'inactivité physique et 1'obésité, facteurs de risque modifiables et interdépendants, représentent
environ un quart a un tiers des cas de CCR. Plusieurs études montrent que des niveaux réduits

de I’activité physique augmentent le risque d’atteinte de CCR jusqu’a 50 % [117].
1.49 Le genre et les facteurs socioéconomiques

Selon la Société Américaine du Cancer, le risque de développer un cancer colorectal chez les
hommes est d’environ 30 % plus ¢élevé que chez les femmes. De plus, les hommes qui recoivent
un diagnostic de cancer colorectal ont un pronostic plus sombre et un taux de mortalité
d’environ 40 % plus ¢élevée que chez les femmes [117]. En revanche, les femmes sont plus
susceptibles de développer un cancer du coélon droit, qui est souvent diagnostiqué a un stade

plus avancé et qui semble plus agressif que les tumeurs du c6té gauche [ 121,122].

On pense que les personnes ayant un statut socio-économique (SSE) faible ont généralement
un risque plus élevé de développer un cancer que celles ayant un SSE ¢élevé. Cela peut
s'expliquer en partie par un acces limité aux services de santé et aux ressources de traitement
de qualité, ainsi que par des habitudes alimentaires malsaines, par un mode de vie sédentaire et

par le fléau du tabagisme dans les populations a faible statut socio-économique [116,118,123].
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1.5 La classification du cancer colorectal
1.5.1 La classification traditionnelle TNM du cancer colorectal

Apres un diagnostic du CCR, la stadification clinique et pathologique devient nécessaire pour
déterminer 1'étendue locale et distante de la maladie, ce qui fournit a son tour un cadre pour
déterminer le pronostic et le traitement. Le systétme de stadification des métastases
ganglionnaires tumorales (TNM) AJCC-UICC (8™ ¢édition, 2017) (Tableau 1) reste la
référence en matieére de pronostic du CCR nouvellement diagnostiqué. La classification TNM
est basée sur trois criteres :la taille de la tumeur, la croissance des ganglions lymphatiques et
les métastases a distance dans les organes et/ou les tissus (Figure 15) ([124,125].

Tableau 1 : Les stades du cancer colorectal selon I'American Joint Committee on Cancer
(AJCC), 8éme &dition [124].

T Tumeur primitive

- Carcinome in sifu, tumeur intra-muquense envahissant la laming propria (chorion) sans extensid
1= a raversla musculaire mmuiqueuse a la sous-mugqueuse

T1 Tumeur envahissant la sous-muqueuse

T2 Tumeur envahissant la musculsuss

T3 Tumeur envahissant la sous-séreuse ou les tissus péri-coliques et périrectaux non peritonises

Tumeur envahissant directement les autres organes ou structures et/ou perforant le péritoine visog
T4 T4a : tumeur perforant le péritoine viscéral *

T4b © umeur envahissant directement des autre s organe s ou strucures de voisinage **

™~ Adeénopathies régionales
N Renseignements insuffisants pour classer les adenopathies régionales
NGO Pas de meétasmse ganglionnaire régionale

Miétastase dans 1 4 3 ganglions Ivmphatiques régionaux ***
Nla : meétastase dans 1 ganglion lyvmphatique régional
N1 N1b : métastases dans 2-3 ganglions lyvmphatiques régionaux
Nlec : nodule(s) (ou) dépdt(s) tumoral(aux) « satellites » dansla sous-séreuse, ou dans les fissus |
coliques ou péri-rectaux non périfonisés. sans ganglion metastatique regional ****
Mietastases = 4 ganglions lvmphatiques régionanx
N2 N2a . metastases dans 4-0 ganglions lvmphatdques régionaux
N2Zb : métastases dans = 7 ganglions lyvmphatiques ré gionaux
M Metastases a distance
MO Pas de meétasmse(s) a distancs
Métastase(s) a distance
M la : métastase(s) localisée(s) a un seul organe (foie. poumon, ovaire, ganglion(s) lymphati quei|
M1 non régionaux) sans meétastase péritonéale
M1b : métastases atteignant plusieurs organes sans meétastase péntonéale

M 1c : metastase(s) peritoneale(s) avec ou sans mefastases d’autres organes
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Figure 15. Les stades du cancer colorectal selon I'American Joint Committee on Cancer
(AJCC), 8°™ édition [124,125].

1.5.2 La nouvelle classification consensuelle des sous-types moléculaires

Le CCR est traditionnellement classé selon ses caractéristiques cliniques et morphologiques en
stades TNM (American Joint Committee on Cancer).Cependant, la diversité phénotypique de
cette maladie et son comportement clinique ne sont pas suffisamment expliqués par la simple
classification histologique des grades et moins encore par les facteurs cliniques actuellement
utilisés. Les différences dans le comportement tumoral et la réponse au traitement dans les cas
de CCR au méme stade ont accru le besoin d'études sur l'expression génique et la création d'une
classification moléculaire qui faciliterait une thérapie ciblée [126,127,128] .A cet égard, quatre
sous-types de consensus moléculaires (CMS 1-4) (Figure 16) ont été introduits en 2015, sur la
base de multiples caractéristiques moléculaires et en examinant la présence ou de I'absence de

transition épithéliale-mésenchymateuse (EMT) [129] .

Les tumeurs CMS1, identifiées chez 14 % des patients atteints de CCR sont associées a une
instabilité des microsatellites (MSI-H), a un phénotype hyperméthylateur élevé (CIMP-High),
a des tumeurs BRAF-mut¢ et a une infiltration immunitaire importante. Le groupe CMSI1 est
¢galement connu sous le nom de MSI immunisé du fait que la carcinogenese semble étre pilotée

via les voies de signalisation JAK-STAT et PD-1 [129].
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Le sous-type CMS2, identifié¢ chez 37 % des patients de CCR est ce qu’on appelle le sous-type
canonique. Ces tumeurs sont souvent associées a une instabilité chromosomique (CIN),
marquées par des mutations somatiques fréquentes (SCNA high) et une activation de la voie

WNT/MYC.

Le sous-type CMS3, identifié¢ chez 13 % des patients de CCR présente des dérégulations
métaboliques et des mutations KRAS fréquentes, ce sous-type comprend deux tiers des cas de

tumeurs MSI-H et un tiers des cas de tumeurs (MSS) [129,131,132].

Enfin, le sous-type CMS4, identifi¢ chez 23 % des patients de CCR est caractérisé par une
signature épithéliale & mésenchymateuse (EMT) de méme qu’il comprend les CCRs avec une
infiltration stromale, angiogenése et activation du facteur de croissance transformant 3 (TGF-

3) [129,130,131,132,129].

Des différences dans I’expression des genes ont également été notées parmi les tumeurs du coté
« gauche », ainsi au sein des tumeurs transversales et les tumeurs du coté droit. L'analyse de
608 tumeurs a révélé une corrélation entre le CMS et le site tumoral. Plus précisément, le CMS
1 était associé a des tumeurs du coté droit, dont I'incidence augmentait de 29 % au ceecum a 41
% au cdlon ascendant pour atteindre 52 % a l'angle hépatique. Alors que les tumeurs CMS 1
¢taient moins fréquentes en dehors du cdlon droit, les tumeurs CMS 2 étaient plus courantes

dans la région sigmoide et rectosigmoide [130,131].

4 8 N kTl ™
Coss I - IR o= R -
MSI+ CIN+ Metabolic

CIMP+ CNA Deregulation
BRAFVS00E Wnt/Myc KRAS

EMT
TGFB

Poor Overall
Good and Disease-

prognosis Free

Survival

inflitration inflitration
D )| B2 )| B )

Figure 16. Résumé des caractéristiques de chaque sous-groupe de sous-types de consensus
moléculaires (CMS) [129,132].
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1.6 Traitement du cancer colorectal métastatique

Le nombre croissant de traitements possibles du CCRm, ainsi que [’utilisation de certains
médicaments dans plusieurs lignes ou comme un traitement adjuvant, peuvent donner

I’impression que le paysage thérapeutique est complexe.

Le choix du traitement est influencé par un nombre de variables, notamment les caractéristiques
moléculaires de la tumeur, la cible du traitement, I'état de santé général du patient, la charge

tumorale et I'évolution clinique.
1.6.1 La chirurgie

La seule option potentiellement curative du CCRm est la chirurgie radicale, qui doit étre
pratiquée lorsqu’elle est possible [123]. La chirurgie constitue peut-&tre une mesure d’éliminer
completement quelques foyers métastatiques du CCRm, souvent situés dans le foie ou dans les
poumons. Lorsque la tumeur principale et toutes les métastases peuvent étre reséquées d’une
maniére compléte par la chirurgie, le CCRm est dit résécable. Cependant, I’infiltration
ganglionnaire et la propagation micrométastatique secréte sont fréquentes chez ces individus,
moins de 20 % des personnes atteintes de CCRm qui subissent une résection guérissent d’une
maniere définitive. Les oncologues des branches chirurgicale et médicale travaillent ensemble

pour développer des stratégies de traitement lorsque le CCRm peut étre résécable [30].

Les traitements ablatifs locorégionaux, tels que la radiothérapie, 1'ablation thermique et la
chimioembolisation, peuvent étre associés a la chirurgie. Cependant, de 55 a 80 % des patients

connaitront une rechute apres une résection métastatique [123,124,133].

Bien que la résection chirurgicale complete de la tumeur et de ses sites métastatiques améliore
la survie globale (SG) des patients atteints de CCR, environ 25 % des CCR sont diagnostiqués
a un stade avancé avec des métastases dans des organes distants, difficiles a gérer
chirurgicalement [134]. Le CCR avancé non résécable est traité par chimiothérapie
accompagnée d'une thérapie ciblée et/ou d'une radiothérapie pour réduire la taille de la tumeur

et prolonger la survie du patient [135].

La chirurgie seule ou associée a la radiothérapie et a la chimiothérapie en traitement adjuvant,
a permis d’améliorer la survie des patients atteints de CCR et le taux de survie a 5 ans pour le
CCR est de 65 %. Cependant, comme ce taux diminue a 15 % pour le CCR métastatique
(CCRm), le développement de nouvelles approches thérapeutiques du CCRm est critique

[31,136,137].
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1.6.2 La radiothérapie

Si la tumeur principale se situe dans le rectum, des radio-oncologues doivent étre consultés en

raison de la possibilité de recourir a un traitement adapté [30].
1.6.3 La chimiothérapie

La chimiothérapie est le pilier du traitement systémique du CCRm. Les schémas de
chimiothérapie consisteront généralement en une fluoropyrimidine (5-FU ou capécitabine)
associée a un schéma thérapeutique a deux médicaments (doublet) avec l'irinotécan ou
'oxaliplatine. Les schémas thérapeutiques peuvent étre a base de 5-FU ou de capécitabine et
peuvent étre a base d'oxaliplatine (FOLFOX ou CAPEOX) ou d'irinotécan (FOLFIRI ou
CAPIRI) sans différence de survie [138,139,140]. Avec une efficacité similaire entre les
combinaisons, les profils de toxicité peuvent distinguer le schéma thérapeutique optimal pour

chaque patient [141].

De plus, 1'évolution de la thérapie systémique a amélioré la survie du CCRm ou a permis la
conversion du CCRm non résécable en résécable [142]. Lorsqu'une chimiothérapie est utilisée,
le médecin doit donner au patient autant d'informations que possible sur les effets secondaires,
car leur gravité dépend de divers facteurs, tels que le type de médicaments cytotoxiques utilisés
et la durée du traitement [143]. Par conséquent, la gestion active des effets secondaires est

cruciale afin que le patient puisse poursuivre le traitement chimiothérapeutique [141].
1.6.4 La thérapie ciblée

Plusieurs médicaments ciblés ont été développés et étudiés. Ces médicaments ciblent les
molécules impliquées dans la carcinogenese et leurs voies de signalisation associées dans les
cellules cancéreuses qui les différencient des cellules normales [144]. De plus, le
microenvironnement tumoral, y compris les vaisseaux sanguins dans les tissus entourant la
tumeur et les cellules immunitaires, est également affecté par ces médicaments ciblés pour
entraver la croissance tumorale et améliorer la surveillance et l'attaque immunitaires
antitumorales [145]. Les principaux types de médicaments ciblés sont les anticorps
monoclonaux et les inhibiteurs de petites molécules. Ces médicaments sont avantageux car,
contrairement a la chimiothérapie, ils peuvent étre choisis en fonction des caractéristiques

moléculaires du type de la tumeur [146].
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1.6.4.1 Les anti-EGFRS
1.6.4.1.1 Mécanisme moléculaire de la signalisation EGFR

L'EGFR est membre de la famille des récepteurs ErbB, une sous-famille de quatre récepteurs
tyrosine kinases, dont I'EGFR (ErbB-1), HER2 (ErbB-2), HER3 (ErbB-3) et HER4 (ErbB-4).
Il se compose de domaines extracellulaires, transmembranaires et intracellulaires et régule la
prolifération, la survie, la différenciation et la migration des cellules. La liaison des ligands au
domaine extracellulaire de I'EGFR favorise la dimérisation du récepteur, activant les voies de
signalisation en aval, telles que RAS/Raf/MEK/ERK, PI3K/Akt, JAK/STAT et PLC-y/PKC,
conduisant a I'activation de la transcription génique et jouant un role clé dans I'initiation et le
développement et la progression du cancer [147]. Plusieurs tumeurs, y compris les CCRm,
surexpriment 'EGFR et la signalisation aberrante de 'EGFR est associée a un mauvais

pronostic, ainsi, ce récepteur est une cible prometteuse pour le traitement CCRm [148].
1.6.4.1.2 Cétuximab et Panitumumab

Le cétuximab, anticorps monoclonal chimérique souris-humain de la sous-classe IgG 1 et le
panitumumab, anticorps monoclonal IgG 2 entiérement humain, sont des agents approuvés par
la FDA ciblant I'EGFR. Ce sont tous deux des anticorps monoclonaux distincts et sont utilisés
en monothérapie ou en association avec une chimiothérapie pour traiter les patients atteints de
CCRm de type RAS sauvage [149]. Plusieurs rapports ont démontré que les réponses au
cétuximab ou au panitumumab se produisent exclusivement chez les patients atteints de CCRm
dépourvus de mutations de KRAS et de NRAS (les codons 12 et 13 de l'exon 2, les codons 59
et 61 de l'exon 3 et les codons 117 et 146 de I'exon 4) [150].

