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Résumé

Le CCR est un véritable probléme de santé public, sa fréquence est en constante augmentation
en Algérie. C’est une pathologie génétique complexe, caractérisée par l'altération qualitative et
quantitative de I’expression de nombreux génes. Certains de ces genes sont des cibles thérapeutiques
potentielles, alors que d’autres sont des marqueurs tumoraux probables. L’objectif majeur de ce travail
de thése était de chercher des génes d’intéréts, cependant, il nous a été trés judicieux et utile de le
précéder par une étude rétrospective multifactorielle et une enquéte nutritionnelle. Nous avons établi les
profils épidémiologique et clinique de 62 cas de CCR dans la Wilaya de Jijel. Les données collectées
ont permis de confirmer un état des lieux trés sombre : progression accélérée, diagnostic tardif et
traitement par chimiothérapie. La prédominance de I’adénome lieberkiihnien bien différencié¢ (98%) et
de localisation colique droite a été observée. La mutation du géne KRAS était associée a des stades
avancés et métastasiques (72,58%). Une enquéte nutritionnelle de type cas-témoins (68 cas) a révélg des
corrélations entre 1’évolution des CCR et la situation socioéconomique, le tabagisme (RC=0,0751 ;
p=0,0174) et les antécédents familiaux (OR=52500 ; p=0,0034). Un effet protecteur de Ila
consommation de produits laitiers (OR=0,9808 ; p=0,0437) et des céréales (RC=0,9865 ; p=0,0100) a
été démontré. Les tumeurs proximales du colon étaient associées a une faible consommation de fruits,
de légumes, de céreales et de produits laitiers, alors que, la consommation de viande rouge n’a eu aucun
effet. La transcriptomique est devenue de plus en plus une approche efficace et pertinente. Ainsi, nous
avons employé le criblage différentiel sur filtres HD pour chercher des ARNm dont I’expression est
altérée et qui peuvent constituer un réservoir de genes candidats pour développer des stratégies
thérapeutique et/ou diagnostique. Nos résultats ont permis de présélectionner deux clones codant deux
génes régulateurs de 1’énergie cellulaire comme étant potentiellement surexprimés. 11 s’agissait d’IF1 et
de la GAPDH. En particulier, 'expression de ces deux genes a été analysée par Northern blot et la
séquence compléete de PARNm d’IF1 a été obtenue. Nous avons suggéré que la formation excessive de
I’ ATP pourrait étre, du moins particllement, due a I'expression accrue d’IF1 et de la GAPDH dans les
cellules malignes, ce qui inhiberait leur activité de dégradation de I’ATP. L'accumulation d’IF1 et de la
GAPDH dans la tumeur colorectale pourrait participer dans la promotion du cancer, par I'amélioration
du métabolisme énergétique. Cette hypothése, si elle est confirmée, fournirait une thérapeutique contre

le CCR, en utilisant une stratégie anti-sens basée sur les régulateurs de I’énergie cellulaire.

Mots clés : CCR ; profils épidémiologique, biologique, clinique et nutritionnel, KRAS, transcriptome,
criblage différentiel, surexpression, ARNm, IF1, GAPDH, métabolisme énergétique
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Abstract

The CRC is a real public health problem; its frequency is constantly increasing in Algeria. It is
a complex genetic pathology characterized by qualitative and quantitative alteration of the expression
of many genes. Some of these genes are potential therapeutic targets, while others are likely tumor
markers. The main objective of my thesis work was to look for genes with therapeutic and/or diagnostic
interest; however, it was very judicious and useful to precede it by a multifactorial retrospective study
and a nutritional investigation. We have established the epidemiological, pathological and clinical
profiles of 62 cases of CRC in the Wilaya of Jijel. The data collected allowed us to confirm a very dark
state of the CRC: accelerated progression, late diagnosis and chemotherapy treatment. The
predominance of well-differentiated adenomas of Lieberkihn (98%) and right colic localization was
observed. The KRAS gene mutation was associated with advanced and metastatic stages (72.58%). A
case-control nutrition survey (68 cases) revealed correlations between CRC trends and socioeconomic
status, smoking (RC=0.0751; p=0.0174) and family history (OR=5.2500; p=0.0034). A protective effect
of the consumption of dairy products (OR=0.9808; p=0.0437) and cereals (RC=0.9865; p=0.0100) has
been demonstrated. Proximal tumors of the colon were associated with low consumption of fruits,
vegetables, cereals and dairy products, while consumption of red meat had no effect. The transcriptome
alteration is becoming an original and useful approach. Thus, we have used differential screening on
high-density filters to look for mRNAs whose expression is impaired and which can constitute a
reservoir of candidate genes for developing therapeutic and/or diagnostic strategies. We preselected two
clones, encoding two cell energy regulatory genes, as potentially overexpressed. These were IF1 and
GAPDH. In particular, the expression of these two genes was analyzed by Northern blot, and the
complete sequence of the IF1 mRNA has been obtained. We suggested that the excessive formation of
ATP could be, at least partially, due to the increased expression of IF1 and GAPDH in malignant cells,
which would inhibit their ATP hydrolysis activity. The accumulation of IF1 and GAPDH in the
colorectal tumor could participate in the promotion of cancer by improving cellular energy metabolism.
This hypothesis, if confirmed, will provide possible treatment against CRC, using an antisense strategy

against the regulators of energy metabolism.

Key words: CRC; epidemiological, biological, clinical and nutritional profiles, KRAS, transcriptome,
differential screening, overexpression, mMRNA, IF1, GAPDH, energy metabolism.
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Introduction générale

Notre corps compte des milliers de milliards de cellules regroupées en tissus et en
organes. Toutes ces cellules contiennent des genes qui leur disent quand se développer,
travailler, se diviser et mourir. Ainsi, en respectant ces directives, elles nous permettent de
demeurer en bonne santé. Cependant, il arrive que les instructions deviennent confuses, incitant
nos cellules & se développer et a se diviser d’une maniére désordonnée ou a ne pas mourir
comme elles le devraient. Comme de plus en plus de cellules anormales se développent et se
divisent, elles peuvent finir par former une masse dans le corps appelée tumeur (ACS, 2015).

Le risque d’un individu de développer un CCR au cours de sa vie est de 5%, mais, ce
chiffre augmente considérablement avec I’age (Short et Sampson, 2019), avec un risque un peu
plus élevé chez les hommes que chez les femmes (Dubé et Rabeneck, 2019). Le CCR est le 3¢me
cancer le plus fréquemment diagnostiqué, en termes d'incidence, et le 4¢M¢ en termes de
mortalit¢ dans le monde. L'incidence et la mortalité sont plus élevées chez les hommes que chez
les femmes dans la plupart des régions du monde (Zhu et al., 2017). Chez les hommes, il est
classé en 3¢Me position, aprés le cancer de la prostate et du poumon. Tandis qu’il est classé en
2¢me position chez les femmes, aprés le cancer du sein (Bray et al., 2018). En Algérie, le CCR
est classé en 2¢Me position, aprés le cancer du poumon chez les hommes, et le cancer du sein
chez les femmes (Globocan, 2018). Néanmoins, son incidence demeure faible par rapport aux
pays développés, en dépit du fait qu’elle est en constante croissance. Les CCR sont devenus les
1€rs cancers digestifs chez les deux sexes, surclassant le cancer de I'estomac, et occupant la 3¢me

place de ’ensemble des cancers.

De nombreuses études sur le CCR étaient destinées a améliorer les pratiques médicales,
le diagnostic et la thérapeutique. Toute politique de prévention ne peut étre mise en place sans
études épidémiologiques et analyses statistiques trés poussées. L’objectif majeur de notre
travail de thése était de chercher des génes a intéréts thérapeutique et/ou diagnostique,
cependant, il nous a été tres judicieux et utile de le précéder par une étude rétrospective
multifactorielle et une enquéte nutritionnelle. Ainsi, nous avons initié notre travail par une étude
rétrospective sur les données épidémiologique et clinico-pathologique dans la Willaya de Jijel,
ainsi qu’une enquéte nutritionnelle. Nous avons analysé differents paramétres de cette
pathologie chez 62 patients parmi un total de 474 cas de CCR. Ce travail a été tres utile et nous
a confortés dans la démarche pour explorer ce fleau. En effet, sans surveillance
épidémiologique, il est impossible de mettre en place un plan national ou méme régional de

lutte contre les cancers, adapté a notre région.
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Introduction générale

Les bonnes regles hygiéno-diététiques et le dépistage organisé permettent de réduire les
risques de CCR. La transformation de [environnement, le changement aigu dans la vie
individuelle et collective et le changement de style de vie sont responsables de I'émergence de
maladies non transmissibles (MNT), telles que le cancer, une maladie multifactorielle dont les
causes restent difficiles a étudier. Les CCR se déclarent généralement apres 50 ans et plusieurs
facteurs de risques ont éte identifies. Parmi les facteurs environnementaux et liés au mode de
vie, le surpoids, l'alimentation riche en graisses animales, la composition du microbiote, la
consommation d’alcool et de tabac, I'inactivité physique, ou encore Iexposition a des
substances médicamenteuses sont connus pour influencer le risque de développement de cancer
(Siegel et al., 2017 ; Johnson et al., 2013 ; Haggar et Boushey, 2009). Ainsi, une enquéte
nutritionnelle a été menée afin d’explorer les associations possibles entre le mode de vie et le
CCR. Les principaux facteurs qui ont été analysés comprenaient lobésité, le surpoids, le
manque d'activité physique, les antécédents familiaux et le statut socioéconomique. De plus,
Pimpact de lalimentation et des habitudes alimentaires (Composition des repas, leur
distribution quotidienne et fréquence) sur le risque de CCR a été évalué.

Au cours du développement tumoral, les cellules malignes reprogramment leur
métabolisme pour répondre a la demande en biosynthéses conditionnant I'augmentation de leur
biomasse et pour s’adapter aux propriétés de leur microenvironnement. Il est évident que des
changements significatifs dans I'expression de génes se produisent au cours de la progression
de la maladie. La connaissance de genes différentiellement exprimés est susceptible d’apporter
des informations concernant les événements biochimiques anormaux qui se produisent lors de
Iinitiation et la progression de cette maladie. Pour identifier les genes dont I'expression est
altéree, i faut d'abord quantifier Iexpression d’une population d’ARNm dans les deux
situations normale et pathologique, puis comparer les valeurs obtenues. Il existe plusieurs
approches pour analyser les changements de I’expression des génes de maniére systématique.

Comme, il a été mentionné, précédemment, Pobjectif principal de mon travail était
d’analyser le transcriptome d’une tumeur humaine appropriée, afin d’identifier des ARNm
codant des genes préférentiellement exprimés au cours de la cancérogénese colorectale. De tels
genes pourraient présenter un réservoir de candidats potentiels pour pécher des marqueurs
tumoraux a intéréts thérapeutiques, pronostiques et/ou diagnostiques. Ainsi, nous avons utilisé
le criblage differentiel sur filtres a haute densité (HD) pour analyser le transcriptome d’une
tumeur colorectale. Ce travail a eu pour vocation le développement d’une stratégie pour la
recherche de genes différentiellement exprimés au cours de la carcinogénése colorectale. De
telles molécules peuvent étre d’une grande utilité pour la prévention et le dépistage des CCR.

2
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Ainsi, nous avons identifiée deux ARNm dont Iexpression est régulée positivement au cours du
développement des CCR. Il s’agissait de deux ARNm codant pour deux genes régulateurs de
I'énergic cellulaire : IF1 (Inhibitory factor 1 ou Inhibiteur de I’ATPase mitochondriale) et
GAPDH (Glycéraldéhyde deéshydrogénase). Les avancées récentes de la recherche ont révélé
I'étonnante flexibilité des cellules cancéreuses qui alternent entre un métabolisme glycolytique
aerobie (Effet Warburg) et un métabolisme oxydatif en fonction de leurs conditions de
développement, une plasticit¢ métaboliqgue requérant une mutualisation de leurs ressources
énergétiques (Cordier-Bussat et al., 2018). Le métabolisme des cellules cancéreuses décrit par
Otto Warburg dans les années 1930 est devenu une marque spécifique associée au cancer. Les
cellules cancéreuses puisent leur énergie, essentiellement, a partir du glucose, a travers la
glycolyse, afin de répondre a leurs besoins en énergie, mais, également a leur besoin en
biomasse nécessaire a leur division accrue.

IF1 est une protéine clé au sein des mitochondries, permettant I'adaptation des cellules
au stress et favorise la résistance a lapoptose, en bloguant le remodelage des mitochondries
(Galluzzi et al., 2015 ; Faccenda et al., 2013a). Ce facteur endogéne est régulé positivement
dans de nombreux carcinomes humains (Yin et al., 2015 ; Song et al., 2014 ; Sanchez-Cenizo
et al., 2010). De plus, le niveau d’expression d’IF1 dans les carcinomes hépatocellulaires, les
gliomes et les cancers gastriques a été étudié en corrélation avec lagressivité et l'envahissement
des tumeurs, avec de mauvais pronostic chez les patients (Yin et al., 2015 ; Wu et al., 2015 ;
Song et al., 2014). 1l a été confirmé que IF1 est surexprimé dans différents types de cancers
humains, cette protéine supprime la mort cellulaire programmée, en augmentant I'invasion de
la tumeur et la chimiorésistance (Faccenda et al., 2017).

La GAPDH est un régulateur essentiel de la glycolyse, surexprimé de maniere
omniprésente dans 21 types de cancer, étant I'un des genes glycolytiques surexprimés dans le
CCR, avec la pyruvate kinase (Tang et al., 2012 ; Altenberg et Greulich, 2004). Elle est I'une
des enzymes glycolytiques, les plus impliquées dans de multiples processus cellulaires,
notamment, la survie et la résistance a la mort cellulaire (Kim et Dang, 2005), devenant un
biomarqueur prometteur de cancer.

Récemment, i a ét¢ montré qu’il existe une corrélation positive entre I’autophagie et
la GAPDH dans différents types de cancer. Etant donné que I'autophagie est une voie de
dégradation associée a la régulation de la mort cellulaire, plusieurs recherches récentes ont été
menées sur la GAPDH, en tant que cible thérapeutique pour la régulation de I'autophagie dans
le traitement du cancer. En outre, les mécanismes moléculaires et les effets cellulaires de la

GAPDH sont corrélés aux dysfonctionnements mitochondriaux et peuvent étre considérés
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comme cible thérapeutique potentielle pour diverses maladies, notamment, le cancer et les
troubles neurodégenératifs (Butera et al., 2019).

Ce manuscrit comporte quatre parties principales. La premiere est une revue
bibliographique, consacrée a une synthese riche et actualisée des données de la littérature
concernant les différents aspects des CCR (Epidémiologie, Biologie Moléculaire,...),
I’ATPase, la régulation du métabolisme énergétique de la cellule tumorale, TIF1 et la GAPDH.
La seconde décrit I'essentiel des méthodes employées, alors que la troisiéme présente et discute
les résultats obtenus. Enfin, la derniere est une conclusion générale qui tentait d’apporter une

analyse globale et horizontale de I'ensemble des données obtenues.
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Revue bibliographique Généralités et état des lieux sur les CCR

1.1. Généralités et état des lieux sur les CCR

1.1.1. Structure et fonction du colon

1.1.1.1. Anatomie

Le cblon et le rectum, aussi, appelés gros intestin, sont une structure tubulaire située
dans l'abdomen, qui est généralement d’environ 150 cm de long. Ses principales fonctions
comprennent I'absorption des fluides et des nutriments, et la formation de selles pour
I’élimination, il absorbe généralement ~90% des fluides qui y entrent (Waters et al., 2019). Le
cblon se divise en 4 segments : le cblon droit ou c6lon ascendant, le c6lon transverse, le c6lon
gauche et le cblon sigmoide (Fig. 01). Les 2 premiers segments constituent le cblon proximal,
et les 2 derniers segments constituent le c6lon distal (Droit et gauche sont, parfois, employés
pour proximal et distal). Cette séparation, en cblon proximal et en cdlon distal, reflete
I'appartenance a des structures embryonnaires distinctes, I'intestin primitif moyen et I'intestin
primitif postérieur, respectivement. L’origine embryonnaire du tissu est un déterminant clé de
la biologie des tumeurs, tout comme la cellule d’origine et le phénotype de la cellule ayant été
transformée (Weinberg, 2013).

y
célon transverse

séreuse
b " calon -
colon gauche
droit
caecum .
\ .

’ cdlon
sigmoide

\)\» muqueuse
\ ) !!s
\ \\% S g sous-muqueuse

musculeuse

Source : adaptation figures de la brochure Inca Les traitements du cancer du célon de mars 2010

Fig. 01. Localisation du colon et ultrastructure de la paroi colique. Les positions des différents
segments du cdlon et des quatre tuniques de la paroi du célon (Muqueuse, sous-muqueuse, musculeuse
et séreuse) sont présentées (INCa, 2016).
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Bien que des lésions cancéreuses puissent apparaitre sur toutes les portions du colon,
dans plus de la moitié des cas, le cancer se développe au niveau du c6lon sigmoide. Le rectum
mesurant entre 15 et 18 cm de long, est tapissé sur toute sa surface interne de plusieurs replis

horizontaux, puis, verticaux au niveau de la jonction avec le canal anal (INCa, 2016).

1.1.1.2. Histologie

La paroi du gros intestin est composée de plusieurs couches histologiques distinctes
(Fig. 01), en partant de la lumiére : la muqueuse (Comprenant I’épithélium et le chorion), la
musculaire  muqueuse (Muscle lisse), la sous-muqueuse (Composée de tissu conjonctif), la
musculeuse (Une tunique constituée de muscles lisses) et la séreuse (Une couche externe,
riche en tissu adipeux) (INCa, 2016). La muqueuse est la couche la plus interne, elle est constituée
d’un épithélium de revétement, qui présente des invaginations appelées glandes (Cryptes) de
Lieberklhn, ainsi que d’un tissu conjonctif sous-jacent, le chorion. Les glandes de Lieberkihn
contiennent plusieurs types cellulaires (Humphries et Wright, 2008) : les cellules caliciformes,
secretent le mucus intestinal ; les cellules absorbantes (Colonocytes), absorbent I’eau, les électrolytes
et les nutriments non absorbés par Iintestin gréle ; les cellules entéro-endocrines, secretent des
hormones ; les cellules souches (Au nombre de 5 a 6 par crypte), sont localisées dans le fond des
glandes et permettent le renouvellement cellulaire (Baker et al., 2014). La sous-muqueuse est
constituée d’un tissu conjonctif dense et abritant un important réseau vasculaire et lymphatique, ainsi
que des fibroblastes et des mastocytes. La musculeuse est formée de 2 couches de tissu musculaire
lisse, assurant les mouvements, permettant I'excrétion des matieres fécales. Enfin, la séreuse est la

couche la plus externe, elle se compose d’un tissu conjonctif tapissé par un épithélium simple.

1.1.1.3. Fonction

Le cblon a pour principales fonctions, la sécrétion de mucus et I'absorption d’eau et de
nutriments. De plus, cet organe est le siége d’une activitt microbienne permettant,
notamment, la synthése de la vitamine K et de lacide folique. Le rectum est responsable du
stockage de la matiere fécale avant I’expulsion par I'anus. Il est important de noter que, les
cellules de T'épithélium colique participent a la fonction d’absorption, tout en jouant un role
de barriere protectrice contre les pathogenes de la lumiere intestinale (Guzman et al., 2013).
Ce role de barriere est assuré par la forte interaction, qui se met en place entre les cellules
épithéliales, grace a plusieurs complexes de jonctions intercellulaires (Jonctions serrées,

jonctions intermédiaires, desmosomes et jonctions communicantes). Ce sont les jonctions
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serrées, qui assurent une fonction d’un filtre sélectif de I'épithélium. Elles sont constituées de

protéines transmembranaires.

1.1.2. Généralités sur les CCR

1.1.2.1 Introduction

L’idée que le CCR, puisse étre une maladie génétique a été évoquée, pour la premiere
fois en 1890, lorsque Bickersteth décrivit une mere et son enfant atteints de polypose
adénomateuse familiale (PAF) (Bickersteth, 1890). La PAF pouvait conduire au cancer
coligue (Handford, 1890), toutefois, il fallut attendre encore 35 ans pour que I’association des
deux pathologies soit reconnue. Le concept, selon lequel, la PAF est une pathologie
héréditaire précancéreuse a caractéere autosomal dominant a été décrite par Lockhardt-
Mummery en 1925. En 1913, Warthin fut le premier a décrire une famille nombreuse atteinte
de CCR. Il fallut, encore attendre longtemps, avant que la réévaluation de cette généalogie
affirme I'évolution de la PAF en cancer héréditaire (Lynch et al, 1966). Ensuite, Henry
Lynch publia de nombreuses études qui accrurent, énormément, nos connaissances quant a
cette entité, actuellement, appelée «Syndrome de Lynch» ou LS (Lynch et al., 1988 ; Lynch et
Krush, 1971).

1.1.2.2 Epidémiologie

On estime que, le fardeau mondial du cancer a atteint 18,1 millions de nouveaux cas et
9,6 millions de décés, en 2018. Un homme sur cing et une femme sur six dans le monde
développeront un cancer au cours de leur vie, et un homme sur huit et une femme sur 11
meurent de cette maladie. A I'échelle mondiale, le nombre total de personnes vivantes avec un
cancer dans les cinq ans, apres, le diagnostic est estimé a 43,8 millions (Globocan, 2018). Le
CCR occupe le troisieme rang des cancers malins, en termes, d’incidence et de mortalité.
L’incidence du CCR est généralement élevée dans les pays développés par rapport aux pays a
faible risque (20 fois plus élevés) (Short et Sampson, 2019). En effet, les taux les plus élevés
sont observés aux Etats-Unis, Canada, Australie, Nouvelle-Zélande et en Europe ; tandis que
Inde, I'Egypte et I'Afiique du Centre-Ouest affichent les taux les plus bas (Khiari et al.,
2017). On pense que cette difféerence résulte, en grande partie, des facteurs environnementaux,
en particulier, les différences de régimes alimentaires (Short et Sampson, 2019). Dans le
monde, 1,8 million de cas de CCR ont été diagnostiqués en 2018 (Globocan, 2018) contre

1,36 millions de cas en 2012, cela représente environ 10% des cancers tous sexes confondus.
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En termes d’incidence, il se situe au deuxiéme rang chez la femme, aprés le cancer du sein
(823 303 cas : 9,5%) et en troisiéme position chez 'homme, aprés le cancer de la prostate et
du poumon (1 026 215 cas : 10,9%) (Bray et al., 2018). En termes de mortalité, il se situe au
deuxieme rang des décés par cancer, derriére le cancer du poumon, tous sexes confondus avec
881 000 déces en 2018 (Fig. 02). La survie a 5 ans diminue avec I'dge et le taux de survie
dépend du stade de dépistage (INCa, 2016 ; NCI, 2015), alors que, la survie nette est estimée

a63% a 5 ans contre 52% a 10 ans.

En Afrique, I'incidence du CCR est classée en 5™¢ position (61846 nouveaux cas :
5,9% enregistrés en 2018 chez les deux sexes), aprés le cancer du foie, le cancer de la
prostate, le cancer du col de I'utérus et le cancer du sein. Le CCR est la 66™¢ cause de décés en
Afrique chez les deux sexes (36 365 deces : 6,01%) (Globocan, 2018).

) Both sexes )
Incidence Mortality
,\\
Breast
Other 11.6%
36.6% |
Colorectum
10.2% _
Leukaemia
3.2%
Cervix uter
3.3%
Bladder.
3.0%

Breast
6.6%

E=zophagus

5.3%
18.1 million 9.6 million
new cases deaths

Fig. 02. Incidence et taux de mortalité des différentstypesde cancers dans le monde. L’incidence et
les taux de mortalité des cancers les plus répondus dans le monde tous sexes confondus sont présentés.
On note que les CCR occupent la troisieme place aussi bien en termes d’incidence que de mortalité
(Globocan, 2018).

En Algérie, au moment ou l'on commence a enregistrer une diminution notable des
maladies infectieuses, grace aux difféerents programmes nationaux instaurés ces dernieres
décennies, on assiste a une transition épidémiologique qui est marquée par une modification

démographique avec une augmentation de [lespérance de vie et une transformation de
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I'environnement et des changements de mode de vie. De cette situation, sont apparus de
nouvelles pathologies dont le cancer (y compris le CCR) et les MNT qui s'inscrivent,
aujourd'hui, parmi les nouveaux besoins prioritaires en santé publique. Comme illustré dans la
Figure 03, I'incidence du CCR en 2018 est de 5 573 nouveaux cas (10.4%). Ce type de cancer
est classé en deuxieme position chez la femme, aprées le cancer du sein (11 847 cas nouveaux :
40,7%) (Globocan, 2018). Chez I'homme, le CCR se situe au deuxieme rang des cancers les
plus fréquents, aprés le cancer des poumons. Cependant, 2687 nouveaux cas ont été
enregistrés en 2014, avec un taux d’incidence brut de 13,5 pour 100 000 habitants et un taux
d’incidence standardis¢é de 16,3 (Hamdi Cherif et al, 2014) contre 2 910 nouveaux cas
recensés en 2018 ( Globocan, 2018). Le taux de mortalitt par CCR en Algérie se situe au 3¢me
rang des décés avec 2984 déces estimés en 2018 tous sexes confondus, derriére le cancer du

sein (3367 déces) et le cancer du poumon (3826 déces). Il représente prés de 11.7% des déces

par cancers (Globocan, 2018).

Number of new cases in 2018, males, all ages Number of new cases in 2018, females, all ages
Lung
3271 (13.6%)
Other cancers
Colorectum 10 338 (35.5%) Breast
2910(12.1%) 11 847 (40.7%)
Other cancers
11 327 (47.3%) Prostate Ovary
2578 (10.8%) 992 (3.4%)
Bladder Cervix uteri
2505 (10.5%) 1 594 (5.5%)
Stomach Thyroid Colorectum
1373 (5.7%) 1714 (5.9%) 2627 (9%)
Total: 23 964 Total: 29 112

Fig. 03. Incidence des différents types de cancers en Algérie. L’incidence des cancers les plus
répondus en Algérie, tous sexes confondus sont présentés. On note que les CCR occupaient la
deuxiéme place chez les deux sexes (Globocan, 2018).

1.1.2.3. Facteurs de risque

Parmi les facteurs de risque, on peut citer lenvironnement qui joue un rdle
prépondérant dans la survenue de la plupart des cancers (Anand et al., 2008 ; Minamoto et al.,
1999). Ici, lenvironnement se définit au sens large par des facteurs environnementaux tels
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que lalimentation, la consommation d’alcool et de tabac, I'exposition au soleil, I'obésité et la
sédentarite, le stress, ainsi que I'exposition a des polluants (Minamoto et al., 1999). De ce fait,
le cancer, et en particulier, le CCR, est une maladie pour laquelle des causes modifiables sont
identifiées. Il s’agit donc d’une pathologic théoriquement évitable, notamment, en adoptant un
mode de vie sain (Haggar et Boushey, 2009 ; Boyle et Langman, 2000). Parmi les preuves de
risque environnemental, on peut citer des études faites dans les années 2000 sur des
populations émigrantes d’une zone a faible incidence vers une zone a forte incidence. Ces
études révelaient que, dés la premiére génération, I'incidence de CCR dans ces populations
devenaient comparable a celle du pays hote (O’Keefe et al, 2007 ; Sharma et O’Keefe, 2007).
Ces études ont démontré que les facteurs génétiques a eux seuls ne peuvent expliquer
I'incidence du CCR et que les facteurs environnementaux ont une grande importance.

Par ailleurs, une étude récente a montré que les facteurs extrinséques définis par les
facteurs environnementaux affectant le taux de mutagénése et contribue & une augmentation
de 70 a 90% du risque de survenue d’un cancer, contre 10 & 30% due aux facteurs
intrinseques  (Wu et al, 2015). Ces auteurs définissent les facteurs intrinseques comme
résultant de mutations dues a des erreurs aléatoires dans la réplication de I’ADN. Par contre,
une étude controversée datant de la méme année a estimé que seulement 1/3 de la plupart des
cas de cancer sont dus a I'interaction des facteurs héréditaires et environnementaux, alors que
les 2/3 restants sont dus a des mutations survenant pendant la réplication de I’ADN
(Tomasetti et Vogelstein, 2015). De plus, ces auteurs estiment que le risque de survenue d’un
cancer dans un tissu est corrélé principalement au taux de division des cellules souches dans
ce méme tissu. S’agissant du CCR, ces mémes auteurs, lPont catégoriseé comme étant
susceptible de dépendre a la fois des prédispositions génétigues et de facteurs

environnementaux.

1.1.2.3.1. Alimentation et mode de vie

Plusieurs facteurs environnementaux ont été identifiéss comme des facteurs de risque
du CCR : Talimentation, la sédentarité, 'obésité et la consommation d’alcool (AICR/WCREF,
2011 ; Haggar et Boushey, 2009). Afin de clarifer le réle de I’environnement, et en
particulier, le role de l'alimentation sur le risque de cancer, le World Cancer Research Fund
(WCRF) et I'American Institute for Cancer Research (AICR) ont publié une synthése
systétmatique de tous les résultats publiés sur Dalimentation, Pactivité physique et la
prévention du cancer (AICR/WCRF, 2007). Les données sur le CCR ont été mises a jour en
2011 via la publication d’un CUP (Continuous Update Project) sur cet organe (AICR/WCREF,
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2011). Concernant le risque de CCR, les experts ont classé les différents facteurs
(Majoritairement des aliments) en 4 catégories augmentant ou diminuant le risque, selon les

preuves scientifiques existantes : convaincant, probable, limité et non concluant (Tableau 01).

Tableau 01. Facteurs augmentant ou diminuant le risque de CCR. Les corrélations entre les
preuves scientifiques et les différents facteurs de risque de CCR sont classées en quatre types
(convainquant, probable, limité et non concluant) (AICR/WCREF, 2011).

Dimminwution doa risgue Aungmentation du risgue

Wiande rougse
Charcuteries
Boissons alcoolisées

< " O bésite
alimentaires Obésité abdominale

Taille & Fage adulte

S tivibe physicgue

Aldinmments contenant des fibres

Al
Lait
Calcivm

Aliments contenant du fer
Leégunes sans amidon Fromage
Fruits Aliments contenant des graisses
Alinments contenant de la vitamine O animmalaes
Aliments contenant du sucre

MNMon comclhaonant Aliments contenant des folates, poisson, sSlEniumm

Les facteurs alimentaires ont un impact majeur sur la santé humaine, affectant
positivement l'incidence et la prévalence de nombreuses maladies humaines. En 1981, une
étude quantitative a estimé que plus de 80% des déces liés au cancer gastrique et au CCR
pourraient étre associés a certains facteurs alimentaires. Des études ont indiqué un risque plus
élevé du CCR d’environ 20% par augmentation de la consommation de la viande rouge et
transformée. Des données similaires existent pour les adénomes colorectaux, suggérant
gueffectivement, la consommation de viande rouge constitue l'un des principaux facteurs de
risque pour l'évolution du CCR (Niederreiter et al., 2018 ; Ben et al., 2014).Le risque de CCR
associé a la consommation de viandes rouges et de charcuteries est classe comme
convainquant. Les méta-analyses d’études de cohorte pour les viandes rouges et les
charcuteries ont donné des risques relatifs globaux faibles, mais, significatifs (Respectivement
1,17 pour 100 g/j de viande rouge et 1,18 pour 50 g@/j de charcuterie). Le lien entre la
consommation de la viande et le CCR a été attribué a ses teneurs élevées en matieres grasses,
aux amines hétérocycliques et/ou aux hydrocarbures aromatiques polycycliques, formés lors
de la cuisson des composés N-nitrosés et du fer héminique (Pham et al., 2014). Par contre, les
fruits et légumes peuvent protéger contre le CCR, en raison des niveaux élevés de plusieurs

composes anti-carcinogénes potentiels, y compris, les fibres, le folate et les vitamines (Song
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et al, 2015). La pratiqgue réguliere d'une activité physique est un facteur associé a une

diminution de risque de CCR d’environ 20% (Namasivayan et Lim, 2017).

La consommation d’alcool et le tabagisme sont considérés comme des facteurs de
risque dans l'étiologie de divers cancers, en particulier, le CCR (Na et Lee, 2017). Plusieurs
études ont indiqgué un risque accru de developper des adénomes colorectaux, qui sont
beaucoup plus fortes avec le tabagisme (Colangelo et al., 2004 ; IARC, 2004), De plus, selon
Franco et al. (2005), le tabagisme augmente fortement le risque de développer le CCR si la
période d’exposition était prolongée (30-40 ans).