En particulier, méme si environ 50 % des patients atteints de CCR présentent des mutations
RAS [151], les patients présentant des mutations KRAS ne sont pas tous résistants au traitement
ciblé anti-EGFR [152]. I existe des rapports contradictoires concernant la mutation G13D du
codon KRAS, plusieurs études rétrospectives ont démontré que le cétuximab confére des
avantages cliniques aux patients atteints de CCRm muté par le codon G13D de KRAS par
rapport aux patients porteurs d'autres mutations KRAS [153,154].

Il est important de noter que le c6té tumoral a été identifié comme un facteur pronostique
important et a été trouvé dans plusieurs études cliniques. Les patients atteints de KRAS/RAS
de type sauvage ayant des tumeurs du coté droit sont associ€s a une mauvaise réponse au
traitement anti-EGFR par rapport aux tumeurs du coté gauche, quel que soit le traitement de

premiere ligne administré [ 155,156] .
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1.6.4.2 Les anti-VEGFR

L'angiogeneése est le processus par lequel de nouveaux vaisseaux sont formés ou reformés a
partir de vaisseaux existants, et I'angiogenése tumorale joue un role important dans la croissance
tumorale. La voie de signalisation VEGF/VEGFR est reconnue comme 1'un des facteurs les plus
prédominants contribuant a I'angiogeneése tumorale, qui participe aux multiples processus de

progression tumorale en activant les cellules endothéliales vasculaires de 1'hote [157].

Bien qu'une stratégie ciblée VEGF/VEGEFR ait été utilisée chez les patients atteints de CCR
avec ou sans mutations RAS, les patients atteints de CCRm gauche et de CCRm droit avec des
mutations KRAS/NRAS/BRAF doivent faire 1’objet d’une stratégie ciblant les voies de
signalisation VEGF/VEGFR.

1.6.4.2.1 Mécanisme moléculaire de la signalisation VEGF/VEGFR

Les protéines de la famille VEGF et VEGFR sont des facteurs clés de la croissance tumorale et
des métastases qui régulent I'angiogenése tumorale normale et pathologique, conduisant a
l'activation de plusieurs voies de signalisation. La famille VEGF se compose de cinq membres
(VEGF-A, B, C, D et facteur de croissance du placenta [PIGF]) qui se lient aux cellules
endothéliales via les VEGFR, notamment VEGFR-1, VEGFR-2 et VEGFR-3 [158 ]. Les VEGF
provoquent la dimérisation du VEGFR, qui active la tyrosine kinase intrinséque, conduisant a
l'activation de voies de signalisation, telles que RAS/Raf/MEK/ERK, PI3K/Akt et PLC-y/PKC,
pour améliorer I'angiogenese et la prolifération tumorale. Parmi eux, VEGFR-1 et VEGFR-2,
qui sont des récepteurs courants du VEGF-A, sont considérés comme des cibles prometteuses

contre le cancer en milieu clinique [ 159].
1.6.4.2.2 Bévacizumab

Le bevacizumab est un anticorps monoclonal humanisé (IgG1) anti-VEGF-A qui inhibe la
liaison du VEGF-A au VEGFR-1 et au VEGFR-2, et il est approuvé par la FDA pour traiter le
CCRm [160]. Bien que certains essais cliniques utilisant le bevacizumab avec une
chimiothérapie aient montré une amélioration partielle de la survie globale ou de la survie sans
progression , le bevacizumab associé a la chimiothérapie est aussi efficace chez les patients

atteints de CCRm de type KRAS sauvage que ceux atteints de KRAS mutant [161] .
1.6.4.2.3 Ramucirumab

Le ramucirumab est un anticorps monoclonal (IgG1) anti-VEGF-A entierement humain qui
inhibe en aval le VEGFR-2 et ses voies d'angiogenese. Il a ét¢ approuvé par la FDA pour une

utilisation de deuxieéme ligne en association avec FOLFIRI pour les patients atteints de CCRm
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qui ont progress¢ pendant ou aprés un traitement par bevacizumab, oxaliplatine et

fluoropyrimidine [105,141,162].
1.6.5 Immunothérapie

Le but de I’'immunothérapie est d’utiliser le syst¢tme immunitaire pour lutter contre le cancer.
Pour les patients atteints de CCRm déficient en réparation des mésappariements (dAIMMR) ou
MSI-H (dAMMR/MSI-H), les inhibiteurs de points de contréle immunitaires (ICI) se sont révélés
étre un traitement trés efficace. Le MSI peut étre utilis€ comme un facteur prédictif de
I’efficacité du traitement Anti-PD1 (mort programmée 1 (PD-1)) chez les patients atteints d’un
cancer colorectal métastatique Les ICI modifient 1’interaction des cellules T, des cellules
présentatrices d’antigene et des cellules tumorales pour aider a déclencher des réponses
immunosuppressives. La FDA a approuvé le pembrolizumab et le nivolumab (avec ou sans
Ipilimumab) pour le traitement de ces patients en raison de leurs réponses efficaces, stables et

durables [30].

Le récepteur de mort programmée 1 est une molécule immunosuppressive importante qui se
trouve a la surface des cellules T. Le ligand (PD-L1) de la surface des cellules tumorales se lie
au PD-1 de la surface des cellules T pour inhiber leur croissance. L'immunité affaiblit la
destruction des cellules tumorales par les lymphocytes T, et le traitement anti-PD-1 peut avoir

un effet antitumoral (figure 17) [163].

Anti-PDL1

bodv ) i i
T cell anergy Antibody T cell activation
i -Avelumab and tumor cell
or apoptosis i

DOI: 10.3748/wjg.v29.i10.1569 Copyright ©The Author(s) 2023.

Figure 17. Traitement par les inhibiteurs de points de contréle immunitaires pour le cancer
colorectal métastatique [30].

CTLA4 : protéine 4 associée aux lymphocytes T cytotoxiques ; MHC : Complexe majeur
d’histocompatibilité ; PD-1 : protéine de mort cellulaire programmée 1 ; PD-L1 : ligand mortel
programme ; TCR : Récepteur des lymphocytes T.
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1.6.6 Les facteurs prédictifs de 1'efficacité des agents anti-EGFR
1.6.6.1 Les mutations KRAS et NRAS

Les mutations activatrices de KRAS et NRAS sont prédictives de la résistance aux agents anti-
EGFR chez les patients atteints de CCR [164], le KRAS est muté dans 40 a 50 % des CCR et
le NRAS dans 4 a 8 % [165]. Les recommandations pour les tests de mutation RAS incluent les
exons de KRAS 2, 3 et 4 (codons 12, 13, 59, 61, 117 et 146) et les exons de NRAS 2, 3 et 4
(codons 12, 13, 59, 61 et 117) [154,150]. Les patients atteints de type sauvage KRAS / NRAS
(WT) sont ¢ligibles aux traitements ciblant 'EGFR.

1.6.6.2 La mutation PIK3CA et PTEN

L'activation constitutionnelle de la voie PI3K/Akt/mTOR via la mutation PIK3CA de I'exon 20
ou I’inactivation de PTEN, pourrait participer a la résistance aux anticorps monoclonaux

(mAbs) [166,167].
1.6.6.3 Les mutations activatrices HER2, HER3 ou MET et HER2

De plus, les mutations activatrices HER2, HER3 ou MET et HER2 semblent étre associées a la
résistance au traitement anti-EGFR (Figure 18) [168,169].

S mt ~6%

" BRAF mt ~9%

MST 50,

KRAS mt ~45% NTRK <1%

RAS wt~40%

Figure 18. Cibles moléculaires dans le cancer colorectal métastatique [175].

1.7 Considérations générales sur le traitement basé sur des biomarqueurs moléculaires

prédictifs et pronostiques

En cas de maladie métastatique, le profil moléculaire du CCR est devenu un prérequis pour une

prise de décision thérapeutique optimale et repose sur un niveau de preuve éleve.

Les altérations moléculaires les plus affectées et qui devraient étre explorées sont les mutations
du sarcome du rat Kirsten (KRAS) et du sarcome du rat Neuroblastoma (NRAS) survenant dans

environ 45 % des cas de CCR, les mutations de BRAF dans 9 % des cas, I'amplification de
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HER?2 dans 4 % des cas et le déficit de réparation des mésappariements (MMRd)/instabilité des
microsatellites (MSI-H) dans environ 5 % des cas, ainsi que de nombreuses autres formes qui
se produisent a une fréquence inférieure a 5 %. Les tests initiaux sont largement établis pour
les mutations des genes RAS et BRAF ainsi que MMRdA/MSI-H en raison de leur valeur

prédictive et/ou pronostique élevée [154].
1.7.1 RAS

Les mutations RAS sont des biomarqueurs prédictifs cruciaux pour le choix thérapeutique du
traitement par anticorps EGFR dans le CCRm. Les résultats de plusieurs essais randomisés
contrdlés ont montré que les patients atteints de CCRm avec RAS de type sauvage présentent
une réponse au traitement significativement améliorée lorsqu'ils sont traités par chimiothérapie
en association avec un traitement par anticorps monoclonaux ciblant 'EGFR, par rapport a ceux
qui hébergeaient des mutations RAS [170,171]. Il est important de noter que les mutations

BRAF du codon V600E et les mutations RAS s’excluent mutuellement [87,88].
1.7.2 BRAF

Les mutations BRAF, principalement la mutation BRAF V600E, ont un impact pronostique
négatif élevé [172]. Par rapport a d'autres mutations BRAF plus rares des codons D594 et G596,
les mutations BRAF V600E ont été détectées plus fréquemment dans les tumeurs primitives du

coté droit avec des métastases péritonéales [173].

De plus, bien que le BRAF n’est pas associé a des mutations germinales MMR, le CCRm avec

des mutations BRAF V600 est fréquemment présent avec des MSI [174].
1.7.3 MMRdA/MSI-H

Le statut MMRdA/MSI-H est associé a un fardeau mutationnel tumoral élevé et, par conséquent,
pertinent en tant que prédicteur positif de I'inhibition du point de contrdle immunitaire (ICI)

dans le traitement de premicre et de deuxiéme intention du CCR [175].

En cas de maladie réfractaire, d'autres marqueurs moléculaires, notamment HER-2 et PIK3CA,

peuvent étre explorés pour identifier des approches ciblées, supplémentaires [176,177].
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2.1  Matériel

Notre recherche a porté sur une série prospective de 946 cas de cancers colorectaux
diagnostiqués au sein du Service d’Anatomie et Cytologie Pathologiques et de Pathologie
Moléculaire du CHU Mustapha (Alger) entre 2017 et 2021. L’objectif principal était d’analyser
les caractéristiques clinicopathologiques et moléculaires des patients atteints de CCR au stade

métastatique.
¢ Criteres d’inclusion

v Population étudiée : Les échantillons ont été collectés a partir de biopsies ou de piéces
opératoires de résection colique et/ou rectale a des stades avancés et présentant des
grades variés de différenciation tumorale.

v’ Caractéristiques analysées :
- Age et sexe des patients.
- Site tumoral primaire (c6lon droit, gauche, ou rectum).
- Type histologique (adénocarcinomes et sous-types associés).
- Taille tumorale.
- Stade selon la classification TNM.
* Critéres d’exclusion

Prélévement avec une faible cellularité tumorale ou présentant une faible quantit¢ d’ADN

exploitable.

* Toutes les coupes de tissus fixés au formol et inclus dans la paraffine (FFPE) ont été testées
dans des zones représentatives de la tumeur contenant au moins 10% de cellules tumorales, sans
nécrose ni inflammation significative, sélectionnées par des pathologistes au laboratoire. Au
total 946 cas ont été inclus pour la détection génétique de KRAS, 595 de NRAS, 556 de BRAF
et 110 de MSI respectivement. Les variations dans les effectifs sont liées a la stratégie

thérapeutique et a la disponibilité des kits spécifiques:

v’ L’étude histopathologique a concerné tous les cas.

v' D’analyse immunohistochimique avait pour objectif de détecter I’expression des
protéines du systéme de réparation de mésappariement MMR (MLH1, MLH2, MSH3
et PMS2).
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v L’étude de biologie moléculaire consistait a identifier les mutations des génes KRAS,

NRAS et BRAF.
2.2 Méthodes
Nous avons adopté trois principales techniques :
2.2.1 Histopathologie

L’histopathologie consiste a examiner des prélévements de tissus issus d’une biopsie ou d’une
dissection d’une piéce opératoire apres chirurgie. L’examen anatomopathologique repose sur
I’étude de 1’aspect macroscopique d’une 1ésion, et I’examen morphologique des cellules et des
différents tissus par plusieurs méthodes en se basant particuliérement sur 1’analyse
morphologique. Dans le contexte de 1’étude, il est préférable de préciser que I’objectif de cette
technique est de préciser le type histologique, le grade et le degré d’invasion [178]. Des biopsies
et des pieces opératoires du cancer colorectal issues du service de chirurgie ont été accueillies
au sein du service d’Anatomie et Cytologie Pathologique et Pathologie Moléculaire du CHU
Mustapha. Les caractéristiques cliniques de chaque cas de CCR ont été identifiées et
enregistrées sur une fiche de renseignements précisant : le numéro d’enregistrement, 1’age, le

sexe et le site tumoral.
2.2.1.1 La macroscopie

Une fois les prélévements décrits et mesurés et éventuellement, schématisés, le pathologiste
procede a la mesure de la taille de la tumeur et a 1’identification des ganglions atteints. Chaque
prélévement réalisé est systématiquement enregistré et conservé dans une cassette en plastique

identifiée.
2.2.1.2 Les étapes de ’examen microscopique
a) Fixation

La fixation adéquate des échantillons de tissus est essentielle pour réaliser une interprétation
microscopique réussie. Chaque prélévement effectué est plongé dans une solution a base de
formol tamponné a 10%. Il s'agit d'un agent fixateur communément utilisé¢ dans le monde en
raison de sa disponibilité, de sa facilité de manipulation, de son faible cofit et de son efficacité
de préservation des tissus par le fait qu’il assure une perturbation cellulaire minimale. La
fixation du tissu avant traitement et coloration est cruciale pour maintenir la morphologie et la
composition cellulaires et conserver les déterminants antigéniques. Le mode opératoire de la

fixation exige que nous veillions a assurer :
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v’ Une quantité suffisante de I’agent fixateur pour émerger suffisamment I’échantillon (qui
soit 10 x le volume du prélevement).