De nombreuses études ont montré que la vitamine D possede des propriétés anti-
néoplasiques, en particulier, dans le colo-rectum. De plus, un apport élevé en calcium est
également associé a des risques faibles de néoplasie colorectale (Baron et al., 2015). Aussi, le
risque relatif associé a I'obésité est plus élevé pour le cancer du cblon que pour le cancer du
rectum, et chez les hommes que chez les femmes. En revanche, I'adiposit¢ abdominale est
également fortement associée au cancer du cdlon chez les deux sexes (Aleksandrova et al.,
2013).

1.1.2.3.2. Facteurs individuels, héréditaires et génétiques

Le risque de développer un CCR augmente avec l'age, plus de 90% des personnes
diagnostiquées avec la maladie ont plus de 50 ans. L’dge moyen au moment du diagnostic est
de 64 ans (Manceau et al, 2014). En plus de I'age, les maladies inflammatoires de [intestin
constituent, également, un risque important pour le développement du CCR. Une personne
ayant des antécédents d’adénome a un risque accru de développer un CCR, la détection et
I’élimination d’un adénome avant la transformation maligne peuvent réduire son risque
(Haggar et Boushey, 2009). Avoir un parent de premier ou deuxieme degré avec un CCR ou
méme une histoire de polypes adénomateux, augmente son risque et affecte souvent les
recommandations de dépistage (Brenner et al., 2017). Dans ~5% des cas, le CCR est associé a
un syndrome héréditaire dominant, fortement, pénétrant. Le plus connu est le LS connu sous
le nom de HNPCC (Hereditary Non Polyposis Colon Cancer) représente ~3 a 5% des CCR.
Le risque de développer un CCR chez les patients LS est de 28 a 75% chez les hommes et 24
a 52% chez les femmes, avec un 4ge moyen du diagnostic est ~44 ans (Donald et al., 2018 ;
Mishra et Hall, 2012). Cependant, moins de 1% des CCR est causé par la PAF qui se
caractérise par le développement de centaines de polypes, dont un ou plusieurs subissent une
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transformation maligne dés I'age de 20 ans. A I'dge de 40 ans presque toutes les personnes
atteintes de ce trouble auront développé un cancer, si le cOlon n’est pas enlevé (Haggar et
Boushey, 2009).

1.1.3. Histopathologie des CCR et cancérogénese

Toute perturbation de I’équilibre entre prolifération et différenciation cellulaire au sein
de Dépithélium colique peut entrainer la mise en place de Iésions cancéreuses. En effet, la
présence d’une dysplasie, c'est-a-dire d’accumulation d’anomalies dans la régulation de la
differenciation, de la prolifération et/ou de I'apoptose des cellules épithéliales, peut aboutir a

un CCR. Du tissu sain au carcinome, différents stades se distinguent (Fig. 04).

520 ans 5-15 ans )
[ Ep;:l:;érl‘:m ]{ Adénome ]—{ Carcinome ]—*[ Métastase]

Adénome précoce Adénome intermédiaire Adénome tardif

Metastasis
N

—‘4 },3, ‘\
7

Source : adapté de
Walther et al

Epithélium

Mugqueuse

4 photos de S. Robine
“ § et DrRosty

‘A Institut Curie
J

65% 35% 90%
Adénomes Conventionels Adénomes Festonnés Adénocarcinomes
SSA/P TSAs Lieberkiihniens

photos Liang et al 2012

Fig. 04. Séquence de la progression tumorale colique. Les differents états du développement
d’un CCR (Epithélium normal ; adénome précoce, intermédiaire ou tardif ; carcinome ;
métastase), ainsi que les formes histologiques (Conventionnelle, festonnée et lieberkihnienne)
sont présentés (Liang et al., 2013).

Du point de wue histologique, le diagnostic du CCR est simple, c’est un
adénocarcinome développé a partir des glandes de Lieberkiihn qui ne pose pas de difficulté.
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Différents grades sont définis, correspondant a des degrés variables de différenciation de la
tumeur, de ressemblance de la tumeur avec I'épithélium glandulaire normal et de la richesse
en formations glandulaires (Selves, 2009). La différenciation de P'adénocarcinome a été
classée en grade 1 (Bien différencié), grade 2 (Moyennement différencié) et grade 3 (Peu
différencié). Les grades 1 et 2 ont été définis comme des mauvais grades histologiques, tandis
que le grade 3, le carcinome mucineux, et le carcinome avec différenciation neuroendocrine

ont été caractérisés comme un haut grade histologique (Ha et al., 2017).

1.1.4. Symptomes et diagnostic des CCR

Les symptomes des CCR dépendent de la localisation et de la présence éventuelle de
métastases. Les symptdémes les plus répandus sont la présence de sang dans les selles, une
constipation importante, une diminution de la taille des selles, une perte d’appétit et de poids
(Adelstein et al., 2011 ; Astin et al., 2011). Le diagnostic le plus commun, consiste a réaliser
un prélevement du colon a loccasion d’une sigmoidoscopie (Observation de I'anus, du
rectum et des parties basses du colon) ou d’une coloscopie (Observation du colon-rectum et
de Tanus). Ces techniques médicales permettent, non seulement, I’observation, mais
également, le prélevement de tissu suspecté a risque dans le but d’effectuer des analyses
complémentaires (NCI, 2015 ; Cunningham et al., 2010).

Les CCR restent longtemps latents, ils ne deviennent symptomatiques qu’a un stade
souvent avancé. Cependant, ils peuvent étre découverts a un stade précoce dans le cadre d’un
dépistage. Les troubles du transit intestinal sont également un signe d’appel fréquent, il
peuvent se traduire par lalternance de diarrhée/constipation. L’anémie chronique, les
douleurs abdomino-pelviennes, T'altération de I'état général (Amaigrissement), I’asthénie,
I'anorexie, la fievre et la perte de poids ou la fatigue révelent parfois un CCR. Plus rarement,
ils se manifestent par une occlusion intestinale aigué, une péritonite, une masse abdominale
palpable, un foie métastatigue qui se traduit souvent par une hépatomégalie (Stracci et al.,
2014). Le toucher rectal est un élément essentiel pour le diagnostic, il doit étre realisé en
décubitus dorsal et en position genou pectorale, éventuellement sous anesthésie, si les
douleurs le rendent impossible. Lorsque la Iésion est accessible (Cancers du bas et moyen
rectum), i permet d’apprécier la taille de la tumeur et son caractére plus ou moins
circonférentiel, son siége sur le rectum, son type bourgeonnant, ulcéré ou infiltrant, la distance

entre le pdle inférieur de la tumeur et la marge anale (Pierluigi etal., 2008).

14
These Doctorat Arbia ABBES



Revue bibliographique Généralités et état des lieux sur les CCR

L’endoscopie permet de visualiser la tumeur, et surtout. Elle permet également de
préciser son siege par rapport a la marge de lanus, ce qui conditionne les indications
chirurgicales. Les localisations multiples, rectales et coliques, sont relativement fréquentes.
Un cancer du cblon doit étre recherché systématiquement par coloscopie (Stracci et al., 2014;
Pierluigi et al, 2008). La rectoscopie permet de visualiser la Iésion souvent ulcéero-
bourgeonnante, dure et saignante au contact. Elle est indispensable a I’exploration des Iésions
du tiers supérieur du rectum inaccessibles au toucher rectal (Bon Min, 2014).

Le bilan hépatique est peu sensible et peu spécifique dans le suivi de I'évolution des
CCR et la détection des métastases hépatiques. L’augmentation de [Dactivité sérique des
phosphatases alcalines (PAL) et de la gamma-glutamyl- transpeptidase a une sensibilité
atteignant, respectivement, 77 % et 83 % dans les formes évoluées (Saif et al, 2005).
L’augmentation concomitante de I’ACE et des PAL est sensible pour la détection des
métastases hépatiques. Un taux trés élevé de PAL est de plus un facteur de mauvais pronostic
(Stracci et al., 2014). Le dosage des marqueurs tumoraux qui sont des molécules, le plus
souvent, des glycoprotéines produites par les cellules tumorales, représentent des témoins de
la maladie. Ils ne sont, ni sensibles, ni spécifiques, pour le diagnostic de I'adénocarcinome. lls
représentent, plutdt, un outil de dépistage précoce des récidives, et d’évaluation de la réponse
aux traitements (Laurent-Puig et al, 2010). L’ACE est le paramétre biologique le plus
sensible pour détecter des métastases hépatiques, sa sensibilité est estimée entre 56 % et 93 %.
Le taux d’ACE préopératoire est inconstamment augmenté, notamment, dans les tumeurs peu
differenciées ou de petite taille. Une augmentation au-dela de 20 ng/mL est évocatrice d’une
maladie évoluée ou métastatique. Elle est associée a un taux de récidive postopératoire plus
élevé et représente, a stade egal, un facteur de pronostic péjoratif (Vukobrat et al., 2013). Le
CA 19-9 fait partie des antigenes tumoraux, il a été identifié en 1979 par Koprowski grace a
l'anticorps monoclonal 1116-NS 19-9 obtenu par immunisation de souris avec une lignee
cellulaire SW 1116 dérivée d'un adénocarcinome du cblon humain. Le dosage de CA 19-9 a
un intérét pratique, il a été démontré, que le taux de ce marqueur est indiqué essentiellement
dans l'évaluation pronostique et le suivi thérapeutique (Vukobrat et al., 2013).

Par ailleurs, la recherche des métastases abdominales implique plusieurs examens qui
peuvent déterminer les différents sites métastatiques hépatiques, pelviens, péritonéaux,
ovariens ou ganglionnaires. Ces examens sont essentiellement I’échographic abdominale,
I'imagerie par résonance magnétique (IRM) et la tomodensitométrie (TDM). La radiographie
thoracique est utile dans la détection des métastases pulmonaires, en raison de sa facilité de

réalisation. Sa fiabilit¢ est inférieure a I'examen TDM thoracique. Cette derniére complete le

15
These Doctorat Arbia ABBES



Revue bibliographique Généralités et état des lieux sur les CCR

cliché radiologique standard en cas de doute sur une localisation secondaire pulmonaire.
Enfin, la ponction biopsie est un examen qui possede une valeur diagnostique élevée. Elle est
réalisable par voie percutanée, sous contrble échographique de type TDM ou laparoscopie.
Elle concerne, le plus souvent, les métastases hépatiques. Il existe un risque rare de

dissémination tumorale aux points de ponction (Stracci et al., 2014).

1.1.5. Classifications des CCR

1.1.5.1 Classification TNM

En clinique, classer les tumeurs est primordial pour savoir comment traiter et prendre
en charge les patients. Avant les années 1930, I’établissement du pronostic était basé sur le
grade histologique (Différentiation cellulaire), mais, sa valeur pronostique était limitée. En
1932, Cuthbert Dukes publia la classification des cancers du rectum qui constituera la base
des systemes de classifications actuels. Le succes de cette classification résida dans sa
simplicité, de part, sa valeur pronostique et prédictive de la mortalité aprés opération, dans
son impact pour le choix thérapeutique. Cette classification prend en compte la profondeur de
pénétration dans la paroi et la présence ou non de métastases dans les ganglions lymphatiques
régionaux. La classification de Dukes fut longtemps utilisée pour les CCR, mais, elle a été
supplantée depuis quelques années par la classification plus détaillée, la classification TNM
(Tumor-Node-Metastasis) (Haq et al., 2009 ; Locker et al, 2006). Cette derniere a été
proposée par I’American Joint Committee on Cancer (AJCC) qui, depuis 1959, travaillait sur
la définition de standards de classification des cancers. Elle mesure I’étendue locale et a
distance des cellules cancéreuses a 3 niveaux : envahissement de la tumeur primaire (T),
envahissement ganglionnaire périphérique et le nombre de ganglions touchés (N, pour node)
et la dissémination métastatigue (M) (Fig. 05). Pour chaque niveau, un chiffre est donné, puis,
le tout est combiné en 4 stades, allant de 1 a IV. Schématiquement, les stades | et Il sont
caractérisés par un envahissement de la paroi intestinale, allant de la sous-muqueuse a la
totalité¢ de la paroi ; le stade Ill se manifeste par un envahissement de la paroi et des ganglions
locorégionaux ; le stade IV présente des metastases a distance, généralement dans le foie, les
poumons ou le péritoine. Le stade O correspond aux adénomes, c’est-a-dire que les cellules
tumorales ne dépassent pas la lame basale. Selon les données de I'INCa de 2009, la répartition
en fonction des 4 stades est quasiment identique avec 26% de stade I, 21% de stade 1l, 21% de
stade Il et 26% de stade IV (6% non déterming).
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Fig. 05. Classification TNM des CCR et valeur pronostique. Les CCR sont classés en fonction de
I’étendue locale et a distance des cellules cancéreuses a 3 niveaux (Envahissement de la tumeur
primaire (T), envahissement ganglionnaire périphérique et le nombre de ganglions touchés (N, pour
node) et la dissémination métastatique (M). Les différents stades (I-1V) et la survie spécifique sont
présentés (O’Connell et al., 2004).

L’intérét majeur de la classification TNM est sa forte association au pronostic (Fig.
05). En effet, la survie spécifique a 5 ans est de 93% pour le stade I, de 83% pour le stade II,
de 60% pour le stade Ill, et seulement, de 8% pour le stade IV. Des raffinements de cette
classification, sous-divisant les stades existants, lors de la 6¢™¢ édition en 2002, ont permis de
mieux définir le pronostic (O’Connell et al, 2004). Elle constitue I'un des facteurs
pronostiqgues majeurs des cancers coliques, et reste le principal outil du clinicien pour la
décision thérapeutique, aprés chirurgie. Toutefois, d’autres facteurs apportent de I'information
complémentaire au pronostic : le grade (Degré de differenciation), la qualité de la résection
(Ou exérése) chirurgicale, I'invasion lympho-vasculaire et nerveuse, la présentation sous
forme d’occlusion ou d’une perforation tumorale (Stade T4) et le nombre de ganglions
envahis (Sablin et al., 2009 ; O’Connell et al., 2004).

17
These Doctorat Arbia ABBES



Revue bibliographique Généralités et état des lieux sur les CCR

1.1.5.2. Classification moléculaire par analyse transcriptomique

Depuis quelques années, une nouvelle classification moléculaire des CCR par analyses
transcriptomiques a été développée, en plus des classifications anatomopathologiques et
géniques (Roepman et al., 2014 ; Budinska et al., 2013 ; Marisa et al., 2013 ; Sadanandam et
al., 2013 ; Schlicker et al., 2012). Les auteurs ont tenté de classer les tumeurs coliques, en
fonction du profil d'expression des ARNmM de la tumeur primitive, sur des cohortes
comprenant des milliers de patients. Ces données transcriptomiques ont été corrélées avec la
présence des mutations fréquentes dans les CCR (APC, KRAS, BRAF, TP53), le statut micro-
satellitaire stable (MSS)/micro-satellitaire instable (MSI), I’hyper-méthylation des flots CpG
(CIMP), ainsi quavec les données clinico-biologiques disponibles (Récidive locorégionale ou
métastatique, survie globale, réponse aux biothérapies, etc...). Selon ces études, 3 a 6 groupes
de CCR ont pu émerger, en fonction du profil d'expression génique des tumeurs. De maniere
remarquable, dans toutes ces études, I'un des sous-groupes discriminés de maniere aléatoire,
est associé a une survie globale plus faible des patients. En termes de prédiction de la survie et
de la récidive tumorale, le profil phénotypique est plus puissant que la présence d'une
mutation ou qu'une signature génétique de type MSS ou MSI, quant a la survie globale ou
sans récidive du patient. Ce CMS (Consensus Molecular Subtype) dans les différentes études
est dit mésenchymateux, cellule souche, etc, car enrichi en transcrits de cellules souches ou
associés a la transition épithélio-mésenchymateuse. De plus, une résistance aux thérapies anti-
EGFR (Epidermal growth factor receptor) est observée chez les patients métastatiques des
groupes mesenchymateux, indépendamment du statut mutationnel de KRAS. Un consensus a
wu le jour en 2015 (Guinney et al., 2015), rassemblant les auteurs des 6 analyses préalables,
permettant de rassembler ces différentes classifications moléculaires en quatre CMS : CMS1
(Enrichi en tumeurs MSI*/CIMP*, tumeurs BRAFV600E), CMS2 (Tumeurs CIN, signature
moléculaire dite entérocytaire et activité Wnt élevée), CMS3 (Tumeurs KRAS mutées,
activation des voies du métabolisme), CMS4 (Signature mésenchymateuse et marqueurs de
cellules souches). Le sous type CMS4 est associé avec le pronostic, le plus sombre pour les
patients. Au niveau mutationnel, le sous type CMS4, identifie chez pres de 25% des tumeurs,
contient des tumeurs arborant les mutations des genes BRAF (Moins de 10% des cas), KRAS
(40%), APC et TP53 (Plus de 50% des cas pour les deux genes), ainsi que peu de patients
MSI et/ou CIMP*. Dés lors, lon peut imaginer que la recherche d'un nombre restreint de
transcrits, parmi les plus spécifiques de chacun de ces 4 sous-groupes, permettrait de
phénotyper la tumeur d'un patient, aprés exérese pour mieux orienter la thérapie et le suivi, en

fonction de l'agressivité supposé de son cancer.
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1.1.6. Thérapeutiques des CCR

1.1.6.1. Chirurgie

La chirurgie curative constitue I'essentiel du traitement. Il s’agit en général d’une
résection avec une marge d’un minimum de 5 cm, avec anastomose (Raccord chirurgical pour
rétablir la continuité entre les deux segments sains par une simple suture chirurgicale). La
résection de la tumeur nécessite I'exérése monobloc de la tumeur, ainsi que du colon sus- et
sous- jacent, assurant des marges verticales saines. C’est le seul traitement des patients en
stade | (John et al., 2014). A noter que le lien entre les vaisseaux doit étre rétabli, avant la
mobilisation de la tumeur pour prévenir le risque d’embols néoplasiques vers le foie. La
dissection devrait idéalement suivre les plans anatomo-embryologiques pour s'assurer que la

tumeur et sa zone principale de propagation lymphatique sont enlevées (Kuipers etal., 2016).

1.1.6.2. Chimiothérapie

La chimiothérapie consiste a administrer au malade un médicament cytotoxique
destiné a tuer les cellules cancéreuses. Elle est généralement un traitement adjuvant effectué,
en plus de Popération chirurgicale pour augmenter les chances de succés. Parfois, le
traitement est palliatif quand la chirurgie est impossible, ou permet de diminuer la taille de la
tumeur, avant 'opération (Néo-adjuvant) (De Felice et al., 2014). Le 5-FU est le médicament
de référence en cancérologie intestinale, il a été congu pour piéger 'une des enzymes clés de
la synthése de 'ADN, qui est la thymidylate synthétase (Fig. 06). Aussi, il est utilisé, associé
a Tloxaliplatine (FOLFOX), et parfois, avec I'avastin (FOLFOX-Awvestin) (Srinivas et al,
2015). De sa part, l'oxaliplatine peut étre associé au capecitabine (XELOX) (Gustavsson et
al., 2015 ; Kawakami et al., 2015).
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Les différents traitements des CRC
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Anticorps monoclonaux Bevacizumab

Thérapies ciblées Panitumumab
Inhibiteur de kinases Regorafinib —
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Source : P Laurent-Puig, présentation séminaire CIT Landscape of Colorectal Cancer in 2013

Fig. 06. Chimiotherapie et thérapie ciblée des CCR. Adj : traitement adjuvant ; L : ligne de traitement
; N* @ tumeur avec un envahissement ganglionnaire ; M* : tumeur métastatique (Laurent-Puig et al.,
2015).

1.1.6.3. Radiothérapie

Au cours d’une radiothérapie, des doses élevées d’un type spécial d’énergie (Sous
forme de radiation) sont dirigées vers I’endroit ou le cancer se développe, afin de détruire les
cellules en bloguant leur division. La radiothérapie détruit les cellules cancéreuses dont la
croissance est incontr6lable, mais, elle peut également endommager les cellules saines
environnantes (John et al., 2014). Elle permet un contrble local, en diminuant la fréquence des
récidives locales, y compris en cas d’exérése compléte du méso-rectum, mais, elle n’influence

pas la survie.

1.1.6.4. Thérapie ciblée

La thérapie ciblée, dont fait partie la thérapie aux anticorps monoclonaux, est une autre
méthode qui peut aider a traiter le CCR. Les médicaments utilisés dans ce cadre ont pour but
de combattre et d’attaquer les cellules cancéreuses, sans nuire aux cellules normales. Ces
cellules cancéreuses, peuvent étre également combattues par la stimulation du systeme
immunitaire dans le cadre d’une immunothérapie (Feng et al, 2014 ; Eng, 2010). L’apport des
thérapies ciblées, avec Parrivée en 2004 des anticorps monoclonaux antiVEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor) (Bevacizumab) et anti-EGFR (Cetuximab) est non négligeable.

Aujourd’hui, le Bevacizumab en combinaison avec une chimiothérapie, est indiqué en
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traitement de premiére ligne du CCR métastatique. En cas de CCR meétastatique sur-
exprimant "EGFR, et aprés échec d’une chimiothérapie comportant un inhibiteur de la topo-
isomérase | (Irinotecan), le Cetuximab est indiqué en deuxiéme ou troisieme ligne de
traitement. Encore, deux autres thérapies ciblées ont été approuvées : laflibercept (Ciblant le
VEGF) et le Sorafenib qui, en plus de cibler I'angiogenése, est un inhibiteur de plusicurs
kinases impliquées dans la proliferation cellulaire (Marzi et al., 2016).

Enfin, une meilleure connaissance des interactions complexes entre les cellules
cancéreuses et le systeme immunitaire a conduit & de nouvelles approches d'immunothérapie.
Le traitement avec des anticorps monoclonaux sélectifs anti-PD1, anti-PD-L1 et/ou anti-
CTLA-4 a été une révolution dans le scénario thérapeutique de plusieurs types de cancer.
Cependant, dans les CCR métastasiques avec un systeme Mismatch repair (MMR) déficient
ou une instabilit¢ micro-satellitaire élevée, il existe des preuves cliniques claires pour un role

thérapeutique des inhibiteurs du point de contréle immunitaire (Ciardiello et al., 2019).
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I.2. Cancérogenése colorectale
1.2.1 Introduction

La cancérogenese est un processus composé de multiples étapes, nécessitant
Iaccumulation d’anomalies geénétiques, héritées et acquises. Ces anomalies vont donner a la
cellule des capacités nouvelles et un avantage de croissance, par rapport aux cellules adjacentes.
Six caractéristiques vont étre acquises : I'insensibilit¢ aux signaux mhibiteurs de la croissance
cellulaire, perte de Tapoptose, multiplication cellulaire infinie, acquisition de I’angiogenése,
acquisition de la possibilit¢ d’envahir les tissus avoisinants et possibilité de métastaser a
distance. Certains oncogenes ou genes suppresseurs de tumeur, ont été identifiecs comme
favorisant le passage d’une cellule normale, en une cellule cancéreuse (Marmol et al., 2017).
De nombreuses altérations génétiques ou épi-génétiques surviennent dans les tissus en voie de
cancerisation, entrainant une forte instabilit¢ génomique, ce qui contribue a I'accumulation de
défauts moléculaires de 2 types : les modifications qui entrainent de nouvelles fonctions
oncogéniques ou augmentent leurs effets et celles qui ménent & la perte de fonction des genes

suppresseurs de tumeurs (Fearon, 2011).

1.2.2. Mécanismes moléculaires

Si les CCR sont trés homogenes au niveau histologiqgue (Plus de 90%
d’adénocarcinomes), trois mécanismes différents ont été individualisés dans la cancérogenése
colorectale : I'instabilit¢ chromosomique (CIN), MSI et CIMP. Ces mécanismes vont modifier
le fonctionnement de certaines voies de signalisation cellulaire et entrainer la cellule vers un
phénotype tumoral. Au moins deux de ces mécanismes sont étayés par I'existence de syndrome

de prédispositions héréditaires majeures au CCR : la PAF et le LS (Fearon, 2011).

1.2.2.1. Inactivation du gene APC et voies d’instabilité chromosomique

L’instabilit¢ chromosomique est impliquée dans environ 80% des cancers sporadiques
(Laurent-Puig et al., 2010), elle se caractérise par des pertes alléliques sur les bras courts des
chromosomes 17, 8 et sur les bras longs des chromosomes 18, 5 et 22. Ces anomalies sont, le
plus souvent, associées a des mutations des genes suppresseurs de tumeur APC et TP53 dans la
PAF colique qui entrainent I’inactivation complete de ces géenes. On retrouve frequemment une
aneuploidie cellulaire. 11 a été montré que des mutations sur le gene APC, aboutissant a la
formation d’un codon stop, peuvent favoriser la CIN. En effet, une des fonctions de la protéine

APC est de maintenir la polymérisation des microtubules du noyau cellulaire (Fodde et al,
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2001). Le géne APC est retrouvé muté dans 70 a 80% de toutes les tumeurs colorectales et est,
aujourd’hui, considére comme un évenement précoce du processus de cancérogenese (Heinen,
2010). La mutation initiatrice du gene APC contribue a la perte du contrble de la croissance
cellulaire (Jasperson et al., 2010) et peut avoir une origine héréditaire ou spontanée. Ce gene
suppresseur de tumeur, joue un role clé dans la régulation du cycle de la division cellulaire et
régule la voie de signalisation Wnt/B-caténine. En cas de perte de la fonction d’APC, la j-
caténine s’accumule et active la transcription des génes MYC et cycline D1, ce qui entraine une
prolifération accrue des cellules (Bhalla et al., 2018 ; Ogino et Goel, 2008) et dirige la
transcription des genes impliqués dans la tumorigénése et I'invasion cellulaire.

Dans le cas de la PAF, maladie géenétique autosomique dominante, la mutation du gene
APC est retrouvée chez 100% des patients. L'emplacement de la mutation au sein du géne APC
semble étre corrélé avec la gravité de la maladie et la présence d'une manifestation extra-colique
chez les patients PAF (Marmol et al., 2017 ; Al-Sohaily et al., 2012). Cette maladie heréditaire,
qui représente 0,5 a 1% des CCR, se caractérise par un nombre trés élevé d’adénomes (100 a
1000) dans le c6lon et le rectum, qui apparaissent, généralement, a I'age entre 20 et 30 ans. Le
seul traitement consiste en une colectomie totale préventive. Il existe également une forme
atténuée de la maladie (Environ 10% des cas), se caractérisant par Iapparition tardive du
cancer, accompagnée d’un nombre de polypes inférieur a 100. C’est vraisemblablement, la
position de la mutation du géne APC qui détermine la sévérité de la pathologie (Heinen, 2010).
Le géne APC est localisé sur le bras long du chromosome 5 et classé comme suppresseur de
tumeur. Ce géne est exprimé constitutivement dans I'épithélium colique normal, il code pour
une protéine, localisée principalement dans le cytoplasme, et qui possede de multiples
fonctions. Cette protéine de 300 kDa est composée de differents domaines. La partie N-
terminale contient le domaine d’oligomérisation et des séquences répétées, permettant
'association de la proténe avec le réseau d’actine (Domaine d’Armadillo). La partie centrale
de la protéine comporte les sites de fixation et de liaison a la B-caténine, ainsi que les sites de
liaison a Tactine. La partie C-terminale contient un domaine de fixation aux microtubules ; ainsi
que les sites de fixation aux protéines EB1 (End binding protein 1) et hDlg (Human homologue

of Drosophila sises large), ayant des fonctions suppresseurs de tumeurs (Narayan et Roy, 2003).
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1.2.2.2. Inactivation des génes MMR

Ce mécanisme est retrouve dans environ 15% des CCR (Laurent-Puig et al., 2010) et se
caractérise par une instabilit¢ des locus micro-satellitaires, liée a un défaut de réparation des
mésappariements de PADN, une tache, normalement, dévolue au systtme MMR, composé des
genes hMLH1, hMLH3, hMSH2, hMHS6, hPMS1 et hPMS. Ces séquences micro-satellitaires,
sont tres fréquentes dans I'ensemble du génome et a risquent d’étre mal répliquées par ’ADN
polymérase, en particulier (Wang et al., 2018 ; Boland et Goel, 2010). Le systtme MMR peut
étre inactive, en cas de mutation germinale associée a une mutation somatiqgue LS, ou par
méthylation du promoteur de hMLH1 qui inactive sa transcription (Forme sporadique).
Contrairement aux tumeurs avec un phénotype CIN, les cellules MSI sont, le plus souvent,
diploides, et on retrouve moins fréquemment des mutations APC ou TP53 (Gupta et al., 2018 ;
Olschwang et al, 1997). L’inactivation du systtme MMR conduit a I'accumulation de
mutations secondaires, qui vont inactiver de nombreux geénes, aboutissant a la transformation

de la cellule.

1.2.2.3. Inactivation par mutation-forme familiale

La mutation des genes MMR est, dans la grande majorité des cas, germinale. Cette
mutation caractérise le LS. Cette pathologie est la forme génétique la plus fréquente de CCR (2
a 4%) (Pellat et al, 2018 ; Heinen, 2010 ; Hampel et al, 2008). Elle se caractérise par
apparition de tumeurs dans le c6lon proximal, mais aussi, dans d’autres organes (Intestin gréle,
ovaire, estomac, endométre, voies urinaires et biliaires). Le LS est un syndrome héréditaire
autosomique dominant, causé par une mutation germinale dans l'un des génes de réparation des
mésappariements (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2) ou le géne EpCAM (Nojadeh et al., 2018).
En raison de ce défaut génétique, les tumeurs LS sont caractérisées par une instabilité¢ des
microsatellites (Brosens et al., 2016). Les cancers du cdlon surviennent dans le LS a un age
d'apparition plus jeune et ont une localisation plus proximale par rapport aux néoplasmes
sporadiques. Sur le plan histologique, les cancers sont souvent mal différenciés, mucineux et

ont un grand nombre de lymphocytes infiltrant les tumeurs (Jasperson etal., 2010).

1.2.2.4. Inactivation par hyperméthylation du promoteur-forme sporadique

L’mactivation des génes MMR peut également avoir pour cause des modifications épi-
genétiques. Ici, I'inactivation est due a I’hyperméthylation de leur promoteur au niveau de
régions riches en ilots CpG (voie CIMP) (Wang et al., 2018). Ce mécanisme d’inactivation des
genes MMR est retrouvé, majoritairement, dans des formes sporadiques de CCR et présente des
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particularités histo-pathologiques. En effet, les tumeurs se développant a partir de cet
évenement initiateur ont pour origine des adénomes festonnes sessiles. Les tumeurs se
développant via la voie des CIMP représentent 10 a 12% des cancers sporadiques, suivant la
voie des MSI et auraient comme origine majoritaire I'inactivation du géne MLH1 (Issa et al,
2005). La non-fonctionnalité¢ de ce géne favoriserait la formation du cancer, en augmentant la
prolifération cellulaire, et en inhibant I'apoptose (Fearon, 2011). Des dinucléotides CpG
regroupés en ilots, sont retrouvés dans les régions promotrices pour la moitié des genes. Ces
flots CpG peuvent inactiver un géne, en empéchant sa transcription, si leur cytosine est méthylée
(Fig. 07).

Transcription du géene

Promoteur Séquence codante du géne

I%H Pas de transcription
v\\,

_____ AGAﬁicﬂim

Fig. 07. Mécanisme d’inactivation de la transcription par méthylation. La méthylation de I’ ADN au
niveau du promoteur d’un geéne provoque sa compaction et son inaccessibilité a la machinerie de
transcription (Leggett et Whitehall, 2010).

GAGACAGCTGA.....

1.2.2.5. Mutation activatrice de KRAS

Les protéines Ras sont de petites GTPases, impliquées dans de nombreuses voies de
signalisation par les récepteurs de type tyrosine Kkinases (Karnoub et Weinberg, 2008). Les
mutations de KRAS aboutissent a Pactivation constitutive de ces voies de signalisation,
favorisant la croissance, la survie, la progression tumorale, I'angiogenése et la formation de
métastases (Downward, 2003). Le géne KRAS est I'isoforme, le plus fréqguemment muté, ce
qui constitue 86% des mutations du gene RAS (Liu et al., 2019 ; Singh et al., 2015 ; Pylayeva-
Gupta et al, 2012). La mutation KRAS est considérée comme un biomarqueur prédictif établi
de la résistance thérapeutique a lanti-EGFR chez les patients atteints du CCR métastasique,
elle se retrouve dans environ 30% de tous les cancers humains et environ 35 a 45% des CCR
(Suetal., 2019).