v Un temps minimal de fixation qui assure une bonne pénétration de I’agent fixateur dans
les tissus du prélévement, ce temps varient entre 24 heures pour les biopsies jusqu'a 48

heures pour les pieces.
b) Traitement de tissus (voir Annexe I)

Traitement de tissus consiste a faire séjourner les prélévements dans une série de liquides en
utilisant un automate spécifique pendant 24 heures. L’objectif de cette technique est de rendre

le tissu rigide afin qu’il reste intact pendant les manipulations. Ce procédé passe par trois étapes

b.1) Déshydratation

La fixation dans un agent fixateur rend le prélevement mou car cet agent contient de 1’eau. Pour
une bonne inclusion dans la paraffine, on doit donc déshydrater ce prélévement. Pour cela, nous
faisions remplacer 1’eau par 1’alcool en utilisant trois bains d’alcool de degré croissant :

70°,95°,100°, le prélévement est immergé deux heures de temps dans chacun des trois bains.
b.2) Eclaircissement

C’est I’étape qui suit la déshydratation, il s’agit de remplacer 1’éthanol par un solvant miscible
avec la paraffine pour obtenir un tissu plus transparent. La technique est d’immerger le tissu

dans trois bains successifs de xylene durant deux heures dans chaque bain.
b.3) Imprégnation

L’imprégnation des échantillons consiste a substituer le solvant par la paraffine. La paraffine
pénetre dans les tissus en utilisant 3 bains (de 2 heures chacun) pour obtenir des fragments de

tissus durs.
¢) Enrobage et inclusion (Annexe I)

L’inclusion a pour but d’enrober 1’échantillon dans la paraffine afin de pouvoir confectionner
des coupes fines et régulicres (d’une épaisseur de 2 a 5 pum). L’enrobage correspond a
I’inclusion d’un tissu imprégné dans un bloc de paraftine. Apres une journée, les prélévements

sont inclus dans des blocs comme suit :

v On a commencé par préchauffer les moules dans une console thermique a 60°C ;

v On a placé chaque fragment du tissu a la bonne orientation dans un moule de paraffine ;
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v" On a placé les cassettes sur les fragments tissulaires, ensuite nous avons remplis les
moules déja placés sur une plaque froide par la paraffine. Aprés, décollage des blocs, on
les a placé au congélateur a 4°C. Cette manipulation conserve les blocs et les refroidit

pour nous permettre la confection des coupes.
d) Confection des coupes (voir Annexe I)

La confection des coupes fines est réalisée a 1’aide d’un microtome. Une fois obtenues, les
coupes sont plongées dans un bain Marie a 37°C avant de les étaler sur les lames. Afin
d’¢liminer la paraffine du prélévement et d’augmenter 1’adhérence des coupes, on procede a un

¢tuvage des lames a 65° C.
2.2.1.3 La coloration a I’hématoxyline — Eosine (HE)
* Principe

La coloration des coupes histologiques a pour but de visualiser les principaux composants
morphologiques du tissu au microscope. Nous avons utilisé la coloration hématoxyline-€éosine
Harris qui est une coloration courante, qui permet de révéler les différentes répartitions,
architectures et structures cellulaires. La coloration bi chromique a I'hématoxyline-éosine
(H&E) est utilisée par les pathologistes depuis plus de cent ans. L'hématoxyline de Harris est
un colorant basique qui colore les noyaux cellulaires en bleu, tandis que I'éosine colore le
cytoplasme et le tissu conjonctif en rose grace a 1’éosine (colorant acide). Il s’agit 1a d’identifier

les noyaux cellulaires, du cytoplasme [179].
* Les étapes de la coloration
-Avant la coloration, les coupes on subit :

v Un déparaffinage qui a été réalisé a ’aide de xyléne (trois bains) afin d’éliminer la
paraffine.

v" Une réhydratation des tissus qui a été réalisée en utilisant 4 bains d’éthanol de degrés
décroissants, suivie d’une déshydratation ultérieure en utilisant des bains successifs

d’¢éthanol de degrés croissants.
-Une coloration a I’hématoxyline de Harris, qui a teinté les noyaux en bleu.

v" Une coloration a I’éosine, qui a teinté le cytoplasme en rose.
v Une déshydratation : par I’utilisation des bains d’éthanol de degrés croissants pour

déshydrater, suivie d’une étape pour réaliser I’éclaircissement des tissus.

40



Chapitre 2 Matériels et méthodes

v Réalisation du montage entre lame et lamelle en déposant une goutte de milieu de

montage (Eukitt).
2.2.2 Immunohistochimie
* Principe de ’analyse immunohistochimique

La technique immunohistochimique est une méthode immunoenzymatique qui vise a détecter
et localiser des antigénes (protéines membranaires, cytoplasmiques ou nucléaires) dans des
coupes tissulaires (FFPE) au moyen d’anticorps spécifiques dirigés et révélés grace a une
réaction colorimétrique enzymatique. Cette technique qui est trés sensible et d’usage spécifique,
lorsqu’elle est maitrisée elle permet de détecter une grande variété d’antigénes chez les espéces
animales. Cette technique est trés utile pour étudier la fonction cellulaire dans les tissus

normaux et pathologiques.

Dans notre recherche, il s’agit de détecter l'expression intacte ou la perte des protéines du
systtme MMR (MLH1, MSH2, MSH6 et PMS2) pour établir le statut tumoral MSS ou MSI du
systéme de réparation des mésappariements. Pour cela, 110 échantillons de tissus de CCR ont
été eévalués.

* Révélation

Pour la visualisation, nous avons utilis¢ le systeme de révélation + polymere couplé a ’HRP
(En Vision, Dako). Pour cela, nous avons rajouté une peroxydase de Raifort (HRP), enzyme
couplée a I’anticorps secondaire puis comme chromogene nous avons utilisé le DAB (3,3'-di-
Aminobenzidine) qui est largement utilisé. La présence de DAB est détectée par une tache brune
due au fait qu’en présence du peroxyde d’hydrogene (H20:), le DAB s’oxyde par la peroxydase
(Figure 19).

Amplification
DAB+H.O,
Couleur brune

S @ HRP —
\_-’,'.—-‘9 Anticorps secondaire

—

=z

Polymeére

Anticorps primaire

Figure 19. Représentation schématique de I'immunohistochimie.
(https://journal-decoder.fr/2024/07/04/lactivation-du-recepteur-aux-cannabinoides-de-type-2-
favorise-la-production-de-spermatozoides-in-vitro/).
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La figure 19 : montre que I’antigéne est spécifiqguement reconnu par I'anticorps primaire. Apres
la liaison de 1’anticorps secondaire, 1’activité peroxydase conduit a une précipitation du DAB
(marron) a c6té de I’antigéne (Systéme de révélation EnVision).

2.2.2.1 Procédure de I'immun-détection de MLH1, MSH2, MSH6 et PMS2

L'étude THC a été évaluée sur des coupes du tissu tumoral non coloré fixé au formol et inclus
en paraffine (FFPE) de 4 a 5 um d’épaisseur a I’aide d’un microtome. Afin que le tissu ne soit

pas décollé, nous avons ¢€talé les coupes sur des lames silanisées.

 Incubation : Pour faire adhérer les tissus sur les lames, nous avons effectué une incubation

des tissus a 37°C pendant 24h.
* Déparaffinage et réhydratation

v Pour éliminer la paraffine, nous avons procédé a un déparaffinage réalisé dans trois
bains de xyléne (5 min chacun).
v La réhydratation été réalisée par 3 bains d’éthanol de degrés décroissants : 100°,95°,

70° (5 min chacun).

v Le ringage des lames a été fait a I’eau distillée.
* Restauration antigénique

Les échantillons ont été tout d’abord mis dans la solution tampon TRS a PH 7,0. L’antigéne a
¢été¢ démasqué par préchauffage dans un bain-marie a une température entre 97°C a 100°C, les

échantillons sont refroidis a la température ambiante pendant 20 min et lavés a I’eau distillée.
* Action du blocage de la peroxydase

v Pour délimiter la zone choisie, on a utilisé un stylo hydrophobe de la marque le DAKO.
v Un blocage des sites antigéniques non spécifiques a été réalisé par I’action du peroxyde
d’hydrogene (H202)a la température ambiante pendant 20 minutes.

v Un ringage des lames a I’eau distillée puis au PBS a été effectué pendant 5 minutes.
* Adjonction de I’anticorps primaire

v" Les anticorps monoclonaux primaires anti-MMR de souris utilisés pour I’identification
du statut MMR sont : anti-MLH1 ((G168-728), Cell marque), anti-MSH2 ((G219-
1129), Cell Marque), anti-MSH6 (SP93 lapin, Cell Marque), anti-PMS2 (EPR3947
lapin, Cell Marque) et de Leica.

v Les lames ont ensuite été incubées avec des anticorps primaires a la température

ambiante pendant (55 min) dans une chambre humide et obscure.
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v' Puis un ringage des lames avec du tampon phosphate salin (PBS) pendant 5min (deux

fois).
* Adjonction de polymeres couplés aux anticorps secondaires et "HRP

Les polymeéres couplés aux anticorps secondaires et I’HRP ont été rajoutés sur les lames a la

température ambiante pendant (20 min) puis rincés au PBS pendant Smin a deux reprises.
* Révélation et contre coloration

La réaction enzymatique a été révélée avec le substrat chromogénique DAB (kit DAB Envision,
DAKO) pendant 5 a 10 min, rincées, immergées dans une solution de I’hématoxyline de Mayer,

puis rincées a 1’eau courante.

* Montage : (Eukitt) est le milieu de montage déposé pour coller en transparence des tissus la

lamelle sur la lame.
* Observation des lames : elle est effectuée en utilisant un microscope optique.

* L’expression immunohistochimique des protéines du systtme MMR est considérée comme

positive lorsqu’elle est située dans les noyaux des cellules (nucléaire).
2.2.3 Le test moléculaire

La présente ¢étude a port¢ sur 946 patients, diagnostiqués, avec un cancer colorectal
métastatique (CCRm). L’analyse moléculaire des mutations (KRAS, NRAS et BRAF) a été
réalisée par PCR en temps réel (Idylla et Sacace) au sein du service d’Anatomie et Cytologie
Pathologique et Pathologie Moléculaire du CHU Mustapha (Alger). A noter que parmi les cas
échantillons collectés, 1’analyse moléculaire de 130 cas ont été effectués a Londres par un

séquencgage de nouvelle génération (NGS) et haut-débit du PGM Ion Torrent (Londres).
2.2.3.1 Recherche de mutations par Idylla

Le test de mutation Idylla ™ KRAS et NRAS (Biocartis, Malines, Belgique), porte le marquage
CE-IVD et permet la caractérisation de 23 de points chauds de mutation RAS dans les exons 2,
3 et 4, a savoir G12D, G12A, G12C, G13D, G12D, G128, G128, G12 V et G12R, A59T / E/
G, Q61H, Q61K, Q61R / L, KI17N et A146P / T / V. En plus, Le test de mutation Idylla ™
BRAF utilise des réactions multiples de PCR et permet 1’amplification de 1’exon 600 de
I’oncogéne BRAF. Ce test Idylla ne nécessite ni déparaffinage, ni de quantification de I’ADN
ni d'isolement de ' ADN génomique, car les actions de déparaffinage, d'extraction d'ADN et de

PCR sont entiérement automatisées et réalisées dans une cartouche a usage unique.
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a) Evaluation du contenu en cellules tumorales : Réalisations des lames HE. Tous les
¢chantillons, avaient (au moins 10%) de cellules tumorales.

b) Réalisation des coupes de tissu FFPE: de 5 a 10 um d'épaisseur et les placer
directement dans la cartouche Idylla ™,

c) Résultats :

v" Les résultats de mutations KRAS sont affichés en 2H 10mn.
v" Les résultats de mutations NRAS-BRAF sont obtenus en1H 49 mn.

2.2.3.2 Recherche de mutation par RT-PCR (Sacace)

Concernant la recherche des mutations (KRAS, NRAS et BRAF) par RT- PCR de routine,
I’ADN génomique a été extrait et purifié depuis les coupes de tissus FFPE en utilisant le
kit « SaMag FFPE DNA Extraction, Sacace Biotechnologies, Italy » conformément aux
instructions du fabricant. L’ADN a été amplifié dans le systéme de Sa-Cycler 96 Real Time
PCR de I’appareil « Sacace, Biotechnologies, COMO, Italy ». Les réactions ont été réalisées
dans 30ul du kit « Entrogen’s colorectal Cancer Mutation Detection Panel » (Figure 20),
contenant tous les réactifs et les sondes Taq Man spécifiques indispensables a 1’amplification.
Les mélanges réactionnels ont été chauffés a 95°C pendant 12 min, suivis de 40 cycles pendant

15 secondes. Au final, les réactions ont été prolongées pendant 40 secondes a 60°C.

Testing Procedure and Analysis

Extract DNA from e Run qPCR on a Arr'alilyze i
lid tumor FFPE A ICE L compatible bl
~ 5 the EntroGen's y A EntroGen's
SSUE CRC Panel Kit S guideline

Figure 20. Le processus de PCR.
a) Extraction d’ADN

i. Evaluation du contenu en cellules tumorales: le contenu en cellules
tumorales a été¢ déterminé sur une nouvelle coloration a 'hématoxyline-€osine
des lames. Les blocs avaient au moins 10% de cellules tumorales.

ii. Réalisation de coupes de tissu FFPE : de 5 a 10 um d’épaisseur.

iii.  Prétraitement (Préparation des échantillons) : I’ADN issu des échantillons

FFPEs est souvent fragmenté, ce qui pose des problémes lors du dosage
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moléculaire. Le maintien de I’intégrité de I’ADN est essentiel dans toute

procédure.

1-Transférer des sections

2-Le déparaffinage

3-Incubation |

4-Ajouter le buffer BL4

5-Ajouter la protéinase K

6-Incubation 11

6-Incubation 111
7-Transférer

colonne

8-Transférer
commencer

iv.  Protocole

VErs

la

et

Transférer les sections de tissus FFPE dans les tubes de micro-
centrifugation (1.5/2ml).

Ajouter 200 pl du buffer DP dans le tube de micro-
centrifugation et réaliser le vortex vigoureusement pendant 10
secondes.

Incuber & 56 °C pendant 3 minutes puis laisser refroidir a
température ambiante.

Ajouter 220 pl du buffer BL4 puis mélanger par le vortex.

Ajouter 20 pl de protéinase K en bas, directement a la phase
colorée en bleu, puis mélanger doucement.

Incuber a 56 °C pendant 2 heures (ou jusqu’a la lyse complete
des échantillons).

Incuber a 90 °C pendant 1 heure.

Transférer 200 ul du culot, la phase bleue vers le filtre de la
colonne placée dans le tube de collecte, puis centrifuger a 6000
Xg (1 min).

Transférer 200 pl de I’échantillon dans le tube et commencer
extraction par I’extracteur SaMag.

d’extraction :le systéme d’extraction automatique d’acides

nucléiques qui utilise la technologie des billes magnétiques pour purifier I’ADN

(Sacace Technologie) et le Kit d’extraction : « SaMag FFPE DNA Extraction

Kit » a été utilisé .

o Ce protocole a été réalisé en 03 étapes (Figure 21) :

3 EASY STEPS to purify nucleic acids from different sample materials

LOAD RUN COLLECT
STEP 1 STEP 2 STEP 3

7DbAA - ils

Figure 21. Les étapes de la lyse cellulaire.

(https://www.medicalexpo.com/prod/sacace-biotechnologies-srl/product-93521-944408.html).
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o Le processus d'extraction comprend (Figure 22) :

v" Lyse cellulaire : libérant ainsi I’acide nucléique en phase liquide ;

v Binding ou liaison : I’acide nucléique se liera spécifiquement a des billes
magnétiques spécifiques alors que les protéines, les polysaccharides et les lipides
restent en phase liquide et sont éliminées comme surnageant ;

v" Elution : les acides nucléiques purifiés adsorbés sur les billes magnétiques sont

) s— |

Echantillon Lyse cellulaire Liaison Elution ADN Pure

obtenus par élution.

Figure 22. Le processus de I’extraction.

b) La concentration d’ADN n’a pas pu étre déterminée par le nanodrope : des amorces

pour amplifier le géne controle B2 microglobuline ont été incluses pour vérifier la

quantité totale de I’ADN suffisante pour assurer I’amplification. La détection de ce géne

repose sur 1’hydrolyse de sondes 2 microglobuline marqué par le fluorophore HEX. On

devrait voir le signal HEX dans tous les échantillons.

PCR ciblée en temps réel : le kit (EntroGen’s Colorectal Cancer Mutation detection

panel) a été utilisé. Le kit contient le master mix, le contrdle positif, et les sondes TagMan

spécifiques d’alleles indispensables a 1’amplification et a la détection de mutations

spécifiques a tester, a savoir :

KRAS :codons 12 et 13 de I’exon 2 : G12D, G12V, G12C, G12A et G13D, le codon
61 del'exon 3 : Q61H, Q61L et Q61R et le codon 146 de 1'exon 4 : A146T et A146V.
NRAS : codons 12 et 13 de I’exon 2 : G12D, G12C, G128, G13R et G13V, le codon
61 de’exon 3 : Q61H, Q61L, Q61K et Q61R et le codon 146 de I’exon 4 : A146T.
BRAF : codon 600 de I’exon 15 V600.

Préparation de réactifs : Le volume total nécessaire a la réalisation de réactions

PCR est 30ul par échantillon. Nous avons pré-mélangé les mélanges réactionnels
de différents échantillons (aussi des échantillons contrdles) dans une solution mere

contenant un surplus de 5%, car les erreurs de pipetages doivent €tre couvertes.
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Ces réactions sont établies pour 1’échantillon de chaque patient. Une plaque PCR a 96 puits
peut recevoir jusqu’a 14 prélévements par échantillon pour un contréle positif par réaction et

un controdle sans matrice NTC.
Les étapes de préparation de la PCR sont :

v Décongeler une quantité nécessaire du mix sonde/master mix. Mix controle positif et
mix de réaction.
v Opérer un vortex puis une centrifugation pendant 5 secondes a température ambiante.

v’ Préparer une solution mére pour chaque échantillon (Annexe 3).

ii.  Distribuer 24 pl de solution mére par puits dans la moitié d’une rangée.

iii.  Ajouter 06 ul de sondes dans son puits correspondant.

Il.  Mc¢langer les échantillons en utilisant la pipette par plusieurs cycles d’aspiration et
refoulement.

I11.  Bien couvrir la plaque de PCR en utilisant le film optique adhésif.

IV.  Mettre la plaque a 96 puits dans le thermo cycleur aprés son réglage.

V.  Durée de ’amplification : 1H20.

VI. Interprétation des résultats : La sonde fluorescente (TagMan) est une sonde
d'hydrolyse trés populaire, congue pour se fixer a une séquence spécifique de
I'"ADN cible. Apres 1’amplification, la détection de séquences mutées est basée sur
I’hydrolyse de cette sonde. Le mécanisme de son action dépend de I’activité
exonucléase 5'-3' de la Taq polymérase, qui hydrolyse la sonde attachée tout au
long de I’amplification PCR. La sonde TagMan posséde un fluorophore (FAM,
ROX ou CY 5) lié a son extrémité 5' et une colorant extincteur a son extrémité
3'. Pendant la PCR, lorsque I’ADN polymérase réplique une séquence d'ADN sur
laquelle est liée une sonde TagMan, l'activité exonucléase 5' de la polymérase
hydrolyse la sonde qui génére une fluorescence. L'intensité de fluorescence
augmente a chaque cycle proportionnellement au taux de clivage de la sonde. Par
contre, Tant que la sonde est intacte, le rapporteur et l'extincteur restent a la
proximité immédiate et I'énergie d'excitation est éteinte, interdisant I'émission de
toute fluorescence. Les sondes KRAS, NRAS et BRAF sont marquées avec FAM,
ROX, CY 5. Ces derniers devraient étre détectés uniquement pour les échantillons

mutés de KRAS, NRAS ou BRAF (Figure 23).
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Dependence of ROX channel fluorescence on cycle number

5000~

4 000

Fluorescence
[ %] w
o o
o o
g

1000

1 6 11 16 21 26 31 36
Cycle number

=>Si CT <36, I’échantillon était considéré positif.
Figure 23. Le nombre des cycles de PCR

2.2.4 Analyse statistique

L’analyse statistique a été réalisée a I’aide du logiciel XLSTAT (version 2016.02.28451). Les
variables qualitatives ont été comparées par le test du Chi carré ou le test exact de Fisher. Le
test du chi carré a été utilisé pour observer les associations de génes mutés (KRAS/NRAS et
BRAF) avec des variables clinico-pathologiques (age, sexe, site tumoral, localisation spécifique
de la tumeur dans le colon, phénotype MSI). Toutes les valeurs p < 0,05 ont été considérées

comme statistiquement significatives.
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3.1 Histopathologie et caractéristiques des patients

Notre étude a porté sur 946 patients porteurs d'adénocarcinome colo-rectal (CCR), ayant subi
une résection chirurgicale du célon et/ou rectale ou autre résection d’un autre organe du site
métastatique (poumon, ovaire, foie...), entre janvier 2017 et décembre 2021, I’dge médian au
moment du diagnostic de ces patients était de 57,9 ans dans un intervalle d’age compris entre

15 et 93 ans.

Les caractéristiques clinicopathologiques enregistrées et analysées comprenaient le sexe, I’age,

le site tumoral primaire, le type histologique, la taille tumorale et le stade.
3.1.1 Répartition des cas de CCR selon le sexe

Sur le total de 946 patients inclus dans I'étude, 515 cas étaient des hommes et 431 cas étaient
des femmes (Figure 24). On retrouve dans la population é¢tudiée un sex-ratio hommes/femmes

de 1,19.

B Hommes

B Femmes

Figure 24. Répartition des cas de CCR selon le sexe.
3.1.2 Répartition des patients selon I’age

L’age médian des patients est de 57,9 ans (15-93ans) chez les patients atteints du cancer
colorectal. La distribution globale des patients selon leur age au moment du diagnostic (Figure
25) met en évidence un pic au niveau l’intervalle d’age >50 ans (n= 710). On remarque par
contre une part importante de patients jeunes : 236 sont agés de moins de 50 ans au diagnostic

(soit 24,9 % de la cohorte).
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Figure 25. Répartition des patients selon 1’age.

3.1.3 Répartitions des cas de CCR en fonction de la localisation tumorale

La localisation tumorale des patients atteints de CCR (Figure 26) se présente comme suit :

v

v
v
v

La localisation colite droite est présente chez 188 cas, ce qui représente 19,90%.

La localisation colite gauche est présente chez 450 cas, ce qui représente 47,60%.

La localisation rectale est présente chez 246 cas, ce qui représente 26%.

62 cas présentent des métastases qui proviennent de différents sites tumoraux et organes
tels que le gréle, ’estomac, le foie, I’ovaire, I’'utérus, le poumon, 1’abdomen, le péritoine

etc..., ce qui représente 6,50%.

En observant cette répartition des adénocarcinomes selon la localisation tumorale, on note que

la localisation colique gauche est le siege le plus fréquent avec 47,60%. Il convient de noter

que les tumeurs localisées dans le caecum, le colon ascendant et le c6lon transverse sont classées

comme des tumeurs du c6té droit, tandis que les tumeurs localisées dans le cdlon descendant,

le colon sigmoide sont considérées comme des tumeurs du coté gauche.

51



Chapitre 3 Résultats

‘ Métastase \

Colon gauche

Colon droit

M Colon gauche M Colondroit MRectum M Métastase

Figure 26. Répartition des cas de CCR en fonction du site tumoral.

3.1.4 Répartition des cas de CCR en fonction du grade de différenciation

Le sous-type histologique et le degré de différenciation des tumeurs ont été attribués selon la
classification de I’OMS. L'analyse anatomo-pathologique a permis de reconnaitre un grand
nombre (543 cas) de lésions tumorales a type d’adénocarcinome bien différenci¢ (ABD =
57,40%). En ce qui concerne les autres sous-types histologiques (Figure 27), le CCR peut étre
divisé en :
v 264 cas de CCR de type d’adénocarcinome moyennement différencié (AMD=27,90%).
v 70 cas de CCR de type de carcinome peu différencié (APD = 7.40 %).

v 69 cas de CCR de type de carcinome mucineux (CM = 69).

CPD ‘ - ‘

M ABD
M AMD
M CPD
MCM

Figure 27. Répartition des cas de CCR en fonction du grade.
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3.1.5 Distribution des cas de CCR selon le stade

Le systéme de stadification des métastases ganglionnaires tumorales (TNM) AJCC-UICC (8™
édition, 2017) [124] reste la référence en matiére de pronostic du CCR nouvellement
diagnostiqué. Les cas de CCR ont été répartis en fonction de la profondeur de l'invasion
tumorale dans la paroi intestinale (pT), comme le montre la figure 28. La distribution des
adénocarcinomes en fonction des stades montre que la majorité des patients a été tardivement

diagnostiqué au stade III (73,4%). Dans notre série, nous avons aussi identifié :
v’ Stade I : 3 cas (1%).
v’ Stade II : 16cas (5,30%).

v Stade IV : 21 cas (38,89%).

B80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
S

0%
Stade I Stade II Stade III StadeIV

Figure 28. Distribution des cas de CCR selon le stade
3.2 Etude de ’histopathologie des tumeurs
3.2.1 Examen macroscopique

Voici une résection colique (Figure 29) qui montre un foyer tumoral bourgeonnant, arrondi et
consistant, doté d’un centre ulcéré entouré d’une muqueuse saine et plane. Cette masse tumorale

parait dotée d’une couleur 1égérement foncée, hémorragique par rapport au tissu sain avoisinant.
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Figure 29. Pi¢ce réséquée du colon transverse, mesurée 60 cm.

3.2.2 Examen microscopique

La paroi du colon est composée de cinq couches histologiques distinctes (Figure 30). Ces tissus

ont été colorés a I'hématoxyline et a I'éosine (H&E). De I’intérieur vers 1’extérieur, on trouve :
y

v' La muqueuse ;
La musculaire muqueuse ;
La sous-muqueuse ;

La musculeuse ;

D N N NN

La séreuse.