25
These Doctorat Arbia ABBES



Revue bibliographique Cancérogénese colorectale

1.2.3. Voies de signalisation cellulaire

Ce sont bien les protéines codees par les génes mutés dans les CCR qui agissent sur la
mécanique cellulaire. En fonction du mécanisme de progression prépondérant au sein d’un CCR
(CIN, MSI ou CIMP), une voie de signalisation est préférentiellement affectée. Les 4 voies de
signalisation, habituellement, impliqguées dans la cancérogenése colorectale, sont la voie Wnt
(APC/p-caténine), la voie TGF-f3, la voie RAS/MAPK et la voie p53 (Marmol et al., 2017).

1.2.3.1. Voie de signalisation Wnt

La p-caténine, médiateur clé de la signalisation Wnt, se trouve dans plusieurs
localisations subcellulaires, y compris les jonctions adhérentes dans les quelles aide a stabiliser
les contacts cellule/cellule ; le cytoplasme, ou les niveaux de la B-caténine sont controlés par
des processus régulant la stabilité des protéines ; et le noyau, ou elle est impliquée dans la
régulation de la transcription et les interactions de la chromatine (Cheng et al., 2019). Environ
1% des CCR présentent des mutations activantes dans la protéine B-caténine (Polakis et al.,
1999), et des taux élevés de B-caténine dans le noyau sont associes a un mauvais pronostic chez
les patients atteints de CCR (Baldus et al., 2004). En outre, la B-caténine nucléaire coopére avec
le TCF/LEF pour activer I'expression des genes cibles de la signalisation Wnt/B-caténine, tels
que loncogéne c-MYC et la cycline D1, qui sont susceptibles de jouer un réle important dans
le développement des CCR (Fig. 08) (Testu et McCormick, 1999 ; He et al., 1998).

Parmi les autres cibles de la signalisation de la B-caténine/TCF, la métalloprotéinase
matricielle 7, qui est exprimée dans 90% des CCR. De plus, il a été confirmé que Msil, un gene
cible de Wnt, régule la traduction de I'APC dans les cellules du c6lon humain (Cheng et al,
2019). La signalisation Wnt joue, également, un réle important dans la promotion de la
transition épithélio-mésenchymateuse, en induisant l'expression de facteurs de transcription
(Yang et al., 2006). Presque toutes les mutations de la voie de signalisation Wnt/B-caténine dans
le CCR, finissent par entrainer 'accumulation de la B-caténine. Par conséquent, les inhibiteurs
des interactions [B-caténine/TCF ou les antagonistes des co-activateurs de la transcription
peuvent étre une option potentielle pour le traitement des CCR. Des études ont montré que la
restauration de la fonction de 'APC peut, a son tour, restaurer I'homéostasie des cryptes et des
niveaux normaux de signalisation Wnt chez la souris, méme en présence de mutations des genes
Tp53 et KRAS (Dow et al., 2015). La progression tumorale induite par la perte d'APC, pourrait

étre, efficacement, ralentic par I'élimination de l'activit¢ de la P-caténine/TCF, ce qui suggére
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que les inhibiteurs Wnt/B-caténine constituent un traitement ciblé contre les CCR (Cheng et al.,
2019).
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Fig. 08. lllustration schématique de la voie de signalisation Wnt/-caténine. Gauche : voie inactive
Wnt/B-caténine. En l'absence de ligands de Wnt, le «complexe de destruction» phosphoryle la pour
l'ubiquitination et la degradation protéolytique. Droite : voie active de la B-caténine et ses inhibiteurs.
En présence des ligands de Wnt, la formation d'un complexe de destruction n'est pas accomplie, ce qui
entraine une translocation nucléaire de la B-caténine (Cheng et al., 2019).

1.2.3.2. Voie de signalisation TGFp

Jusqu'a 80% des lignées cellulaires du CCR, selon leur sous-type génomique, présentent
un défaut dans la voie de signalisation TGF-f et échappent a un arrét de croissance, induit par
le TGF-B. Les tumeurs peuvent échapper aux effets inhibiteurs de croissance de la signalisation
TGF-B , via de nombreux mécanismes, y compris des mutations de récepteurs, des proteines R-
SMAD ou de SMAD4, la surexpression des protéines inhibitrices SMAD6 ou SMAD7, le
blocage de la phosphorylation des protéines R-SMAD; ou une protéolyse accrue a meédiation
de l'ubiquitine (Jung et al., 2017 ; Kang et al., 2009). La liaison de ligand aux récepteurs TGF-
B active également plusicurs voies de signalisation non-SMAD, appelées signalisation non
canonique. Ces voies impliquent lactivation de plusieurs cascades de kinases, notamment, les
GTPases Rho, Rac et Cdc42 ; des voies de protéine kinase activées par un mitogene qui incluent
MEK1/2 et ERK1/2, ainsi que des kinases TRAF4/6, TAK1, MKK3/6 et p38; et la voie PI3K-
AKT-mTOR. L’activation de chacune de ces voies peut contribuer a la capacit¢ du TGF-p, de
promouvoir la transition épithéliale-mésenchymateuse, coopérant avec probablement la
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signalisation canonique médiée par SMAD. Cependant, la signalisation non canonique peut se

produire en labsence des protéines SMAD fonctionnelles (Fig. 09) (Jung et al., 2017).
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Fig. 09. Voies de signalisation de la famille TGF-f et les génes mutés dans les CCR. Divers ligands
se lient aux récepteurs de surface cellulaire spécifiques pour affecter la signalisation SMAD et non-
SMAD en aval. Les membres de la voie généralement mutés dans le CCR sont en noir, les membres
affectés par d'autres cancers gastro-intestinaux sont en rouge, et les membres qui ont été trouvés altérés
dans les deux sont rayés (Jung et al., 2017).

1.2.3.3. Voie de signalisation MAPK et PI3K

Les voies MAPK et PI3K sont toutes deux impliquées dans la proliferation cellulaire et
la survie. Les modifications affectant ces voies conférent, donc, des avantages prolifératifs aux
cellules tumorales. Les mutations KRAS, BRAF et PIK3CA (PI3K) sont le type, le plus
commun des CCR. Plus précisément, les mutations dans le codon 13 de I’exon 2 du géne KRAS
sont associées au mauvais pronostic et faible survie, alors que, les mutations du codon 12 de
I'exon 2 sont associées a des tumeurs plus avancées et des métastases (Li et al., 2015 ; Chen et
al., 2014).

Les inhibiteurs de la voie PI3K se sont avérés plus efficaces pour le traitement des CCR
métastatiques. En revanche, les mutations de KRAS et d'autres mutations, moins courantes, de
BRAF sont associées a une résistance au traitement, de sorte qu'un échec en monothérapie
conduit & un mauvais pronostic. De nouvelles combinaisons avec des inhibiteurs de la voie
MAPK et PI3K sont nécessaires dans les tumeurs avec KRAS ou BRAF muté, qui sont
exclusives. Néanmoins, les mutations de PIK3CA sont associées a un mauvais pronostic,

lorsqu'elles sont accompagnées de mutations de KRAS. En outre, la perte de PTEN, qui régule
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négativement la voie PI3K, dans les tumeurs primitives est, significativement, liée a un risque

de déces accru et a une survie médiocre (Marmol etal., 2017).

1.2.3.4. Voie p53

Le géne p53 est le géne suppresseur de tumeur, le plus communément, muté dans les
cancers humains. On pense que les mutations p53 jouent un rdle essentiel dans la transition
adénome/carcinome pendant le processus pathologique tumoral. La mutation p53 dans le CCR
se produit dans 34% des tumeurs du cblon proximal et 45% des tumeurs colorectales distales.
La majorité de ces mutations se produisent dans les exons 5 a 8 (Domaine de liaison a ' ADN)
(Fig. 10), et principalement dans certains codons de points chauds. Les patients CCR, dont p53
est mute, sont plus résistants a la chimiothérapie, et ont un pronostic plus faible que ceux avec
le p53 sauvage (Li etal., 2015).

ATM ATR DNA PK
HIPK2

CHK1

pP38K

l

TAF.,zso JNK

®OE ® & @& ®®® ® ®

S6 S99 S15 T18 S20 S33 S37 S46 TS5

Transactivation Proline DNA binding TET NEG
L rich PR L ']

1-100 101-300 301-393

Fig. 10. Representation des domaines de la protéine p53. Les différents domaines fonctionnels de la
protéine p53, ainsi que les sites de phosphorylation par les partenaires sont présentés (\Vousden et Lu,
2002).
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1.3. Métabolisme énergétique de la cellule cancéreuse

1.3.1. Introduction

Une caractéristique commune a tous les cancers, a trait a leur métabolisme énergétique
particulier. En effet, pour survivre en condition drastique (Absence d’oxygene), la cellule
cancereuse Voit son métabolisme énergétique modifié par rapport a une cellule normale, avec
une reprogrammation métabolique vers la glycolyse, d’ou une accumulation de lactate dans le
milieu extracellulaire associée a une acidification de ce dernier. Cette reprogrammation
métabolique, appelée effet Warburg, constitue une des caractéristiques clés des cellules
cancéreuses (Ward et Thompson, 2012 ; Hanahan et Weinberg, 2011). Des 1997, le r6le d’IF1
dans la mise en place de leffet Warburg a été suggéré. Les travaux de Capuano et ses
collaborateurs ont, en effet, permis d'établir un lien entre la surexpression d'IF1 et la
prépondérance d'un métabolisme glycolytigue dans des mitochondries isolees a partir de
biopsies de carcinome hépatocellulaire humain (Capuano et al., 1997). En 2010, Sanchez-
Cenizo et collaborateurs démontraient limplication d’IF1 dans une telle reprogrammation
métabolique de differentes cellules cancéreuses. IF1 apparait, donc, étre une molécule clé au
sein des mitochondries, permettant ladaptation des cellules au stress, ainsi que la survie des

cellules cancéreuses (Yadav et Chandra, 2014).

1.3.2. Spécificités du métabolisme de la cellule tumorale

Le cancer est une maladie complexe, qui découle de la dérégulation simultanée de
multiples voies de signalisation et métaboliques, entrainant une prolifération cellulaire
incontr6lée (Seyfried et al.,, 2014 ; Vogelstein et Kinzler, 1993). Malgré la grande hétérogénéité
des facteurs génétiques, épi-génétiques et les changements métaboliques, qui sont a [lorigine
des cancers, les cellules tumorales partagent une série de traits communs, appelés «signes
distinctifs du cancer» (Hanahan et Weinberg, 2011). Parmi ceux-ci, la capacite d'évasion,
lapoptose et la résistance, a la fois intracellulaire et extracellulaire, aux signaux de la mort
cellulaire. La dérégulation du métabolisme énergétique, également, appelée metabolisme de
reprogrammation, est une biochimie fréquemment observée dans le phénotype de nombreuses
tumeurs malignes solides, et qui a été reconnue comme I'un des signes distinctifS du cancer
(Hanahan et Weinberg, 2011). Cette altération métabolique, est caractérisée par une utilisation
rapide de glucose, une propriéte fonctionnelle qui est, actuellement, exploitée dans le diagnostic
clinique du cancer (Gambhir, 2002). Ce dernier a connu un succes thérapeutique par ciblage du
métabolisme du glucose ou de la glycolyse. La prolifération accrue des cellules cancéreuses
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nécessite une synthése massive de macromolécules et d’énergie. Pour ce faire, ces cellules
s’adaptent, en reprogrammant leur métabolisme (Romero-Garcia et al., 2011 ; Vander Heiden
et al, 2009). Dans ce contexte, une stratégie thérapeutique prometteuse reposant sur Iutilisation
d’agents et ciblant le métabolisme énergétique des cellules cancéreuses a été développée
(Martinez-Outschoorn et al., 2017). La stimulation de la glycolyse dans les cellules cancéreuses
repose, en partie, sur I’activation de la transcription de geénes codant des protéines impliquées
dans la glycolyse et le transport de glucose (Moreno-Sanchez et al., 2007). La surexpression de
plusieurs genes codant des enzymes glycolytiques comme la GAPDH ou la pyruvate kinase a,
ainsi, été identifiée dans pas moins de 20 types de cancer (Cerveau, prostate ou estomac, par
exemple). L’expression du geéne de lactate deshydrogénase A, qui catalyse la transformation du
pyruvate en lactate, est aussi augmentée dans plus de 10 cancers d’origine variée (Utérus, foie
ou prostate) (Altenberg et Greulich, 2004). Il en est de méme pour les transporteurs de glucose,
comme GLUT-1, qui sont surexprimés dans beaucoup de cancers (Sein et poumon) (Medina et
Owen, 2002). En plus de ces surexpressions, une hausse de l'activité de plusieurs enzymes dont
la lactate déshydrogénase et I'hexokinase a ¢té rapportée dans les tissus cancéreux mammaires
(Balinsky et al., 1984). L’activit¢ des GLUT est, également, augmentée de 10 & 12 fois dans les

cellules cancéreuses, par rapport aux cellules saines (Moreno-Sanchez et al., 2007).

1.3.2.1. Effet Warburg et son interprétation au fil des années

Dans les années 1920, le biochimiste Otto Warburg (1883-1970) fut le premier a montrer
qu’en présence d’oxygene, les cellules carcinomateuses n’oxydent pas le pyruvate issu de la
glycolyse via les phosphorylations oxydatives mitochondriales (OXPHOS), mais, le
convertissent majoritairement en lactate (Fig. 12) (Warburg, 1956). Ses recherches ultérieures
I'ont convaincu que cette altération du métabolisme énergétique était au coeur des processus
oncogéniques (Warburg, 1956), une hypothése ignorée pendant plus d’une cinquantaine
d’années par une grande partie de la communauté scientifique, tant et si bien que le métabolisme
ne faisait pas partie des «Hallmarks of cancer» répertoriées par Hanahan et Weinberg (2000).
La redécouverte des travaux pionniers d’Otto Warburg dans les années 1990, a ouvert un
nouveau champ disciplinaire, extrémement dynamique. Il vise a comprendre comment la
reprogrammation métabolique, considérée aujourd’hui comme une propriété fondamentale des
cellules malignes (et intégrée en 2011 dans la mise a jour des «Hallmarks of cancer») (Hanahan
et Weinberg, 2011), constitue une étape incontournable du processus de transformation. Ceci a

pousse les auteurs a la reouverture de leur manuel de biochimie et a sonder les voies
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métaboliques du cancer qui constituent d’ailleurs une question trés instructive d’histoire des
sciences et de sociologie (Koppenol et al, 2011). L’activation de la glycolyse en condition
aérobie a été baptisée «effet Warburg», et en méme temps que ce processus était admis, il est
devenu un paradoxe a résoudre : pourquoi les cellules malignes ayant, a priori, un besoin accru
d’ATP pour proliférer, n’utilisent-elles pas la voie OXPHOS, dont le rendement énergétique

est nettement supérieur (Fig. 11).

Cellules tumorales

—

4
J.) Glucose

+ 0, Pyruvate

Mitochondrie

HAcetleoA
/Tyele H* ATP

Vkizhsh , o NADP
= ADH,0 Lactate
NAD
CR

Effet Warburg

Métabolisme H
OXPHOS Métabolisme glycolytique

Fig. 11. Effet Warburg. En présence d’oxygene, les cellules tumorales convertissent le pyruvate issu
de la glycolyse en lactate. Cette reprogrammation métabolique est une étape du processus de
transformation tumorale dans de nombreux cancers (Vander Heiden et al., 2009). NAD : nicotinamide
adénine dinucléotide ; FAD : flavine adénine dinucléotide.

On sait qu’aujourd’hui, I'explication ne réside pas dans une altération de la fonction
mitochondriale, comme le pensait Warburg. Les mitochondries respirent, en effet, dans la
plupart des types de cellules cancéreuses, et elles fournissent les intermédiaires carbonés du
cycle de Krebs nécessaires aux biosyntheses (Cataplérose) (Gentric et al., 2017 ; Razungles et
al., 2013). Des 1948, Albert Lehninger et Eugene Kennedy ont identifié que la mitochondrie
était le siege de FOXPHOS au sein des cellules eucaryotes (Lehninger et Kennedy, 1948). Elles
utilisent 'oxygéne dissous, entrainant la formation de dioxyde de carbone : c’est le phénoméne
de respiration cellulaire. Cette respiration est couplée a la synthése d’ATP par lintermédiaire
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de I’ATPase. Hormis la respiration cellulaire, la production d’ATP et le renouvellement du
potentiel réducteur, la mitochondrie exerce des fonctions majeures souvent en relation avec
d’autres compartiments. En effet, les grandes voies métaboliques ne concernent pas toujours un
compartiment subcellulaire unique, mais, permettent I’établissement de relations structurales et
fonctionnelles étroites entres des compartiments distincts (Honscher et Ungermann, 2014 ;
Annunziata et d'Azzo, 2013 ; Hamasaki et al., 2013 ; Lamb et al., 2013).