ST IRE,
'\’.2 :[‘\- - -

P S Sy it
,'_"-‘/'7/.?:_{,-/,7.‘-',;.. s et
PO S LA N EERRSN ST

Figure 30. Coupe histologique de la paroi non tumorale du c6lon (G.X10).
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(A) Mq: muqueuse, MM: musculaire muqueuse, SM : sous muqueuse, GL: glande de
Lieberkiihn CC : cellule caliciforme, L: lumiére, C :Chorion .(B) M : musculeuse ,
S :séreuse.
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3.2.2.1 Les différents sous-types histologiques du cancer colorectal

Plus de 90 % des carcinomes colorectaux sont des adénocarcinomes provenant de cellules
¢épithéliales de la muqueuse colorectale. Concernant le type histologique des tumeurs, les
adénocarcinomes bien différenciées étaient le sous-type histologique le plus fréquent dans notre
sériec (ABD = 57,40%). Le grade tumoral ou le grade histologique fait référence au degré de
différenciation tumorale et constitue un facteur pronostique défavorable indépendant du stade
du CCR. Le degré de formation des glandes est actuellement le critére largement accepté et le
plus utilisé pour classer le cancer colorectal (CCR) d’une manicre cohérente. Pour classer les

tumeurs du CCR, nous avons adopté la classification TNM, qui décrit les classes suivantes :
v Adénocarcinomes bien différenciés

Une tumeur de grade 1 est une tumeur qui présente un niveau de différenciation élevé. Dans les
adénocarcinomes bien différenciés du colon, plus de 95 % de la tumeur est constituée de
glandes Lieberkiihn. La transformation maligne modifie la morphologie et la structure de la
crypte intestinale dans la muqueuse, en la remplacant par un tissu irrégulier. L’architecture

normale des cryptes de Lieberkiihn est perdue (Figure 31).
v' Adénocarcinomes moyennement différenciés

Les tumeurs de grade 2 ont un niveau de différenciation moyen. L’adénocarcinome
moyennement différencié présente une diminution de la fréquence de glandes de 50 a 95 % et
une prolifération tumorale importante. Les cellules sont agencées en lobules creusés de

différentes cavités (Figure 32).
v Carcinomes peu différenciés.

Les tumeurs de grade 3 ont un niveau de différenciation faible. L'adénocarcinome peu
différencié est généralement solide présente une formation de glandes moins a 50 %. Il est

caractérisé par des cellules indépendantes ou des cellules en bague a chaton (Figure 33/A).
v Carcinomes mucineux

Les néoplasmes présentant des lacs extracellulaires de mucine représentant> 50% de la zone
tumorale dans laquelle les cellules tumorales peuvent étre identifiées ont €ét€ considérés comme

des carcinomes mucineux (Figure 33/B).
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Figure 31. Aspect d’'un Figure 32. Aspect d’un
adénocarcinome bien différencié. adénocarcinome moyennement
(G. X 10 et G.X40) différencie. (G. X 10 et G.X200)
GT : glande tumorale, GT : glande tumorale,
Vs : vaisseau sanguin C : Chorion.

Figure 33.Aspect histologique des carcinomes de haut grade colorés a HE (G.10x et G. x 40).
(A) : carcinome peu différencié a cellules indépendantes, (B) : carcinome mucineux.

3.3 Etude immunohistochimique de MLH1, MSH2, MSH6 et PMS2

L'étude immuohistochimique a été évaluée sur des coupes du tissu tumoral non color¢ fixé au
formol et inclus en paraffine (FFPE) de 4 um d’épaisseur. Les marqueurs tumoraux du systéme
MMR (MLHI1, MSH2, MSH6 et PMS2) ont été analysés pour 110 cas d’adénocarcinomes

colorectaux.

L’expression immunohistochimique de la protéine du systtme MMR est considérée comme
positive lorsqu’elle est localisée dans le noyau. Dans tous les cas, nous avons procédé a un
controle positif de carcinome colorectal stable de MMR et un controle positif interne

(lymphocytes, cellules épithéliales des cryptes coliques). La coloration nucléaire dans tous les
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types de cellules était considérée comme une coloration positive. Nous avons utilisé des lames
de controle négatives avec un MSI et un contrdle positif interne (lymphocytes et cryptes
coliques). L'expression de la protéine pMMR (MSS) est mise en évidence par une coloration
nucléaire dans les cellules tumorales, lorsque les contrdles positifs internes (lymphocytes,
fibroblastes ou entérocytes normaux a proximité de la tumeur) ont montré une coloration
nucléaire positive. En revanche, la tumeur a été classée comme ayant un dMMR (MSI) lorsque
la coloration nucléaire des cellules tumorales était absente pour une ou plusieurs protéines
MMR, malgré I'immunoréactivité des contrdles positifs internes. Lorsque les contrdles internes

échouent, nous excluons de 1’étude des échantillons concernés.
3.3.1 Immunodétection de MLH1

Dans cette présente études, I’expression immunohistochimique de la protéine est considérée
positive lorsqu’elle est située au niveau du noyaux des cellules tumorales (Figure 35/B). Les
tissus normaux adjacents de chaque échantillon ont servi de contrdle positif (Figure 35). Parmi
les 110 tumeurs analysées, I'évaluation immunohistochimique a révélé I’expression de la
protéine MLH1 dans le tableau 2. L’extinction nucléaire de MLH1 était observée chez 5 cas

(Figure 34).

Tableau 2 : Le profil immunohistochimique de MLH1 dans le cancer colorectal.

Expression de MLH1

MLH1/Positive MLH1/Négative

105 5
95,45% 4,55%
MLH1-

MLH1+

Figure 34. Fréquence de ’expression de la protéine MLH1.
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Figure 35. Le profil immunohistochimique montre I’expression de la protéine MLH1 dans le
cancer colorectal. (Gx10)
(A) : Extinction nucléaire de la protéine MLH1. (B) : Expression nucléaire positive de
MLH1.¥: Expression nucléaire du contréle positif interne.

3.3.2 Immunodétection de MSH2

L'évaluation immunohistochimique (Tableau 3) a révélé que 1’expression nucléaire de la
protéine MSH2 (Figure 37/B) était présente chez 106 cas. Tandis que la perte de I’expression
(Figure 37/A) était présente chez 4 cas (Figure 36).

Tableau 3 : Le profil immunohistochimique de MSH2 dans le cancer colorectal.

Expression de MSH2
MSH2/Positive MSH2/Négative
106 4
96,36% 3.64%
MSH2-

MSH2+

Figure 36. Fréquence de 1’expression de la protéine MSH2.
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Figure 37. Le profil immunohistochimique montre I’expression de la protéine MSH2 dans le
cancer colorectal. (Gx10)

(A) : Extinction nucléaire de la protéine MSH2. (B) : Expression nucléaire positive de MSH2.
3.3.3 Immunodétection de MSH6
L'évaluation immunohistochimique (Tableau 4) a révélé que 1’expression nucléaire (Figure

39/B) de la protéine MSH6 était présente chez 109 cas. Tandis que I’extinction (Figure 39/A)
¢tait présente chez un seul cas (Figure 38).

Tableau 4 : Le profil immunohistochimique de MSHG6 dans le cancer colorectal.

Expression de MSH6
MSHGé6/Positive MSHG6/Négative
109 1
99,09% 0,91%
MSH6-

MSH6+

Figure 38. Fréquence de 1’expression de la protéine MSH6.
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Figure 39. Le profil immunohistochimique montre I’expression de la protéine MSH6 dans le
cancer colorectal. (Gx10)

(A) : Extinction nucléaire de la protéine MSH6. (B) : Expression nucléaire positive de MSH6.
3.3.4 Immunodétection de PMS2

L'évaluation immunohistochimique (Tableau 5) a révélé que I’expression nucléaire (Figure 41
/B) de la protéine PMS2 était présente chez 104 cas. En revanche 1’extinction (Figure 41/A)
était présente chez 6 cas (Figure 40).

Tableau 5 : Le profil immunohistochimique de PMS2 dans le cancer colorectal.

Expression de PMS2
PMS2/Positive PMS2/Négative
104 6
94,55% 5,45%
PMS2-

PMS2+

Figure 40. Fréquence de I’expression de la protéine PMS2.
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Figure 41. Le profil immunohistochimique montre 1’expression de la protéine PMS2 dans le
cancer colorectal. (Gx10)

(A) : Extinction nucléaire de la protéine PMS2. (B) : Expression nucléaire positive de PMS2.
3.3.5 L’analyse immunohistochimique du statut MMR

Sur un total de 110 patients atteints d'un cancer colorectal, I'analyse immunohistochimique de
'expression des quatre protéines MMR (Tableau 6) montre que I’instabilité des microsatellites
(MS]) était présente chez 9 cas (8,18%) ; 7 cas présentaient un phénotype MSI-H et 2 cas
présentaient un phénotype MSI-L. La majorité des cas étaient des microsatellites stables (MSS)

(101/110) (Figure 42).

I1 convient de noter que la détermination du statut MSI est réalisée en comparant le nombre de
biomarqueurs instables. Si I’expression d’une seule protéine MMR est perdue, le phénotype est
dit MSI-L (MSI-faible ou MSI-low). La tumeur est nommée MSI-H (MSI-¢élevé ou MSI-High),

lorsque au moins deux protéines perdent leurs fonctions stables.

Tableau 6 : Expression des protéines MMR au niveau des adénocarcinomes colorectaux.

Statut MMR = Nombre de cas

MSS 101cas
(91, 81%)
MSI-H Tcas
(6, 36%)
MSI-L 2cas
(1,81%)
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Figure 42. Evaluation du statut MMR.

3.3.6 Corrélation des protéines du systtme MMR avec les caractéristiques

clinicopathologiques des patients et les différentes mutations
3.3.6.1 Etude de la corrélation entre les protéines du systtme MMR et le sexe

L’analyse statistique (Tableau 7) a révélé que la p-value calculée est supérieure au niveau de
signification seuil alpha=0,05. De ce fait, on constate que 1’expression des protéines MMR et

le sexe sont indépendants (Figure 43).

Tableau 7: Distribution des protéines du systtme MMR en fonction du sexe des patients.

Caractéristiques MSS MSI-L MSI-H Total p-value
Sexe
Hommes 60(59,40%) 1(50%) 4(57,14%) 65 e
Femmes 41(40,59%) 1(50%) 3(42,85%) 45
Total 101 2 7 110
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MSI-H

Khi* (Valeur
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p-value
alpha

0,084
5,991

0,959
0,05

Figure 43. Expression des protéines du systeme MMR en fonction du sexe.

3.3.6.2 Etude de la corrélation entre ’Age et les protéines du systeme MMR

Pour rendre I'analyse statistique plus accessible, nous avons divisé les patients en deux groupes

d’age, des patients dont 1’age est inférieur a 50 ans et ceux dont 1’dge est supérieur ou égal a 50

ans. L’étude statistique de la corrélation entre 1’expression des protéines du systtme MMR et

I’age montre une valeur de p-value égale a 0,18 (Tableau 8), supérieure a la valeur de alpha qui

est égale a (0,05) d’ou, I’expression des protéines MMR n’est pas significativement corrélée

avec 1’age des patients atteints de CCR. L’instabilit¢ des microsatellites (MSI-H/MSI-L) est

trouvée chez 4 patients jeunes (< 50 ans (A)). Tandis que I’extinction des protéines MMR (MSI-

H/MSI-L) est trouvée chez 5 patients plus agés (=50 ans (B)) (Figure 44).

Tableau 8: Distribution des protéines du systtme MMR en fonction de I’age des patients.

Caractéristiques ~ MSS MSI-L MSI-H Total p-value
Age 0.18
<50(A) 29(28,71%) 0(0%) 4(57,14%) 33

>50(B) 72(71,28%) 2(100%)  3(42,86%) 77

Total 101 2 7 110
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Figure 44. Evaluation du profil des protéines du systeme MMR en fonction de 1’age.

3.3.6.3 Etude de la corrélation entre le site tumoral et I’expression des protéines du

systetme MMR

v’ L’expression des protéines du systéme MMR (MSS) a été révélé dans 83 cas de tumeurs
coliques, alors que l’instabilité des microsatellites (MSI) a été trouvée chez 9 cas
(Figure 45).

v" Le phénotype MSS est observée chez les quinze patients porteurs du cancer du rectum.

<

Les trois cas de métastase présentent un phénotype de microsatellite stable (MSS).
v' Dans la présente étude, I’instabilité des microsatellites (MSI) n’est pas significativement

associée a la localisation tumorale (p=0,74) (Tableau 9).

Tableau 9: Distribution des protéines du systeme MMR selon le site tumoral.

Caractéristiques MSS MSI-L MSI-H Total  p-value
Site tumoral 0.2
Colon droit (C.D) 30(29.70%) 1(50%) 4(57,14%) 35

Colon gauche (C.G) 53(52,47%) 1(50%) 3(42,86%) 57

Rectum (R) 15(14,85%) 0 0 15

Meétastase (M) 3(2,97%) 0 0 3

Total 101 2 7 110
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Figure 45. Expression des protéines MMR selon le site tumoral.

3.3.6.4 Etude de la corrélation entre ’expression des protéines du systtme MMR et le

grade de différentiation

v" Une faible proportion d’instabilité micro-satellitaire (MSI) (9cas) a été mise en évidence

dans la population totale. Cinq cas de MSI sont trouvés chez les tumeurs bien différenciées

(ABD) versus 2 cas chez les carcinomes mucineux (CM). Cependant, les carcinomes peu

différenciés ne présentaient aucun phénotype micro-satellitaire instable (MSI) (Figure 46).

v' L’expression tumorale ou D’extinction des protéines du systtme MMR n’est pas

significativement corrélée a 1’'un des sous-types histologiques ¢tudiés (p=0,76) (Tableau

10).

Tableau 10: Distribution des protéines du systeme MMR en fonction du grade.

Caractéristiques ~ MSS MSI-L MSI-H Total p-value
Type histologique 0.76
ABD 49(48,51%) 1(50%) 4(57,14%) 54

AMD 37(36,63%) 0 2(28,57%) 39

CPD 8(7,92%) 0 0 8

CM 7(6,93%) 1(50%) 1(14,29%) 9

Total 101 2 7 110
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Figure 46. Expression des protéines MMR en fonction du grade.

3.3.6.5 Corrélation du stade tumoral avec le statut MSI ou MSS

v' Laplupart des cas de phénotype microsatellitaire stable MSS sont du stade III (74,58%).

v" Tous les cas du groupe MSI-L sont du stade III. Le phénotype microsatellitaire instable
(MSI-H) est présent aussi avec un pourcentage ¢levé (80%) chez les cas du stade III
(Figure 47).

v Enrevanche, nos données statistiques ont également révélé qu’il n’y a pas de corrélation
significative entre le statut des protéines MMR et les différents stades tumoraux
(p=0,93) (Tableau 11).

Tableau 11 : Distribution de ’expression des protéines du systeme MMR en fonction du
stade de la tumeur.

Caractéristiques MSS MSI-L MSI-H Total p-value
Stade pathologique 0.9
1 1(1,69%) 0 0 1

n 5(8,47%) 0 0 5

I 44(74,58%)  2(100%) 4(80%) 50

v 9(15,25%) 0 1(20%) 10

NI 42 (0%) 0 2(0%) 44

Total 101 2 7 110
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NI : non identifié.

PT4 MSI-H
Khi* (valeur 1,271
Khi* (valeur 12,592
DDL 5]
p-value 0,973
alpha 0,05

Figure 47. Expression des protéines MMR en fonction du stade.
3.4 Détection des mutations des génes KRAS, NRAS et BRAF par PCR en temps réel
3.4.1 Evaluation des statuts KRAS, NRAS et BRAF
Dans notre série d’étude, on retrouve :

v Parmi les 946 échantillons de CCR testés, le géne KRAS était muté chez 461 des 946
des cas, ce qui représente 48,73%.

v' Le statut de la mutation NRAS a été analysé chez 595 des 946 cas, ce qui représente
62,9% des échantillons et seulement 33/595 des patients portaient les mutations NRAS,
ce qui représente 5,54%.

v’ Le statut de la mutation BRAF a été détecté chez 556 sur 946 des cas ce qui donne
58,7% et le résultat est que 40 sur les 556 patients présentaient cette mutation ce qui

s’exprime comme 7,19% (Tableau 12) (Figure 48).

Tableau 12: Résultats des mutations des genes KRAS, NRAS et BRAF.

KRAS NRAS BRAF
Les KRAS NRAS BRAF
Non Total Non Total Non Total
mutations Muté Muté Muté
Muté Muté Muté
Nombre de 485 461 562 33 516 40
946 595 556
cas (51,27%)  48,73% 94.45%  (5,55% (92,81%) (7,19%
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Figure 48. Evaluation des statuts KRAS, NRAS et BRAF.

Les points chauds les plus fréquents des mutations KRAS étaient dans I’exon 2(83,3%), I’exon3

(6,5%) et I’exon 4(10, 2%). Les principales mutations de KRAS étaient G12D trouvées dans
24,1% (101) des échantillons, suivies de G12V trouvées dans 19,9% (92) des cas mutés et G13D

trouvées dans 13% (60) des cas mutés. La mutation de NRAS la plus fréquente était Q61R de

I’exon 3, elle présente 30,3% des cas mutés. Les sous-types des mutations les plus fréquents

étaient p. V60OE /p. V600D de I’exon 15 trouvées chez 92,5% des cas mutés (Tableau 13).

Tableau 13: Fréquence et distribution des mutations KRAS, NRAS et BRAF.

Substitution Substitution d'acides
Géne Exon Substitution de codons Nombre %
nucléotidique aminés
KRAS c.35G>A GGT>AGT p.G12D 101 24.1%
¢.35G>T GGT>GTT p.G12V 92 19,9%
2 ¢.34G>T GGT>TGT p.G12C 35 7,6%
¢.35G>C GGT>GCT p.G12A 25 5,4%
¢.34G>C GGT>CGT p.G12R 11 2,4%
c.34 G>A GGT>AGC p.G12S 10 2,2%
c.38 G>A GGC>GAC p.G13D 60 13%
N.I N.I p.G12* ou G13* 50 10,8%
c.175G>A/c.176  GCA>ACA/GCA >GAA/
3 AS5S9T/E/G 6 1,3%
C>A/ ¢.176C>G GCA> GGT
c.183A>C CAA>GCT p.Q61H 12 2,6%
c.182A>G CAA> CGT p.Q61R 1 0,2%
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c.182A>T/
c.182A>G/ CAA>CTA/ CAA>CTA p.Q61L/R/H 10 2,2%
c.183A>C
N.I N.I p. A59%/ p.Q61* 1 0,2%
4 c.351A>T AAA>AAT p.KI117N 5 1,8%
¢.436G>C GCA>ACA p.A146T 9 1,9%
c.436G>A/
GCA>ACC/ GCA>ACA/
c.436G>C/ p.A146P/T/V 33 7.2%
GCA>GTA
c.437C>T
NRAS | 2 ¢.34G>T GGT>TGT p. G12C 2 6,1%
c.35G>A GGT>AGT p. G12D 1 3%
‘ ¢.35G>T GGT>GTT p.G12V 1 3%
¢.35G>C GGT>GCT p.GI2A 1 3%
‘ c.38 G>A GGC>GAC p.G13D 3 9%
¢.37G>C GGC>CGC p.GI3R 1 3%
‘ N.I N.I p.G12*/G13* 1 3%
3 c.182A>G CAA>CGA p.Q61R 10 30,3%
‘ c.181C>A CAA>AAA p.Q61K 2 6,1%
c.182A>T CAA>CTA p.Q61L 2 6,1%
‘ c.183A>C CAA>GCT p.Q61H 2 6,1%
c.182A>T/
CAA>CTA/ CAA>CGA/
c.182A>G/ p.Q61L/R/H 6 18,2%
CAA>CTA
c.183A>C
4 c.351A>T AAA>AAT p.KI117N 1 3%
BRAF | 11 c.1396G>A  GGA>GAA GGA>CGA p.G466E 1 2,5%
c.1405G>A GGA>CGA p.G469R 1 2,5%
15 c.1799T>A (GTG>GAG) p.V600E 3 7,5%
c.1799T>A
/¢.1799 1800del  GTG>GAG/GTG>AGT  p.V600E /p.V600D 34 85%
insAT
N.I N.I p.W604C 1 2,5%

NI : non identifié.

3.4.2 Corrélation des génes RAS et BRAF avec les caractéristiques clinicopathologiques

des patients

La relation entre les statuts des mutations génétiques RAS et BRAF et les différents parametres

clinicopathologiques a été également évaluée en utilisant I’analyse statistique.
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3.4.2.1 Evaluation des statuts KRAS, NRAS et BRAF en fonction du sexe

v' Chez les hommes, les mutations de KRAS, NRAS et BRAF étaient présentes
respectivement dans (55,10%), (54,55%) et (45%) des cas.
v Chez les femmes, les mutations de KRAS, NRAS et BRAF étaient révélées
respectivement dans (44,90%), (45,45%) et (55%) des cas (Tableau 14).

Concernant

I’analyse

des

caractéristiques

clinicopathologiques,

aucune association

significative n’a été trouvé entre les statuts mutationnels de KRAS, NRAS et BRAF et le sexe

(Figure 49).

Tableau 14: Corrélation entre les statuts KRAS, NRAS et BRAF et le sexe.

Caractéristiques KRAS KRASM P - NRAS NRAS M P-  BRAF BRAF P-
NM value NM value NM M value
Sexe 0,6 0.9 0,1
Hommes 261 254 310 18 291 18(45%)
(53,81%) (55,10%) (55,16%) (54,55%) (56,40%)
Femmes 224 207 252 15 225 22(55%)
(46,19%) (44,90%) (44,84%) (45,45%) (43,60%)
Total 485 461 562 33 516 40
Statut KRAS/Sexe Statut NRAS/Sexe Statut BRAF/Sexe
300 1 350 - 300 ¢
250 4 300 1 250 -
200 | 250 1 200 1
150 - 200 1 150 -
150 4 |
100 4 | 100 1
3100 +
50 - - 50 4
g ; oL wlipm > oL -
Femme " KRASN £ — ~ - ) NRAS ‘C’h'h;' ) g S KRAS
Homme  KRASM M mme Nomme VNMS M Homme  xrasm M
Khi® (valeur 0,157 Khi® (Valeur 0,005 Khi* (valeur 1,952
Khi* (Valeur 3,841 Khi® (Valeur 3,841 Khi? (Valeur 3,841
DDL 1 DDL 1 DDL 1
p-value 0,692 p-value 0,945 p-value 0,162
alpha 0,05 alpha 0,05 alpha 0,05

Figure 49. Association des altérations génétiques KRAS, NRAS et BRAF avec le sexe.
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3.4.2.2 Evaluation des statuts RAS et BRAF en fonction de I’age

L'analyse statistique (Tableau 15) a révélé une fréquence de mutations KRAS plus élevée chez

les sujets plus agés (=50 ans) (p=0,004). De méme, la mutation BRAF ¢était fréquemment

apparue chez les sujets plus agés (15% vs 85%, p =0,004) (Figure 50).

Tableau 15 : Corrélation entre I’age et les statuts RAS et BRAF.

Caractéri | KRAS NM KRAS M P - NRAS NM NRAS M P- BRAFNM BRAF P-
. value value M
-stiques value
Age 0,004 0.9 0,004
<50 140 96 157 9 153 6
(28,87%)  (20,82%) (27.94%)  (27,27%) (29,65%)  (15%)
>50 345 365 405 24 363 34
(71,13%)  (79,18%) (72,06%)  (72,73%) (70,35%)  (85%)
Total 485 461 562 33 516 40
Statut KRAS/Age Statut NRAS/Age Statut BRAF/Age
400 - 450 400 -
350 400 - 350 -
300 4 =0 300
»s0 A 250
250 4
200 4 200 -
200 |
150 | 150 -+
150 -+ [
W00 100 - 100 +
w ‘ - w 4 w -‘
0 1= 1 e 1 e
o ; T xmns ? = - NRAS ° < - 55 " sRaF
=50 KRAS M g | =0 nracw WM %0 eraFan  NM
Khi* (valeur 8,163 Khi® (valeur 0,007 Khi? (Valeur 8,163
Khi® (vale ur 3,841 Khi* (valeur 3,841 Khi® (valeur 3,841
DDLU 1 nni 1 oDL 1
p-value 0,004 p-value 0,934 p-value 0,004
alphs 0,03 alpha 0,05 alpha 0,05

Figure 50. Association des altérations génétiques KRAS, NRAS et BRAF avec I’age.

3.4.2.3 Etude de la relation entre le site tumoral et les statuts mutationnels KRAS, NRAS

et BRAF

Dans notre cohorte, on remarque :

v" Célon droit : I’incidence des mutations KRAS, NRAS et BRAF étaient respectivement
(22,8%), (12,1%) et (50%).
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v' Coélon gauche : les mutations KRAS, NRAS et BRAF étaient présentes respectivement
dans (49,0%), (54,6%) et (37,5%) des cas.
v" Rectum : les mutations KRAS, NRAS et BRAF ont été détectées respectivement dans
(23,2%), (33,3%) et (3,5%) des cas.
v Métastase : les mutations KRAS et BRAF ont été trouvées chez (5%) des cas (Figure

51).

L’analyse univariée montre que les tumeurs du groupe KRAS mutant étaient plus fréqguemment

retrouvées dans le cété gauche du célon (p=0,018). En revanche, les tumeurs du groupe BRAS

mutant étaient plus fréquemment retrouvées dans le cété droit du cdlon (p<0,001) (Tableaul6).

Tableau 16: Corrélation entre le site tumoral et les statuts mutationnels KRAS, NRAS et

BRAF.
Caractéris KRAS KRASM P- NRAS NRAS M P- BRAF BRAF  P-
-tiques NM value NM value NM M value
Site 0,018 0.2 <0,001
tumoral
Colon 83 105 107 4 84 20
droit (17,11%)  (22,78%) (19,04%) (12,12%) (16,28%) (50%)
Colon 224 226 256 18 236 15
gauche (46,19%)  (49,02%) (45,55%) (54,55%) (75,74%) (37,5%)
Rectum 139 107 155 11 157 3
(28,66%) (23,21%) (27,58%) (33,33%) (30,43%) (7,5%)
Metastase | 39 23 44 0 39 2
(8,04%) (4,99%) (7,83%) (7,55%) (5%)
Total 485 461 562 33 516 40

M : muté. NM : non muté

250 4

150 1

200 4

Statut KRAS/Site tumoral

Statut NRAS/Site tumoral

g

Statut BRAF/Site tumoral

250

200

150

100

S0

o+

ala

o o+ + > KRAS < ~
& % & S KRAS N N > S nradia”
< 3 o Q(.\ MT k(g & & > hi»é Nt < \o - o (=
< ‘10\0 ‘}' < M S .~
2 |

Khi® (Valeur 10,067 Khi? (Valeur 4,301 | xhi® (valeur 30,235,
Khi* (valeur 7,815 Khi” (Valeur 7,815 Khi* (Valeur 7,815
DDL 3 DDL 3| DDL 3
p-value 0,018 p-value 0,231 p-value <0,0001"
alpha 0,05 alpha 0,05 | alpha 0,05

Figure 51. Association des altérations génétiques KRAS, NRAS et BRAF avec le site tumoral.
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3.4.2.4 Corrélation entre le type histologique et les statuts KRAS, NRAS et BRAF

Nous avons évalué la relation entre les différentes mutations étudiées et le type histologique de

la tumeur (Tableau 17).

Tableau 17 : Corrélation entre le type histologique et les statuts KRAS, NRAS et BRAF.