1.3.2.2. Avantages de ’effet Warburg dans la cellule cancéreuse

Avec seulement 2 molécules d’ATP synthétis€ées pour une molécule de glucose, la
glycolyse est beaucoup moins rentable sur le plan énergétique que ’OXPHOS qui permet
d’obtenir 38 molécules d’ATP (Moussard, 2006). Quels sont alors les avantages d’une activité
glycolytique accrue pour les cellules cancéreuses ? Plusieurs hypothéses ont été émises pour
répondre a cette question. Warburg a tout d’abord suggéré que la glycolyse aérobie
(AEROGOLY) était due a un dysfonctionnement des mitochondries dans les cellules
cancéreuses (Warburg, 1956). Cette hypothese a été contestée par la suite, car la plupart des
cellules cancéreuses sont capables d’effectuer la respiration mitochondriale. De plus, elles
consomment généralement de I'oxygeéne a des taux similaires a ceux des tissus non transformés
(Frezza et Gottlieb, 2009 ; Weinhouse, 1956).

Une explication alternative est basée sur le concept que la glycolyse est plus rapide que
POXPHOS pour synthétiser de 'ATP (Pfeiffer et al., 2001). L’utilisation de la glycolyse peut
¢galement étre un mécanisme d’adaptation des cellules cancéreuses aux conditions hypoxiques
rencontrées, lors du développement précoce des tumeurs (Gatenby et Gillies, 2004). En outre,
de par sa capacité a étre une source de précurseurs pour les processus de biosynthése, la
glycolyse offre un avantage biosynthétique aux cellules cancéreuses. En effet, puisque les
intermédiaires de cette voie métabolique peuvent étre utilisés comme substrats dans les voies
de synthese des constituants cellulaires (acides aminés, lipides et nucléotides), la forte activite
glycolytique permet donc d’alimenter en substrats les voies anaboliques, et de produire ainsi de
nombreuses macromolécules dont les cellules cancéreuses ont besoin pour proliferer (Fig. 12)
(Vander Heiden etal., 2009).

33
These de Doctorat Arbia ABBES



Revue bibliographique Métabolisme énergétique de lacellule cancéreuse

) ) Glucose .
( Synthége B - II ~  Voie des pentoses phosphates A
du glycogéne L
S
. g K
mm & G6-P m) =) m) Ribose-5-Phosphate
LLL] ® + T T
\_ Y, | \_ NADPH T,
e . b ATP
Synthese : .
des triglycérides l F Voie des hexosamines
A Fl,6-P et
. 4 = = GlcNAc :--l
1 1] e
L L
\ GA3-P
l Folate Méthionine
Biosynthése de la sérine /
o !
3-PG ) ) @) Sérine

|~|.u.|:n|=+|-|‘=> 1T h\:_/ \:_-

dm e e

241 €
(s W

j’l‘lthéSE Cataplérose ——

de I;_u-l_:nine pyruvate :> ::::E
\ EI:II ) Anuplémseg é G|utﬂthi0ﬂ%>
/3
lactate | w
NAD'+
\ Y,

/Cycle de Krebs & OXPHOS

Fig. 12. Module glycolytique et sa connexion aux voies de biosynthése. Les réactions glycolytiques
(du glucose au pyruvate), le cycle de Krebs et la respiration mitochondriale (OXPHOS) constituent les
voies métaboliques essentielles pour la production de I'énergie cellulaire. La glycolyse est un module
enzymatique connecté a plusieurs voies de biosynthése (Schématisées par des briques). G6-P : glucose
6-phosphate ; F1,6-P : fructose 1,6-biphosphate ; GA3-P : glycéraldéhyde 3-phosphate ; Glc-NAc : N-
acétylglucosamine (Cordier-Bussat et al., 2018).

De plus, lorientation des intermédiaires de la glycolyse dans les voies anaboliques ne
sert pas, seulement, a la synthése des constituants cellulaires, mais, elle contribue également au
maintien de T’homéostasie redox dans les cellules cancéreuses, grace a la production de
coenzyme NADPH qui, outre sa participation a la synthése des acides gras, est nécessaire au
fonctionnement du systeme antioxydant (Cairns et al. 2011 ; Vander Heiden et al. 2009). Ainsi,

le glucose-6-phosphate, synthétisé lors de la premiére étape de la glycolyse, alimente la voie
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des pentoses phosphate afin de produire du ribose-5-phosphate et du NADPH (Fig. 13). Par
ailleurs, dans les cellules cancéreuses, I'isoforme du pyruvate kinase PKM2 (Pyruvate kinase
isoenzyme type M2), qui catalyse la transformation du phosphoénolpyruvate en pyruvate,
contribue a la régulation du flux de métabolites a travers la glycolyse. En effet, selon le niveau
d’activit¢ de cette isoenzyme, les intermédiaires de la glycolyse sont utilisés, soit pour la
synthése de macromolécules, soit pour la production d’énergie. Une faible activite de PKM2
entraine, en fait, un ralentissement de la synthése de pyruvate et provoque I’accumulation des
intermédiaires de la glycolyse, favorisant ainsi leur redirection dans les voies de biosynthese.
Une forte activit¢ de PKM2 contribue par contre a la synthése de pyruvate et d’ATP, menant

alors a la production d’énergie (Israelsen et Vander Heiden, 2015 ; Mazurek, 2011).
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Fig. 13. Glycolyse, métabolisme mitochondrial, biosynthese et maintien de I’homéostasie redox dans
les cellules cancéreuses. Plusieurs oncogénes (verts) et genes suppresseurs de tumeur (rouge), ainsi que
des régulateurs habituels du métabolisme cellulaire sont indiqués. Acetyl-CoA, acétylcoenzyme A ;
AMPK, AMP-dependant protein kinase ; FBP, fructose 1,6-bisphosphate ; LKB1, liver kinase Bl ;
NADP (Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate) ; PEP, phosphoénolpyruvate ; PI3K/Akt,
phosphatidylinositol 3 kinase/protein kinase B (Vander Heiden et al., 2009).
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1.3.3. Mitochondries et cancer

1.3.3.1. Structure des mitochondries

Les mitochondries sont des organelles de la cellule eucaryote a double membrane
hautement dynamiques, qui montre une grande variabilité dans le nombre, la structure et la
fonction, dépendant du type cellulaire et du stade de développement considéré (Mootha et al.,
2003 ; lzquierdo et al, 1995). Les mitochondries interagissent avec les éléments du
cytosquelette, pour leur localisation subcellulaire et leur motilité (Anesti et Scorrano, 2006 ;
Hollenbeck et Saxton, 2005), et avec le réticulum endoplasmique (Hayashi et al., 2009). Chez
'homme, seulement 13 protéines sont encodées par le génome mitochondrial. En outre, des
analyses protéomiques ont permis d'évaluer son contenu a plus de 1000 protéines. La taille et
la forme des mitochondries dépendent et varient en fonction de I'état métabolique et du type
cellulaire. En moyenne, elles mesurent 0,5-1 pm de diamétre sur 1-10 pum de long. Elles
possédent une double membrane : une membrane externe lisse et une membrane interne qui
présente de nombreuses invaginations (Crétes mitochondriales) et abritent les complexes de la
chaine respiratoire (Cogliati et al, 2016). Ces deux membranes ont des propriétés et une
composition treés differentes. Elles délimitent deux compartiments distincts : I’espace
intermembranaire de 6-8 nm d'épaisseur et localisé entre les deux membranes, et la matrice
mitochondriale, délimitée par la membrane interne dans laquelle on trouve notamment les
molécules d’ADNmt (Fig. 14).

On estime que chaque cellule contient entre 1000 a 3000 mitochondries. Cependant, La
forme, le nombre et la distribution cellulaire des mitochondries au sein des cellules sont
susceptibles de varier, en fonction du type cellulaire, du stade de développement, mais aussi,
en fonction de lactivité de l'organite. Ainsi, ces parametres vont étre fortement dépendants du
contexte physiologique dans lequel la mitochondrie évolue : processus de fusionffission,
motilité, adhérence et stress. L'environnement cellulaire va, ainsi, conditionner [intégration
structurale et fonctionnelle du réseau mitochondrial au sein des cellules (Lackner, 2013 ;
Jakobs, 2006). Les mitochondries sont essentielles pour la fourniture de I'énergie métabolique
par PTOXPHOS dans des cellules aérobies differenciees (Walker, 1994), pour l'exécution de la
mort cellulaire (Sanchez-Arago et al., 2013 ; Wang, 2001) et pour I'oxydoréduction
intracellulaire et la signalisation du calcium (Llorente-Folch et al., 2015 ; Sanchez-Arago et al.,
2013).
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Fig. 14. Représentation schématique de lultrastructure d’une mitochondrie. () : Représentation
d’une coupe transversale d’une mitochondrie (baffle model) représentant la membrane externe (ME), la
membrane interne (MI) qui forme les crétes mitochondriales. Entre les 2 membranes, I'espace
intermembranaire (IMS). A I'intérieur de la MI se trouve la matrice contenant le génome mitochondrial
(ADNmt) en plusieurs copies, des granules et les ribosomes (Mitoribosomes). (b) : Représentation
schématique detaillee de la jonction des crétes mitochondriales (Logan, 2006).

1.3.3.2. Fonctions mitochondriales

La mitochondrie assure de nombreuses fonctions indispensables a la vie de la cellule.
Une des principales fonctions de la mitochondrie est la synthése d’ATP, via FOXPHOS et la
réoxydation du NADH, nécessaire au maintien du pouvoir oxydant de la cellule. La
mitochondrie posséde d’autres fonctions, comme la biogenese des centres fer-soufre, qui sont
ensuite utilisés dans toute la cellule. Les centres fer-soufre interviennent, entre autres, au sein
des complexes mitochondriaux de la chaine respiratoire dans les réactions d'oxydoréduction,
liées au transport d'électrons. La mitochondrie intervient dans de nombreuses réactions
métaboliques, incluant, la B-oxydation des acides gras, le cycle de Krebs, la biosynthese de
I’'héme et le métabolisme de certains acides aminés et de lipides. De plus, la mitochondrie a un
role clé dans I'apoptose. Durant I'apoptose, la perméabilisation de la membrane externe de la
mitochondrie libere le cytochrome C et des facteurs pro-apoptotiques, qui engagent le
programme de mort cellulaire (Jiang et Wang, 2004). Les mitochondries des mammiféres sont
aussi impliquées dans la biosynthése des hormones stéroidiennes et dans 'homéostasie du Ca?*,
ou la mitochondrie participe (avec le réticulum endoplasmique) au stockage du calcium. La
mitochondrie est, également, la cible du processus de mitophagie (Bhatia-Kissova et

Camougrand, 2010). L’ensemble de ces réactions métaboliques est rendu possible grace a de
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nombreux transporteurs dans les membranes de I'organite, assurant les échanges entre le

cytosol et la mitochondrie (Fig. 15).
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Fig. 15. Principales fonctions mitochondriales. Les différentes fonctions mitochondriales sont
présentées. Les processus mitochondriaux comme le métabolisme des acides aminés, le métabolisme
des lipides, et la synthése de I'héme ne sont pas indiqués (Reichert et Neupert, 2004).

1.3.3.3. Métabolisme mitochondrial de la cellule cancéreuse

La chaine de transfert d’électrons, aussi, appelée chaine respiratoire ou systéeme
OXPHOS, fournit I'énergie pour générer la PMF (Proton Motive Force), et donc la formation
au sein de la matrice, d’ATP a partir d’ADP et d’un phosphate. L’ADP et le phosphate sont
conduits a I'intérieur de la matrice, et 'ATP en dehors de I'espace inter-membranaire
(Cytoplasme), par une partie de I'énergic de la PMF (Rich et Maréchal, 2010). L’OXPHOS est
un processus qui couple la phosphorylation de I’ADP par I’ATPase et 'oxydation de substrats
(NADH, FADH2 et succinate), realisée au niveau de la chaine respiratoire. Le systéeme
OXPHOS est constitué de 5 complexes intégrés dans la membrane interne mitochondriale (Fig.
16).
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reductase réductase

Fig. 16. Structure de la chaine respiratoire. Les cing complexes multi-protéiques situés dans la
membrane interne sont représentés : le complexe I=NADH déshydrogénase (ou NADH coenzyme Q
réductase), le complexe ll=succinate déshydrogénase (ou succinate-co-enzyme Q réductase), le
complexe I11=Complexe b-c1 (ou cytochrome C réductase, le complexe 1\VV=Cytochrome oxydase et le
complexe V=ATP synthétase (Yu-Wai-Man et al., 2011).

Dans les années 1950, Warburg a suggéré que les mitochondries n’étaient pas
fonctionnelles dans les cellules cancéreuses, justifiant, ainsi, une forte activité glycolytique des
cellules (Warburg, 1956). Cependant, les cellules cancéreuses consomment, généralement, de
I'oxygeéne a des taux similaires a ceux des tissus non transformés (Weinhouse, 1956). De méme,
les enzymes du cycle de Krebs, comme les isocitrate et malate déshydrogénases, sont présentes
en quantités équivalentes et possedent une activitté comparable entre des tissus cancéreux et
normaux (Wenner et al., 1952). La plupart des cellules cancéreuses se caractérisent, donc, par
des mitochondries fonctionnelles. De plus, il semble que la majorit¢ de 'ATP synthétis¢ dans
les cellules tumorales provient de POXPHOS. En effet, Zu et Guppy ont compilé des données
issues de 31 études qui ont analyse la production d’ATP mitochondriale (En mesurant la
consommation d’oxygéne) et glycolytique (En mesurant la production de lactate), et ainsi,
constaté que dans les cellules tumorales, seulement, 17% de la production d’ATP est due a la
glycolyse (Zu et Guppy, 2004). Fan et al. (2013) ont, également, obtenu le méme résultat dans
les cellules murines immortalisées de rein iIBMK. La mitochondrie semble, donc, jouer un role
essentiel dans la production d’énergie des cellules cancéreuses. Cet organite est, également,
impliqué dans les processus de biosynthése dans les cellules tumorales. En effet, le cycle de
Krebs fournit de nombreux précurseurs pour la synthése de macromolécules, comme les lipides

ou les acides aminés (DeBerardinis et al., 2008).
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1.3.4. ATPase mitochondriale

1.3.4.1. Structure et assemblage

L'ATPase mitochondriale est un complexe protéique, construit par deux domaines
principaux (Walker, 2013). Comme le montre la Figure 17, le domaine F1-ATPase est
extrinseque a la membrane mitochondriale intérieure et composé des sous-unités 3a, 3B et ly.
Le domaine FO-ATPase est intégré dans la membrane et composé par un anneau de 8-10 sous-
unités ¢ et une sous-unité la. Les deux domaines sont lies, ensemble, par un bras périphérique,
composé par différentes sous-unités (1b/1F6/1d/1A6L/1OSCP), et le bras central qui, en plus

de la sous-unit¢ y du domaine F1-ATPase, contient une sous-unité o et €.

Matrix

Peripheral stalk

Central stalk

R \ . ¥ e
, AR A
\\ &
Intermembrane space H

Fig. 17. Structure schématique de I’ATPase d'Escherichia coli. Cette structure est particulierement
complexe, et peut étre subdivisée en trois sous-complexes, fonctionnellement, distincts : domaine F1 ;
domaine FO, intrinséque a la membrane interne ; et enfin deux antennes connectrices, centrale et
périphérique, qui permettent de connecter les deux principaux domaines fonctionnels. Le domaine F1
est situé du coté matriciel. Cette partie comprend les sous-unités catalytiques de I'enzyme, ainsi que le
pied central de I'enzyme qui constitue une partie du rotor. Le domaine F1 est composé des sous-unités
a3, B3, y1, 61, €1. Le domaine FO permet d'ancrer, solidement, le complexe dans la membrane interne
mitochondriale (Weber et al., 2010).