Caractéristi KRAS KRASM P NRAS NRAS M  P- BRAF BRAFM P-
-ques NM value  NM value NM value
TH 0,001 0.6 0,1
ABD 266 277 312 17 292 16
(54,85%)  (60,09%) (55,52%)  (51,52%) (56,59%) (40%)
AMD 131 133 154 12 139 13
(27,01%)  (28,85%) (27,40%)  (36,36%) (26,94%) (32,5%)
CPD 52 18 56 3 52 6
(10,72%)  (3,90%) (9,96%) (9,09%) (10,08%) (15%)
CcM 36 33 40 1 33 5
(7,42%) (7,16%) (7,12%) (3,03%) (6,39%) (12,5%)
Total 485 461 562 33 516 40
Statut KRAS/TH Statut NRAS/TH Statut BRAF/TH
300 1 350 300
250 4 300 ¢ 250 4
200 250 200
200 i
150 + i | 150 -+
100 4 ]
\ 100 | 100 1
S0 + 50 4 - 50 4
- Segln |t -Tallg l.Hally
ABO oy il - B —
BRAFM
Khi* (valeur 16,284 Khi* (Valeur 1,767 Khi® (valeur 5,151 1
Khi* (Valeur 7,815 Khi® (Valeur 7.815 Khi® (valeur 7,815
oDL 3 DDL 3 DOL 3
p-value 0,001 p-value €622 p-value 0,161 1
alpha 0,05 alpha 0,05 alpha 0,05 ]

Figure 52. Association des altérations génétiques KRAS, NRAS et BRAF avec le type
histologique.
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Nous avons constaté dans notre étude que :

v

La mutation de KRAS était identifiée dans 277 cas (60,1%) d’adénocarcinome bien
différencié (ABD), dans 133 cas (28,8%) d’adénocarcinome moyennement diftérencié
(AMD), dans 18 cas (3,9%) de carcinome peu différencié¢ (CPD) et dans 33 cas (7,2%)
de carcinome mucineux (CM).

La mutation de NRAS ¢était identifiée dans 17cas (51,5%) d’adénocarcinome bien
différencié (ABD), 12cas (36,4%) d’adénocarcinome moyennement différenci¢ (AMD),
dans 3 cas (9,1%) de carcinome peu différenci¢ (CPD) et dans 1cas (3%) de carcinome
mucineux (CM).

La mutation de NRAS est identifiée dans 16 cas (40%) d’adénocarcinome bien
différenci¢ (ABD), dans 13 cas (32,5%) d’adénocarcinome moyennement différentié
(AMD), dans 6 cas (15%) de carcinome peu différencié¢ (CPD) et dans 5 cas (12,5%) de

carcinome mucineux (CM).

L’analyse statistique montre une association significative entre le statut KRAS, en termes de

sous-types histologiques, et 1’adénocarcinome bien différenci¢ (60,1% des cas/p=0,001)

(Figure 52).

3.4.2.5 Corrélation entre le stade et les statuts KRAS, NRAS et BRAF

v

v

Les mutations de KRAS, NRAS et BRAF ¢étaient détectées respectivement dans
(72,6%), (81,82%) et (68,75) des cas de CCR diagnostiqués au stade III (Figure 53).

Il convient de mentionner que les tumeurs BRAF-mutant étaient statistiquement
associées au stade III (p=0,02). En revanche, il n'y avait pas d'associations significatives

entre les statuts KRAS et NRAS et le stade de la tumeur (Tableau 18).
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Tableau 18: Corrélation entre le stade et les statuts KRAS, NRAS et BRAF.
Caractérist KRAS KRASM P - NRASNM NRASM P- BRA BRAF P-
-iques NM value value NM M value
Stade T 0,9 0.8 0,02
1 2 1 2 0 0 1
(1,29%) (0,67%) (1,11%) (6,25%)
11 8 8 8 0 4 0
(5,16%) (5,33%) (4,44%) (2,50%)
1 115 109 136 9 126 11
(74,19%)  (72,6%) (75,56%) (81,82%) (78,75%) (68,75)
V14 30 32 34 2 30 4
(19,36%) (21,33%) (18,89) (18,18%) (18,75%) (25%)
NI 330 311 382 22 356 24
(0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%)
Total 485 461 562 33 516 40
Statut KRAS/Stade Statut NRAS/Stade Statut BRAF/Stade
140 4 140
100 ‘ 100 -
0 g0}
60 - o]
21 0 4
m | - l m A
n ST | o= _ g W | T
T . - X PTL . < —— . = >
T3 RS ::5 o p"», = — M p-—)‘ o~ "/, .
M = NRAS M PTa BRAFNM
BRAF M
Khi* (Valeur 0,477 Khi* (Valeur 0,667 Khi? (Valeur 9,529
Khi* (Valeur 7,815 Khi* (Valeur 7,815 Khi? (valeur 7.815
DDL 3 DDL 3 DDL 3
p-value 0,924 p-value 0,881 p-value 0,023
alpha 0,05 alpha 0,05 alpha 0,05

Figure 53. Association des altérations génétiques KRAS, NRAS et BRAF avec le stade.

3.4.3 Evaluation des relations entre le statut KRAS et les statuts NRAS et BRAF

v Le tableau 19 montre que les tumeurs KRAS-mutant n’étaient pas statistiquement

associées aux mutations NRAS ni BRAF (p>0,05) (Figure 54).
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Tableau 19 : Evaluation des relations entre le statut KRAS et les statuts NRAS et BRAF.

Caractéristiques KRAS NM KRAS M Total p-value
NRAS 0,13
NRAS NM 452 110 562
(93,76%) 97,34%)
NRAS M 30 3 33
(6,22%) (2,66%)
Total 482 113 595
BRAF 0,06
BRAF NM 417 99 516
(91.85%) (97,06%)
BRAF M 37 3 40
(8.15%) (2.94%)
Total 454 102 556
Statut KRAS/NRAS Statut KRAS/BRAF
500 1 450 1
450 400 ~
400 350
350 - 00 <
300 - 50 4
250 - 200 -
200 - 150 -
jE‘ﬂ -
100
100
50 4 0 7
o J______:"' 0 ___"_?" —
sy BRASM “ﬁf
— e~ BRAF NM FRAS B
Khi? (Valeur 2,226 Khi® (Valeur 3,384
Khi? (Valeur 3,841 Khi? [Valeur 3,841
DoL 1 DDL 1
pevalue 0,136 pwalue 0, 66
alpha 0,05 alpha 0,05

Figure 54. Association du statut mutationnel KRAS et les statuts mutationnels NRAS et BRAF.
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3.4.4 Corrélation du statut NRAS avec le statut BRAF

Nous avons évalué la relation entre le statut NRAS et le statut BRAF (Tableau 20). L’analyse

statistique a révélé que les tumeurs NRAS-mutant et BRAF-mutant sont significativement
dissociées (Figure 55).

Tableau 20 : Etude de la relation entre le statut NRAS et le statut BRAF.

Caractéristiques NRAS NM NRAS M Total p-value
BRAF 0,06
BRAF NM 485 31 516
(93.38%) (100%)
BRAF M 40 0 40
(7.62%)
Total 525 31 556
Statut NRAS/BRAF

m -

450

m 5

350 1

m -+

350 1

m 4

150 -

100 4

3} 4
0 _— =
BRA r-r,1 ) 7 HRAS NM
BRAENM  MRAS M

Figure 55. Association du statut mutationnel NRAS et le statut mutationnel BRAF.
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Chapitre 4 Discussion

4,1 Discussion

Le cancer colorectal (CCR) reste un défi de santé publique important a I'échelle mondiale, avec
des incidences et des taux de mortalité variables selon les régions mais assez conséquentes. Les
taux d'incidence du CCR sont plus élevés en Europe, en Australie et en Nouvelle-Zélande, et
les taux de mortalité sont plus élevés en Europe de I’Est. Les taux d'incidence du cancer du
cblon et du rectum ont tendance a étre faibles dans la plupart des régions d'Afrique et au sud de
1’Asie centrale [13]. En Algérie, 6 526 nouveaux cas ont ét¢ enregistrés chez les deux sexes en
2020 [14]. La transition d’une économie a faible revenu a une économie a revenu plus élevé et
les changements du mode de vie sont des facteurs susceptibles d’affecter la survenue du cancer

colorectal (facteurs alimentaires, incidence accrue de 1’obésité et diminution de I’activité
physique).

L’¢épidémiologie du CCR a considérablement changé au cours des trois dernieres décennies. De
nombreuses questions se posent concernant I’étiologie, le profil moléculaire et la composante
génétique de cette maladie. Notre recherche présente un apergu des profils mutationnels des
geénes KRAS, NRAS et BRAF en termes de fréquence, de distribution et de corrélations avec
des facteurs clinicopathologiques et moléculaires dans une population algérienne diagnostiquée
avec un CCR métastatique. Les corrélations identifiées peuvent contribuer a une meilleure
compréhension des anomalies génétiques du CCRm et faconner des profils moléculaires qui

pourraient étre utilisés a I'avenir pour choisir de nouveaux traitements.
4.1.1 Les caractéristiques clinicopathologiques des patients

En fonction de 'age au moment du diagnostic, le CCR peut étre divisé en maladie a apparition
précoce et tardive (diagnostiquée avant 50 ans ou apres 50 ans, respectivement). Il est bien
connu que le CCR est plus fréquent chez les patients agés, bien que des analyses rétrospectives
aient montré que l'incidence du CCR chez les patients jeunes a tendance a augmenter au cours
de la derni¢re décennie [179]. Notre étude a révélé que 1’dge moyen de la population
sélectionnée au moment du diagnostic était de 57,9 ans (dans I’intervalle 15-93 ans). Nous
déduisons que cet age qui est inférieur a I’age moyen 63 ans identifié en France [180], est assez
proche de celui trouvé dans différents pays arabes et africains 55,56 ans au Maroc [181], 58 ans
en Arabie saoudite [182] et 46,7 ans au Togo [183]. Nous estimons que cela est di au fait que
plus de 54 % de la population algérienne est dgée de moins de 30 ans. Les lignes directrices
actuelles recommandent un dépistage dés 1'age de 45 ans dans la population générale, ce qui

pourrait contribuer a réduire le nombre de cas de CCR diagnostiqués a un stade avancé.
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Concernant I’incidence du CCR selon le sexe, plusieurs études préliminaires ont rapporté la
prédominance masculine. Les taux d'incidence et de mortalité sont plus élevés chez les hommes
que chez les femmes [181,184,185,186]. Dans notre étude, 515 cas étaient des hommes et 431

cas ¢taient des femmes ce qui donne un sex-ratio (hommes/femmes) de 1,19.

La plupart des tumeurs diagnostiquées €taient des adénocarcinomes bien différenciés qui étaient
identifiés dans 57,39% des cas étudiés. De plus, les taux des adénocarcinomes moyennement
et les carcinomes peu différenciés / mucineux étaient comparables aux données de la littérature.
Ils étaient, respectivement 35,90% et 7,29% contre 27.5 % et 7,8 % [187]. Le sous-type
histologique de 1’adénocarcinome bien différencié pourrait présenter un bon pronostic chez les
patients. Cependant, selon nos résultats, la majorité des cas de CCR a été diagnostiqué a un
stade tardif : 73,44% au stade III et 20,33% au stade IV. Du méme, 1’étude de Joachim et
al.(2019) a montré que 62,4 % des cas étaient diagnostiqués au stade III-1V, dont 36,6 % des

patients présentaient des métastases au moment du diagnostic (stade IV) [188].

4.1.2 Profils mutationnels des génes KRAS, NRAS et BRAF et leurs corrélations avec

les facteurs clinicopatologiques des patients
41.2.1 Legeéne KRAS

L’analyse génétique des points chauds des mutations somatiques dans les genes KRAS, NRAS
et BRAF est désormais une pratique courante pour sélectionner les patients atteins du cancer
colorectal métastatique ¢€ligibles a une thérapie ciblée anti-EGFR [189]. Dans les cancers
colorectaux, la fréquence de la mutation sur le gene KRS est rapportée dans 33 a 48% des cas
[190,28]. L’incidence de mutations KRAS dans notre série 48,7% (461/946) est conforme aux
¢tudes arabes, européennes, asiatiques et latino-américaines [191,192,193,194,195,196] dont
83,3% des cas mutés sont situés dans I'exon 2 (codons 12 et 13). Cette incidence est proche de
celles rapportées dans d’autres études danoise, marocaine et chinoise qui donnent

respectivement 86,1%, 88,3% et 90% [197,182,198].

Des mutations d’exons de KRAS en dehors de I’exon 2 sont survenues chez 16,7% des patients
de CCR dans notre étude, dont 30 cas (6,51%) présentent des mutations dans I’exon 3 de KRAS
et 47 cas (10,2%) dans I’exon 4 de KRAS. Le taux des mutations KRAS dans 1’exon 4 (10,2%)
est plus élevé que celui trouvé dans des recherches antérieures [198, 199, 200]. Les mutations
les plus fréquentes étaient : ¢.35>A (G12D); 21,9%, ¢.35G>T (G12V); 19,95%, c¢.34G>T
(G12C) ; 7,59% et C.38G> A (G13D) ; 13% qui correspondent a 62,44% vs 75,4% de tous les

cas mutés dans une série citée dans une publication marocaine récente [19]. En concordance
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avec notre résultat, les sous-types de mutations les plus répondus en Europe et en Asie, sont
G12D, G12V, G13D [192,201,202]. De plus, il a été observé que les sous-types de mutations
les plus répondus du codon 12 étaient les statuts des mutations G12D, G12V, G12C [197].

L’objectif de I’analyse génétique somatique et 1I’épidémiologie des alléles KRAS est de savoir
si le choix de I’allele KRAS influence les aspects clinicopathologiques d’un cancer donné. La
valeur pronostique des mutations de KRAS a bien été étudiée dans nombreux contextes
cancéreux. Par exemple, dans le cancer colorectal, la mutation KRAS-G12D, I’all¢le le plus
courant et la mutation KRAS-G12V ont été associées a une mauvaise survie globale par rapport
aux patients atteints de cancers de type sauvage (WT) KRAS, alors que les mutations du codon
13 ne le sont pas [203,204,205,206]. Dans notre série, la prévalence de la mutation ponctuelle

KRAS-G12D était de 23,9% des cas mutés.