Il'y a plusieurs sous-unités supplémentaires, qui entrent en contact avec le domaine FO
et couvrent son domaine par sa queue periphérique et centrale (1A6L/1e/1f/1g). Les sous-unités

30 et 38 du domaine F1 forment une structure sphérique alternative, enveloppant Ila
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conformation étendue de I'hélice-o. de la sous-unité y, qui constitue la queue centrale de la
structure. Le reste de la sous-unité y est étroitement lié au domaine Fo-ATPase a travers les
sous-unités 6 et €. Le domaine FO-ATPase est une structure cylindrique et hydrophobe,
constituée d'un anneau de sous-unités ¢ qui, avec les sous-unités y, & et €, forment le rotor du
moteur (Walker, 2013). Les parties mobiles du complexe proteique, comprenant la partie F1 et
l'antenne centrale, constitue le rotor de lenzyme, tandis que les parties immobiles, comprenant

la partie FO et lantenne périphérique, se regroupent sous la dénomination de stator.

L'activité catalytique de I'’ATP est basée sur lassemblage asymétrigue du domaine F1-
ATPase, en raison de la disposition de la sous-unit¢ y, qui force chacune des trois sous-unités
catalytiques p a adopter une conformation difféerente avec une liaison nucléotidique variable et
des propriétés catalytiques (Walker, 2013). Une clé de la catalyse, est les changements
conformationnels subis par les sous-unités f dus a la rotation de la sous-unité y. Par une rotation
de 360° de la sous-unité¢ y, IATPase synthétise trois molécules d'ATP. Puisque IATPase est un
moteur rotatoire réversible (Saita et al., 2015), elle peut hydrolyser trois molécules d'ATP, en
fonctionnement inversé. La synthese de IATP nécessite un gradient électrochimique des
protons comme force motrice, pour faire marcher la rotation du cylindre dans le domaine Fo,
tandis que, en fonctionnement inversé, I'hydrolyse de I'ATP pompe H* vers lespace inter-
membranaire (Ruhle et Leister, 2015 ; Walker, 2013 ; Wittig et al., 2010).

1.3.4.2. Principales fonctions

Parallelement a la synthese d'ATP, précédemment, abordée, I'ATPase exerce,
également, d'autres fonctions essentielles dans le maintien de ['homéostasie mitochondriale
(Fig.18). En premier lieu, cette enzyme joue un role essentiel dans le maintien du potentiel de
membrane mitochondriale A¥m. Cette fonction repose sur la réversibilité de lactivité de ce
complexe protéique rotatif. Ainsi, le sens de rotation du complexe permet, soit la synthése, soit
Ihydrolyse de IATP, afin de maintenir le gradient de protons (Appleby et al., 1999). Cette
fonction, apparait essentielle, puisqu'au-dela du maintien de lintégrit¢ mitochondriale, le A¥Ym
régule la machinerie d'importation protéique mitochondriale (Baker et al., 2007). L’ATPase
intervient, également, dans la régulation de la dynamique et de [lorganisation du réseau
mitochondrial, en modulant, notamment, la morphologie des crétes. Cette fonction permettrait,
notamment, d'adapter l'organite en fonction des conditions physiologiques et de la demande

énergétique, en modulant l'organisation supramoléculaire de la chaine respiratoire (Jimenez et
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al., 2014 ; Davies et al., 2011 ; Giraud et al., 2002 ; Paumard et al., 2002). Enfin, la dimérisation
de ce complexe serait, egalement, impliquée dans la formation et louverture du port de
transition de perméabilité (PTP), jouant notamment un rble prépondérant dans le contrble de la
libération du cytochrome ¢ au cours de l'apoptose (Bernardi et al., 2015 ; Long et al., 2015 ;
Xiong et al., 2014).

Membrane potential
— QD - g | e
Permeability transition pore (mPTP)

Fig. 18. Principales contributions de I'ATPase aux fonctions mitochondriales. L’ ATPase constitue ke
moteur de 'OXPHOS, elle assure les transferts successifs d’électrons dans la membrane interne
mitochondriale, permettant ainsi, de céder une quantité d’énergie considérable par I’accumulation de
protons a la phosphorylation d’une molécule d’ADP et se traduit par I’addition d’un gradient chimique
transmembranaire (ApH) et d’un gradient électrique transmembranaire (A), appelé force protomotrice
(pmf). Elle joue un réle essentiel dans le maintien du potentiel de la membrane mitochondriale (Long et
al., 2015).

1.3.4.3. Regulation et expression

La régulation de ATPase s’exerce a la fois au niveau de l'expression et de lactivité. La
régulation de I'expression protéiqgue de [IATPase des mammiféres s'effectue aux niveau
transcriptionnel (Dorn et al., 2015 ; Scarpulla, 2008) et post-transcriptionnel (Willers et al.,
2012 ; Luis et al., 1993). Elle implique la manifestation concertée de deux systemes génétiques,
physiquement, séparés et differents (Scarpulla, 2008 ; Montoya et al.,, 1983 ; Montoya et al.,
1982). Sa stabilit¢ dans la membrane fait intervenir les protéines impliquées dans I’assemblage
du complexe, mais, des modalités plus fines permettent de réguler son activité en «Temps réel»,
de facon dynamique. Ces modalités impliquent, notamment, le gradient de Caz*, des
modifications post-traductionnelles, ainsi qu’une interaction directe avec différents partenaires
protéiques (Long et al, 2015). Les aminoacyl-ARNt synthétases libres se déplacent,
respectivement, vers le noyau et les mitochondries, pour synchroniser la transcription nucléaire
et la traduction mitochondriale des genes de I'ATPase, permettant ainsi, le contrble inter-
génomique, nécessaire a la biogenése de lenzyme (Frechin et al., 2014). La régulation de

lactivite de I'ATPase peut se faire en fonction des changements cellulaires, des demandes
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énergétiques, principalement, exercés par [lactivation/inhibition de la chaine respiratoire, la
disponibilté de différents métabolites, les modifications covalentes de lenzyme et linteraction
de la protéine avec différentes protéines régulatrices (Chin et al, 2014 ; Das, 2003 ; Das et
Harris, 1990).

L'ATPase est, également, impliquée dans la régulation de la mort cellulaire (Sanchez-
Arago et al., 2013 ; Santamaria et al., 2005 ; Matsuyama et al., 1998), comme I’a ét¢ récemment
démontré dans les neurones in vivo (Formentini et al., 2014). Spécifiquement, sa fonction de
pompage des protons est nécessaire a la mort cellulaire déclenchée par Bax (Harris et
Thompson, 2000 ; Matsuyama et al, 1998) et d'autres agents inducteurs de lapoptose
(Santamaria et al., 2005). La nature exacte des molécules de I’ATPase, impliquées dans le PTP
est, actuellement, contestée. Ainsi, le role des dimeres de 'ATPase (Von Stockum et al., 2015
; Giorgio et al., 2013) et de I'anneau des sous-uintés ¢, qui constituent le domaine FO (Alavian
et al., 2014) est revendiqué dans cette considération. L’inhibition de I'ATPase est impliquée
dans l'extension de la durée de vie (Chin et al., 2014 ; Sun et al., 2014), illustrant la pertinence

du moteur d'OXPHOS dans le vieillissement et les maladies liees a I'age.

De nombreux facteurs, qui étaient initialement caractérises comme des regulateurs de la
mort cellulaire, sont maintenant connus pour interagir physiquement, ou fonctionnellement,
avec des enzymes du métabolisme mitochondrial. Ceci suggere l'existence de points de contrble
métabolique, qui détermineraient le devenir des cellules. Ainsi, laltération des fonctions clés
de la mitochondrie, pourrait déterminer si les cellules réagissent au stress de maniere adaptative,
en prénant la survie, ou au contraire de maniere suicidaire, en favorisant I'exécution de la mort
cellulaire (Green et al., 2014).

1.3.5. IF1, inhibiteur de I'ATPase

1.3.5.1. Structure et fonctions

IF1 est codé par le géne ATPIF1 situé dans les chromosomes 1 et 4 du génome humain.
L'épissage alternatif du transcrit primaire d’IF1 humain, peut générer trois ARNm différents,
qui different dans la longueur et la séquence et peut, ainsi, générer trois différentes isoformes
de la protéine (Fig. 19A). L'isoforme 1, correspond a la protéine IF1, la plus longue (12.24 kDa,
pl 9.34), construite par trois exons contenant une petite 3'UTR. L’isoforme 2 (7.91 kDa, pl
7.96) contient, également, trois exons, mais, le dernier est difféerent, aboutissant a une protéine

plus courte avec une séquence C-terminale différente. Enfin, lisoforme 3 (6.59 kDa, pl 8.34)
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correspond a IF1, le plus court, qui ne contient que les deux premiers exons avec laddition
d'une trés longue 3’UTR (Sanchez-Cernizo etal., 2010).

IF1 a été décrit pour la premiere fois dans les muscles cardiaques du cceur du bovin
(Pullman et Monroy, 1963). Plus tard, sa présence a été confirmé chez d'autres mammiferes
(Grover et Malm, 2008 ; Cintron et Pedersen, 1979), chez Caenorhabditis elegans (Ichikawa et
al., 1999) et dans les mitochondries végétales (Norling et al., 1990). IF1 bovin en solution a une
structure régie par une conformation N-terminale intrinsequement desordonnée, sauf, pour une
seule hélice-a. dans sa région C-terminale (Gordon-Smith et al, 2001), qui correspond au
domaine de dimérisation (Fig. 19B). Les interactions initiales de la protéine inhibitrice avec
linterface des sous-unités aff vides, ce qui correspond a la conformation, la plus ouverte de
IATPase, sont nécessaires pour la liaison spécifique et linhibition de la rotation de lenzyme.
Apres hydrolyse de deux molécules d'ATP, deux rotations de 120 de la sous-unité vy et les sous-
unités aff adoptent une conformation fermée (Bason et al., 2014). Le réarrangement d’IF1 dans
la structure de I'ATPase favorise son passage par des changements conformationnels profonds
(Fig. 19B). Plus précisément, l'extrémité N-terminale de la protéine adopte une structure o-
hélicoidale, tandis que lextrémité C-terminale correspondant & une partie du domaine de

dimérisation (Bason et al., 2014).

S'UTR Exon1 Exon 2 Exon3 J'UTR
Isoform 3 ’h
GSESGONVRSSAGAVRDAGGAFGKREQAEEERYFRARAKEQLAALKKHHENEISHHAKEIERLOKEIERHKQSIKKLKQSEDDD
NOtDOUND ey  GSESGDNVRSSAGAVRDAGGAFGKREQAEEERYFRARAKEQUAA '+ HH HH H
Disordered structure
Binding
Bound 1o F1-ATPase =———————3p GSESGDNVRSSAGAVRDAGG = \K [ {ENEISHHAKE!
Disordered Not present in
structure 11-60 monomer
< >

Homodimerization domain in IF1

Fig. 19. Isoformes et changements conformationnels d’IF1. A : Schéma représentant les isoformes
d’ARNm générées par le géne ATPIFL. Les régions non traduites 5’et 3° (UTR, rectangle fin bleu), les
exons (Grand rectangle bleu) et les introns (Rectangle mince jaune) sont inclus pour chaque isoforme.
B : Schéma d’IF1 bovin mature montrant quels acides aminés construisent la séquence de criblage
mitochondriale et les trois exons d’TIF1 (Gordon-Smith et al., 2001).
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1.3.5.2. Régulation de I'expression d’IF1

L’activit¢ de I'’ATPase est réversible. Ainsi, sous certaines conditions, [lactivité de
synthése d'ATP va pouvoir étre transitoirement substituée par une activité d'hydrolyse de IATP.
Lorsque les conditions sont défavorables, manque ou absence d'oxygéne, et que la force
protomotrice est limitée, le changement d'activitté de I’ATPase va, ainsi, permettre de
sauvegarder le potentiel de la membrane mitochondriale A¥Ym, en extrudant les protons a
lextérieur de la matrice mitochondriale, et ce, afin de maintenir lintégritté de [lorganite.
Cependant, méme si ce mécanisme est protecteur vis-a-vis des mitochondries, il va s'opérer au
détriment des réserves d'ATP. Des lors, méme si ce mecanisme s'avere tres efficace du point de
vue de la préservation du pool mitochondrial, il n'est pas viable sur le long terme ; en effet, il
conduira inexorablement a la mort des cellules s'il est maintenu sur des peériodes trop longues.
Dans ces conditions, IF1 permet de lutter, efficacement, contre ce gaspillage énergétique, en
bloquant l'activité¢ d'hydrolase de I’ATPase. IF1 constitue donc un systeme de protection rapide
et efficace, permettant une régulation trés fine de lactivit¢ d'hydrolase du complexe V (Di
Pancrazio et al., 2004). Il serait, également, susceptible d'inhiber lactivit¢ de synthase de ce
complexe (Garcia-Bermudez et al., 2015).

L'analyse des promoteurs et les données de ChiP-seq du géne ATPIF1 révelent son
interaction avec des facteurs de transcription, tels que c-Myc, c-Fos et NFxB (Sanchez-Arago
et al., 2013). Ces voies de signalisation sont activées par la surexpression d’IF1 dans les cellules
cancereuses du cblon ou dans le cerveau des souris transgéniques, surexprimant H49K dans les
neurones (Formentini et al, 2014) ou dans les hépatocytes (Santacatterina et al., 2016),
suggérant un mécanisme de signalisation de rétroaction dans l'expression régulée d’IF1. Des
découvertes récentes ont confrmé que NFxB se lie au promoteur proximal d’IF1, pour
déclencher la transcription (Song et al., 2014).

La plupart des preuves concernant le contrdle de l'expression d’IF1se dirigent vers des
mécanismes de régulation post-transcriptionnelle. A cet égard, il a été rapporté qu’une forte
accumulation d’IF1 a été observée dans les carcinomes des patients atteints du cancer du cdlon,
du poumon, du sein et de lovaire (Sanchez-Arago et al., 2013 ; Sanchez-Cenizo et al., 2010)
s'exerce aux niveaux post-transcriptionnels, car son accumulation se produit en labsence des

modifications pertinentes dans les niveaux de ’ARNm IF1 (Sanchez-Arago et al., 2013).

Le niveau d'expression d'IF1 au sein des tissus semble également avoir une incidence
notable sur la structure des mitochondries et l'organisation du réseau mitochondrial. L'impact

d'IF1 sur cet organite pourrait cependant étre fortement dépendant du modele. Ainsi, plusieurs
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études ont mis en évidence un lien entre une augmentation du contenu mitochondrial en peptide
inhibiteur et des modifications de [lultrastructure du réseau mitochondrial. Les effets d'IF1 sur
lultrastructure des mitochondries ont été rapportés au début des années 2000, en particulier
grace a sa capacité a générer des dimeres de I’ATPase. Ces études structurales réalisées a partir
de protéines purifiées issues de coeur de boeuf, ont permis de mettre a jour que les diméres de
I’ATPase résultent d'une liaison entre les sous-unités F1, par le biais d'un dimére constitué de

deux molécules d'IF1 du c6té matriciel (Cabezon et al., 2003 ; Cabezon et al., 2000).

1.3.5.3. Regulation de I'’ATPase par IF1

Depuis longtemps, IF1 a été considéré comme un inhibiteur unidirectionnel de I'ATPase
agissant seulement en inhibant l'activité hydrolase de l'enzyme. Cette fonction d’IF1 empéche
le fonctionnement inversé de l'enzyme, lorsque les mitochondries sont désexcités pour éviter la
perte de ATP cellulaire (Suzuki et al., 2014 ; Walker, 2013 ; Campanella et al., 2008). Une
fois lie, IF1 inhibe I'hydrolyse de I'ATP, en génant la rotation du complexe (Suzuki et al., 2014
; Walker, 2013). Il a été suggéré que le rétablissement de la force motrice du proton produisait
des changements conformationnels opposés sur ATPase et sur IF1 pour favoriser la séparation
de linhibiteur du complexe, permettant ainsi la synthese de I'ATP (Walker, 2013 ; Gomez-
Puyou et al, 1979 ; Harris et al, 1979). Des études utilisant des wvesicules sous-
mitochondriales indiquent que la présence d'un potentiel membranaire n'est pas suffisante pour
favoriser la dissociation d’IF1 du complexe (Lippe et al., 1988). De plus, 'ATP et les ions Mg?*
sont, également, nécessaires pour l'inhibition correcte de I’ATPase par IF1 (Lippe et al., 1988 ;
Klein etal., 1981).