KRAS-Y12¢ (glycine en cystéine) est devenu une cible prometteuse pour des nouvelles thérapies
dirigées dans les tumeurs solides. Récemment, ASP2453, un nouvel inhibiteur de KRAS G12C,
a inhibé de maniére puissante et sélective la croissance tumorale induite par KRAS-G12C [207].
Le premier inhibiteur sélectif de KRAS-G12C a été signalé en 2013. KRAS est une GTPase, et
les inhibiteurs sélectifs de KRAS-G12C ont initialement été congus pour se lier au résidu Cys
12 dans la Poche de suitch II, ces inhibiteurs bloquent KRAS-G12C dans un état 1i¢ au GDP
inactif. ’AMGS510 et MRTX849 agissent de maniére similaire : tous les deux se lient dans la
poche du commutateur II [208]. Dans cette étude, la prévalence de la mutation KRAS-G12C
est de 7,6% des cas KRAS mutants, ce qui pourrait présenter un grand nombre de patients qui
pourraient bénéficier de ces thérapies ciblées. Bien que la fréquence de la mutation KRAS-
G12C vue ici soit moins élevée par rapport aux données d’une publication italienne 12% [209],

elle est un peu plus élevée que la fréquence trouvée dans une étude taiwanaise 5,7% [210].

Concernant I’analyse de la corrélation des mutations KRAS et le groupe d’age, notre étude a
révélé une prévalence plus élevée de ces mutations chez les sujets plus agés (=50, p=0,004)
[192,211]. Par contre, une étude américaine récente suggére que les mutations KRAS
surviennent fréquemment chez les sujets plus jeunes [212]. Conformément a notre résultat,
Elagy et al. (2021) [181] ont constaté que le colon gauche abrite plus de mutations KRAS. En
revanche, d’autres études, ont montré que les mutations KRAS étaient fréquemment localisées
dans le colon droit [213,214]. 1l est largement admis que le cancer du cdlon droit et gauche a
une carcinogenese moléculaire distincte. Les mutations KRAS étaient significativement
associées aux tumeurs bien et moyennement différenciées [181,215]. Bien que, d’autres études

aient observé une corrélation entre ces mutations KRAS et le stade TNM avancé [181,216],
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aucune association significative a été révélée entre le KRAS et le stade TNM dans notre série
et les statuts mutationnels NRAS et BRAF [199]. De plus, les mutations KRAS et BRAF

s'excluent généralement mutuellement dans les tumeurs colorectales [87,88].
4.1.2.2 Le géne NRAS

Les patients porteurs d’une mutation NRAS forment un sous-groupe distinct du CCRm d’un
point de vue clinique et moléculaire, 3 a 5% des CCR présentent une mutation dans I’exon 2,3
et 4 de NRAS. Dans notre recherche, les mutations du géne NRAS ont été détectées dans 5,54%
des cas. Cette incidence de mutations NRAS est conforme aux expériences précédentes
[192,212], elle est relativement élevée par rapport a celle rapportée dans une autre étude
chinoise 3,4% [199]. En revanche, un groupe de recherche slovaque a trouvé un taux de
mutations NRAS plus éleve, 7,2 % [217]. Nos données ont également révélé qu’il n’y a pas de
corrélation significative entre la mutation génétique NRAS et les caractéristiques
clinicopathologiques des patients atteints de CCR. En concordance avec a nos données, une
¢tude francaise publiée par Rimbert et son équipe (2018) [215] montre qu’aucune association

significative n’a été identifice.
4.1.2.3 Le géne BRAF

La mutation génétique de BRAF est I'un des sous-types de mutations les plus importants dans
le cancer colorectal. Depuis peu, les inhibiteurs de BRAF tels que le vemurafenib, le dabrafenib
ont révolutionné le traitement du mélanome métastatique. Des €tudes en cours s'efforcent
¢galement de reproduire ces résultats chez les patients atteints de CCRm. Le role prédictif de
la mutation BRAF vis-a-vis de la chimiorésistance est toujours en débat. Il convient de noter
que la faible prévalence de cette mutation rend son identification difficile en tant que marqueur
prédictif. Des mutations de BRAF surviennent dans 8 % de toutes les tumeurs et dans 5a 12 %
des cancers colorectaux métastatiques CCRm [218,219]. Nous avons trouvé que le statut des
mutations BRAF a été révélé dans 7,19 % des cas de CCRm testés, ce taux de mutations est
cohérent avec celui rapporté par Hernandez-Sandovalet [220] chez les populations de
I'Amérique latine et des Caraibes et est inférieur au taux de 14,9% rapporté chez une population
chinoise [221]. Fait intéressant, que nous avons trouvé trois mutations BRAF en dehors de

I’exon 15.

Dans notre recherche, nous avons évalué¢ les caractéristiques clinicopathologiques du CCRm
BRAF muté ou nous confirmons avec des études récentes que les patients porteurs d'une

mutation BRAF sont susceptibles d'étre plus agés [222]. Le cancer du cdlon du droit abrite plus
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de mutations de BRAF que le cancer du coté gauche, ce qui pourrait entrainer une résistance a
la thérapie ciblée anti-EGFR [223] et aggraver le pronostic [224]. Confirmant aux résultats de
plusieurs ¢études [215,224,225], nous avons observé que les mutations BRAF sont
principalement localisées dans le colon droit, ces tumeurs BRAF-mutant sont également

associées au stade avancé [226].
4.1.3 Evaluation du statut MSI

Pour augmenter 1’identification des patients atteints de 1’instabilit¢ des microsatellites (MSI)
dans la pratique clinique incluant ceux atteints du syndrome de Lunch, il est recommandé
d’analyser le statut MSI de tous les CCR réséqués. Malheureusement, il était difficile de
déterminer les échantillons qui pourraient étre atteints du syndrome de Lynch dans la présente
recherche. De plus, le statut MSI élevé (MSI-H) est associé a un meilleur pronostic dans le CCR
a un stade précoce et a un manque de bénéfice du traitement adjuvant par le 5-fluorouracile au
stade II de la maladie. Environ 12 a 20 % des CCR sont expliqués par un MSI-H dii au MMR-
D, avec une incidence plus élevée aux stades précoces (environ 20 % aux stades L et I1, et 12 %
au stade III) et une incidence plus faible aux stades précoces et aux métastases (4 a 5%) [ 227].
En revanche, MSI-H a été observé chez 80% des cas de stade III et 20% des cas de stade IV

dans notre cohorte.

Depuis peu de temps, le phénotype tumoral MSI est devenu un biomarqueur prédictif de la
sensibilit¢ aux traitements a base de l'immunothérapie. Le succes révolutionnaire des
inhibiteurs de points du contréle dans le CCR métastatique MMR-D a ouvert un nouveau
scénario thérapeutique pour les patients atteints de ces tumeurs. Les CCR-MSI-H, dans les
contextes sporadiques et héréditaires, se caractérisent par des caractéristiques moléculaires et
clinicopathologiques distinctives et représentent un sous-ensemble unique de CCR qui fait

l'objet d'un intérét croissant et suscite des efforts de recherche fervents [228].

Le phénotype MSI a été rapporté chez 8,18% des patients, dont 6,36% présentaient un
phénotype MSI-H. Ce taux de MSI est inférieur a celui rapporté par Popescu et son équipe [12],
une instabilité des microsatellites a été retrouvée chez 16,3 % des patients, dont 11,6 % avaient
un MSI-H. Il convient de mentionner que les tumeurs colorectales AMMR/MSI-H ont un profil
pathologique distinct comprenant des tumeurs primaires droites, mucineuses et peu
différenciées ainsi qu'une occurrence accrue de mutations BRAF [229]. En revanche, nous
n'avons identifi¢ aucune association statistique entre le phénotype MSI et les différents

parametres clinicopathologiques étudiés ni avec les autres types de mutations analysés.
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L'ensemble de nos données fournit un apercu complet du profil moléculaire des mutations
KRAS, NRAS, BRAF et leurs caractéristiques clinicopathologiques chez les patients algériens
atteints de cancer colorectal métastatique. La prévalence des principales mutations motrices du
CCR dans notre étude était conforme a la littérature publi¢e a 1'échelle mondiale. Le taux des
mutations d’exons de KRAS en dehors de I’exon 2 semble plus élevé par rapport a celui
rapporté dans différents résultats de la littérature. Conformément a plusieurs études, il a été
observé que les sous-types de mutations KRAS les plus répondus étaient les statuts des
mutations G12D, G12V et G13D. De plus, nous avons observé que les mutations KRAS étaient
principalement localisées dans les tumeurs du c6té gauche. Néanmoins, les tumeurs situées dans
le colon droit présentaient une fréquence de mutations BRAF plus élevée que celles du colon

gauche.

Une meilleure compréhension de 1'analyse génétique du cancer colorectal permettrait de définir
les biomarqueurs prédictifs et pronostiques qui aideraient les oncologues a sélectionner les
thérapies ciblées les plus appropriées aux patients. Fait intéressant, de souligner que le colon
gauche s’est révélé plus sensible aux thérapies anti-EGFR que le cancer du c6lon droit. La
présence des mutations KRAS (exons 2, 3 et 4), NRAS (exons 2, 3 et 4) et BRAF (exonsl1 et
15) sont associées a une résistance aux anticorps monoclonaux anti-récepteur du facteur de
croissance €pidermique. KRAS - G12C est devenu une cible prometteuse pour de nouveaux

traitements ciblés des tumeurs solides.

Notre recherche montre que le test immunohistochimique des protéines du systeme MMR au
niveau du Service d’Anatomie-Cytologie Pathologiques et Pathologie Moléculaire du CHU
Mustapha dispose de performances diagnostiques fiables pour mettre en évidence les
instabilités des microsatellites (MSI) chez les patients porteurs de cancer colorectal
métastatique. Nos données soutiennent l'utilisation des anticorps MSI en immunohistochimie
(IHC) pour obtenir une détection sensible des tumeurs présentant un déficit de réparation des
mésappariements d'’ADN. Ce test est nécessaire pour orienter le traitement adjuvant et
immunologique. Les patients porteurs de cancer colorectal métastatique MSI-H pourraient
potentiellement bénéficier d’une immunothérapie en Algérie. Cela permettrait également de
diagnostiquer le syndrome de Lynch pour une surveillance et une prise en charge optimale des

patients.

Malheureusement, les données de la survie ne sont pas disponibles, car nos échantillons
viennent de différents centres Anti-Cancer du pays. En effet, I’implication clinique de
I’épidémiologie moléculaire serait éclairée par les données de la survie et pourrait étre un outil
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puissant pour orienter et informer les oncologues en vue de décrypter les différents résultats du
traitement. Les tests RAS étaient initialement limités aux mutations des points chauds des exons
2 et 3 de KRAS, et ont été complétés par une analyse RAS dite « étendue » (des substitutions
de points chauds dans 1'exon 4 de KRAS et les exons 2, 3 et 4 de NRAS ) il y a seulement
quelques années .En revanche, cette étude est la premiere étude qui porte sur ’analyse de la
fréquence des sous-types de mutations des génes KRAS, NRAS et BRAF dans une large série

en Algérie grace a I'utilisation des techniques performantes de PCR.

Le CCR est une maladie complexe en raison de sa grande hétérogénéité ; ainsi, un traitement
efficace pourrait €tre amélioré par la mise en ceuvre d’une approche de médecine personnalisée.
Malgré 1I’amélioration constante des méthodes diagnostiques et thérapeutiques individualisées,

le CCR reste I’un des plus grands problémes de la médecine contemporaine.

Comprendre les mécanismes impliqués dans la physiopathologie et I'évolution du carcinome
colorectal, ainsi que les éventuelles spécificités pouvant influencer la présentation clinique et
les résultats des patients, va permettre sans doute de développer des traitements plus efficaces.
Dans ce contexte, 1'identification de sous-types moléculaires (consensus) et I'élaboration de
stratégies visant chacun d'eux permettraient d'obtenir de meilleurs résultats. La classification
des sous-types CMS dans le CCR pourrait étre utile dans la conception de nouveaux essais pour
identifier des biomarqueurs fiables ou les patients doivent étre stratifiés dans le bon contexte

clinique (stade précoce versus stade I'V).

La large disponibilité de nouvelles technologies pour sa surveillance, son diagnostic précoce et
ses thérapies continuera a soutenir la lutte contre le CCR. Les différentes analyses de la biopsie
liquide (exosomes et ADNct) pourraient jouer un réle important en tant qu'un outil
diagnostique, pronostique et prédictif pour guider le choix du traitement le plus approprié dans
le domaine de l'oncologie de précision pour les patients atteints de CCRm. La nouvelle fronticre
de la biopsie liquide dans le CCRm serait la détection de biomarqueurs prédictifs de réponse
aux thérapies ciblées (RAS/BRAF/HER?2...) et a I'immunothérapie(MSI). Il sera fondamental
pour introduire son application dans la pratique clinique ou il a déja fait des preuves, comme
dans le cas de la réexposition a des anti- EGFR ; cela pourrait également favoriser une
standardisation progressive du prélevement d’échantillons et des techniques de détection
ultérieures. L'identification des MSI ainsi que des mutations motrices les plus courantes
fournissent une meilleure image du contexte moléculaire de la forte incidence du CCR dans la

population algérienne, encourageant ainsi fortement des recherches prospectives.
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Annexe |

Un automate de Un enrobage des tissus Un remplissage des
circulation par la paraffine moules sur la plague
froide

Des blocs de paraffine Une confection des Etalement du ruban
enrobant le prélévement coupes de 3 microns au

microtome

Automate de coloration Lame de HE montée
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Annexe 2

Les appareillages utilisés

Sacace

Thermocycleur en temps réel Sa Cycler - La plateforme de PCR Idylla
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Annexe 3
Préparation de la solution mére

=  Réaction 1 et 6
Réactifs Concentration finale
Réaction master mix 1X
Controéle Positif mix ADN/ 10 ng
eau/ ou échantillon ADN a
2ng /ul
Eau sans nucléase X

= Réaction?2 et3
Réactifs Concentration finale
Réaction master mix 1X
Positif controle mix ADN, 10 ng
eau, ou échantillon ADN a
2ng /ul
Eau sans nucléase X

= Réaction 4 et 5
Réactifs Concentration finale
2X réaction master mix 1X
Controle positif mix ADN, 10 ng
eau, ou échantillon ADN a
2ng /ul
Eau sans nucléase X
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Volume par échant
33.6 pl

10.5 pl

6.3 ul

Volume par échantillon
37.8 ul

10.5 pl

2. 1ul

Volume par échantillon
35.7 ul

10.5 pl

4. 2ul
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