L'inhibition de [lactivité¢ synthétique de I'’ATPase par IF1 peut, également, étre tracée
par son effet sur le flux de la glycolyse, une voie alternative de la production d'énergie cellulaire
(Sanchez-Arago et al, 2013 ; Sanchez-Arago et al, 2010). En effet, la glycolyse
aerobie est régulée, positivement, lorsque TOXPHOS est inhibeée en interférant avec lactivité
de IATPase par la présence d'oligomycine (Martinez-Reyes et al., 2012 ; Sanchez-Arago et al.,
2010). Cette inhibition est obtenue par leffondrement du gradient de protons (Sanchez-Arago
et al., 2013) ou lorsque les cellules surexpriment IF1 (Song et al., 2014 ; Sanchez-Arago et al.,
2013 ; Formentini et al., 2012 ; Sanchez-Cenizo et al., 2010 ; Shen etal., 2009) (Fig. 20).
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Fig. 20. Régulation de 'activité de I’ATPase par phosphorylation d’IF1. |F1 phosphorylé (& gauche)
n’est pas li¢ a ' ATPase, I’enzyme produit de I’ ATP dans des situations d’OXPHOS actif. D’autre part,
IF1déphosphorylé (a droite) est lié au complexe, inhibe a la fois Pactivité hydrolase et synthétique de
I’ATPase induisant une reprogrammation métabolique en une glycolyse aérobie améliorée (Garcia-
Bermudez et al., 2015).

Il a été démontré que IF1 est un inhibiteur bidirectionnel de I'ATPase, c'est-a-dire que
lorsqu’il est lié a 'enzyme, il inhibe & la fois les activités synthases et hydrolases, comme il a
été déterminé dans les cellules en culture et in vivo dans le cceur de souris (Garcia-Bermudez et
al, 2015). Alternativement, laddition d'un groupement phosphate chargé négativement
au domaine N-terminal d’IF1 pourrait représenter un encombrement stérique et/ou
électrostatique pour l'interaction et la liaison d’IF1 avec I'interface oEBE de I'ATPase (Bason
et al., 2014).

La degradation d’IF1 est liée a Tlaction protéolytique des sérine-proteéases
mitochondriales, puisque IF1 est accumulé dans les cellules cancéreuses du colon (Sanchez-
Arago et al, 2013). Son accumulation dans les carcinomes humains, est un moteur de
PAEROGOLY amgliorée, observée dans les tumeurs (Sanchez-Arago et al., 2013 ; Sanchez-
Cenizo et al., 2010).

1.3.6. Glycéraldéhyde deshydrogénases

1.3.6.1 Structure et classification

Les GAPDH sont des enzymes ubiquitaires dans le monde vivant. Elles appartiennent
a la famille des aldéhydes déshydrogénases (ALDH) a cofacteur NAD(P). Trois classes de
GAPDH existent et se distinguent par leur fonction enzymatique, leur localisation cellulaire et
leur spécificité de cofacteur : les GAPDH glycolytiques, cytoplasmiques et NAD-dépendantes,
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sont impliqguées dans la voie de la glycolyse et de la néoglucogenése chez la plupart des
bactéries et des eucaryotes (Harris et Waters, 1976). La GAPDH glycolytique catalyse, de
maniére réversible, la phosphorylation oxydative du D-glycéraldéhyde-3-phosphate (G3P) en
1,3-diphosphoglycérate (1,3-DPG), en réduisant une molécule de cofacteur et, en utilisant une
molécule de phosphate inorganique. La deuxieme classe concerne les GAPDH chloroplastiques
qui sont, retrouvees spécifiguement dans les chloroplastes des organismes photosynthétiques.
La troisieme classe regroupe les GAPDH non phosphorylantes cytosoliques. Ces enzymes
catalysent l'oxydation irréversible du G3P en 3-phosphoglycérate (3PG), en présence du
cofacteur NADP et d'une molcule d'eau (lglesias et Losada, 1988). Cette 3¢™¢ classe de
GAPDH se distingue tres, clairement, des deux précédentes, tant au niveau des séguences
protéiques (Environ 18 % d'identité de séquence), quau niveau des structures
tridimensionnelles, mais, elle est apparentée a certaines classes d'aldéhyde déshydrogénases
(Cobessi et al., 2000 ; Michels et Hannaert, 1994). Au niveau structural, les GAPDH sont toutes
des homotéetrameres, a l'exception de certaines GAPDH chloroplastiques, qui sont, elles, des
hétérotétrameres de type A2B2, la sous-unité B présente, par rapport a la sous-unité A, une
extension C-terminale qui possede une fonction régulatrice (Fermani et al., 2007 ; Brinkmann
et al.,, 1989).

La GAPDH phosphorylante est une enzyme homotétramérique, dont les sous-unités
ont une masse moléculaire variant de 34 & 38 kDa. Chacune des sous-unités fixe une molécule
de cofacteur de maniere coopérative. Cependant, cette coopérativité a été décrite comme
positive ou négative, en fonction de l'organisme dont est issue I'enzyme (Corbier et al., 1990 ;
Kirschner, 1971 ). Les quatre sous-unités du tétramere sont arrangées, selon, une symétrie 222
apparente et sont décrites dans un systeme de coordonnées orthogonales d'axes P, Q et R,
initialement défini par Rossman pour la lactate déshydrogénase (LDH) (Rossmann et al., 1973).
La GAPDH est une enzyme sensible au redox et son activité est affectée par I'oxydation du
résidu de cystéine, situé dans son site catalytique (Sirover, 2014 ; Hwang et al., 2009).
L’oxydation de la GAPDH dépend également de la concentration intracellulaire, en especes

réactives d’oxygene (Reactive oxygen species) ou ROS.

1.3.6.2. Fonctions

La GAPDH catalyse, en présence de phosphate inorganique, ’OXPHOS réversible
du D-G3P en 1,3-DPG, en utilisant le nicotinamide adénine nucléotide (NAD*), en tant
gu'accepteur d'électrons. La GAPDH joue un role essentiel au sein des voies métaboliques de

la glycolyse ou de la néoglucogenése. Au niveau physiologique, la GAPDH a été tres étudiée,
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en tant qu'enzyme meétabolique impliqguée dans la glycolyse. Un grand nombre de publications
a suggere, que cette enzyme possédait de multiples fonctions chez les mammiferes (Sirover,
1999). Ces recherches ont mis en évidence, qu'en fonction de sa localisation cellulaire
(Cytosolique, membranaire ou nucléaire), la GAPDH serait impliquée dans les mécanismes
d'endocytose et de fusion membranaire, le transport par sécrétion vésiculaire, le contrfle de la
traduction, le transport nucléaire des ARN de transfert, la réplication, la réparation de IADN et
l'apoptose (Sirover, 2005).

En plus de son role canonique dans la glycolyse, plusieurs études ont montré que
I'enzyme cytosolique a des fonctions pléiotropes indépendantes. Cette diversité fonctionnelle
de la GAPDH est, principalement, due aux modifications post-traductionnelles des différents
résidus d'acides aminés. Ces derniers sont responsables des interactions protéine-protéine,
modifiant ainsi, sa localisation dans le cytosol, le noyau, les mitochondries ou au niveau du
microenvironnement extracellulaire. Les fonctions non glycolytiques de la GAPDH ont été
étudiées dans différentes situations physiologiques et pathologiques, telles que le cancer et les
troubles neurodégénératifs. Elles sont multiples, on peut citer la régulation de la mort cellulaire,
l'autophagie, la réparation de 'ADN et I'exportation de TARN. Dans I'étude des pathologies, la
connaissance des mécanismes de I’apoptose associé a la GAPDH, devient fondamentale pour
ldentification de nouwvelles thérapies (Butera et al., 2019). L’expression de la GAPDH est
régulée par des facteurs de transcription, fréquemment, altérés dans le cancer (Colell et al.,
2009). La GAPDH est une enzyme multifonctionnelle impliquée dans I'endocytose, la fusion
membranaire, la sécrétion de vésicule, la co-activation de la transcription, la régulation du cycle
cellulaire, I’ARNt transport, la stabilisation de IARNm et la réparation de ADN et réplication
(Sirover, 2011 ; Colell et al., 2009). Paradoxalement, pendant le stress cellulaire, la GAPDH
joue aussi des roles importants dans I’activation de I'apoptose par translocation nucléaire et par

élimination autophagique des mitochondries endommagées (Colell et al., 2007).
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Matériel et méthodes Etude épidémiologique,... et nutritionnelle

I1.1. Etude épidémiologique, clinicopathologique et nutritionnelle

11.1.1. Population et type d’étude

Premierement, une étude épidémiologique traitant plusieurs facteurs a été menée chez
une population atteinte de CCR dans la Wilaya de Jijel (Nord-Est algérien). Il s’agit d’une
étude rétrospective et descriptive reposant sur une analyse des aspects épidémiologique,
clinique et anatomopathologique de 62 cas de CCR, pris en charge au niveau du Service
d’Oncologie de I'Hopital Mohammed Seddik Benyahia (MSB). Cette étude a inclus tous les
patients atteints d’un cancer primitif du colon et/ou du rectum, d’ages compris entre 20 et 80
ans et résidant a Jijel. Les malades présentant un cancer secondaire du colon ou ayant un age
inférieur @ 20 ans et ne résidant pas a Jijel ont été exclus. L’analyse des documents (registres
et dossiers des malades) disponibles au niveau des archives de I'HOpital, nous a permis de
traiter I’ensemble des données épidémiologique, clinique, para-cliniques, histopathologique et
thérapeutiques de chaque patient. Tous les cas de CCR résidant dans la Wilaya de Jijel étaient
éligibles pour participer & Tétude. Pour chaque cas, le diagnostic préopératoire ou
postopératoire, a été confirmé histologiquement et en référence au rapport pathologique. Pour
recueillir les différentes données, nous avons élaboré une fiche de renseignement comportant
les principaux parametres a étudier (Annexe 1).

Deuxiemement, nous avons évalué [leffet de certains facteurs environnementaux,
principalement lalimentation sur lincidence des CCR. Pour ce faire, nous avons choisi un
modele d'étude cas-témoins, selon lequel, les facteurs de risque ont été déterminés.
L’ensemble des cas étudiés était des résidents & Jijel, pris en charge par le Service
d'Oncologie de I'Hopital MSB. Le diagnostic des CCR a été confirmé histologiquement, le
groupe témoin a été choisi au hasard et les données cliniques ont été obtenues a partir des
dossiers de patients atteints de CCR. Nous avons établi un questionnaire standardisé pour
chaque sujet de la population étudiée, une entrevue de 30 min a été ainsi menée. Selon le
modéle d’étude choisi, les facteurs de risque ont été determinés en calculant une valeur
algébrique : le rapport de cotes (RC) ou encore appelé odds ratio (OR) qui estime la force de
l'association entre le facteur de risque et la maladie (Tableau 02).

Le risque relatif est le rapport entre I'incidence d’une maladie chez les sujets exposes a
un facteur de risque (ou facteur protecteur) et I'incidence de cette méme maladie chez les
sujets qui ne sont pas exposés a ce facteur. Il a été estimé a partir des études de cohorte. Il est
remarquable de noter que les études cas-témoins conduites sur des maladies dont le risque est
«rare» (ce qui est le cas pour certaines localisations de cancers), en donnant une estimation
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correcte, via RC. Contrairement au risque, le dénominateur d’une cote ne contient pas tous les
sujets a risque, mais, seulement ceux qui sont non-exposés. Le RC permet de comparer 2
cotes dans toutes sortes de situations. Nous avons obtenu le RC, en divisant le ratio
d’exposition du groupe malade par le ratio d’exposition du groupe contréle. En utilisant la
table suivante on obtiendrait : RC=alc/b/d (a/c Probabilit¢ d’exposition chez les cas,

b/d :probabilité d’exposition chez les témoins).

Tableau 02. Rapport de cotes dans une étude cas-témoins.

Mention Cas Témoins Total
Exposé a b a+b

Non exposé c d c+d
Total at+c b+d atb+c+d

Un RC de 1,00 signifie qu'il n'y a pas d'association entre I'exposition et la maladie. Un
RC supérieur a 1 signifie qu'il existe une association positive entre la maladie et le facteur et il
s’appelle le facteur de risque. Un RC inférieur & 1 signifie qu'il existe une association négative
entre Iévénement et le facteur référé en tant que facteur de protection. Les résultats obtenus
sont plus difficiles & expliquer, car il ne s’agit pas de comparer de 2 risques. Ainsi, un RC de
3 ne signifie pas nécessairement que le risque de la maladie est trois fois plus éleve, mais, le
ratio exposé/non-expose est 3 fois plus élevé chez les patients atteints de la maladie. Malgré
cette complexité, les RC posseédent d’importants avantages expliquant leur grande popularité
dans la littérature médicale. lls peuvent étre utilisés dans tous les types d’études (prospective,
rétrospective, essai clinique, etc.), car ils sont statistiquement robustes. De plus, les calculs
mathématiques complexes effectués par ordinateur rapportent habituellement des valeurs
apparentées aux RC. C’est le cas particulier des régressions linéaires et des méta-analyses.
Enfin, lorsque I'incidence de la maladie est rare, le RC et le risque relatif sont semblables.
Ainsi, le choix de ce modéle est réconforté par certaines qualités de ce type d’études, car il est
rentable par rapport a d'autres études analytiques telles que les études de cohorte. Il est plus

efficace pour I'étude des maladies avec de longues périodes de latence et des maladies rares.
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11.1.2. Collecte des données

11.1.2.1. Données épidémiologique, biologique et clinique

Notre étude épidémiologique, biologique et clinique a porté sur I'analyse de quatre
volets : en premier lieu, le volet épidémiologique a consisté a la détermination de I'incidence
des CCR comparativement avec I’ensemble des cancers, les cancers digestifs et les données
épidémiologiques telles que le sexe, la tranche d’dge la plus touchée, la distribution
géographique et les antécédents personnels et familiaux. En second lieu, le volet clinique et
para-clinique a permis de préciser les circonstances de la découverte des CCR, I’évolution des
symptdmes révélateurs, les examens para-cliniques réalisés pour chaque patient, y compris
I'examen endoscopique. Ainsi, I'examen complémentaire ou les patients ont bénéficié des
explorations fonctionnelles et radiologiques et des bilans d’extension. Ces derniers concernent
certains parametres hématologiques (Globules rouges et blancs), enzymologiques (PAL,
transaminases), ainsi que les marqueurs tumoraux classiques (ACE, CA19-9).

Aussi, nous nous sommes intéressés a I’examen anatomopathologique qui permet de
déterminer le type histologique, le degré de diffrenciation, I'architecture et la stadification
des CCR. Cet examen doit étre réalisé afin d’établir de facon définitive le diagnostic de
cancer. On parle de preuve histologique. Dans le cas ou un cancer est diagnostiqué, I'examen
des cellules et des tissus prélevés a également pour objectif de préciser le type de cancer dont
il s’agit, et aussi de déterminer juste dans quelles couches de la paroi du cdélon ou du rectum
les cellules cancéreuses se sont développées. C’est ce qu'on appelle Iextension en
profondeur. Cela donne une premiere indication sur I'étendue de la maladic et contribue a
définir le stade du cancer.

De plus, nous nous sommes intéressés a I’analyse moléculaire des mutations du géne
KRAS. Ainsi, nous avons tenté de mettre en évidence la présence de corrélations potentielles
entre les mutations de ce géne et d’autres parameétres tels que le sexe, le siége de la tumeur, le
stade de différenciation et la thérapie ciblee combinée a la chimiothérapie. Le séquencage de
I’ADN est nécessaire pour détecter les mutations des génes codant pour les protéines de
signalisation de la famille Ras (KRas et NRas) qui sont impliqués dans la cancérogénese
colorectale (Jing et al., 2014 ; Rey et al, 2009). Dans ce sens, les ADN génomiques de Neuf
patients atteints de CCR ont été analysé. En bref, TADN génomique de ces patients a été
extrait a partir des tissus pris sur des blocs de paraffine. Les séquences d’ADN génomique
correspondant aux exons 2, 3 et 4 des genes KRAS et NRAS et contenant les mutations
potentielles ont éte amplifiéces par PCR, en utilisant des amorces appropriées qui
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reconnaissent spécifiquement les mutations des codons 12 et 13. Les produits de PCR ont été
analysés par electrophorese et séquencés afin de détecter la présence des mutations du gene
KRAS (De Macedo et al., 2015).

Enfin, les données des différentes thérapeutiques employées ont été analysées, elles
concernaient la chirurgie (Curative ou palliative), la radiothérapie et la chimiothérapie (Seule

ou combinée a la thérapie ciblee).

11.1.2.2. Données sur le mode de vie

Afin de recueillir des informations précises sur le mode de vie des sujets (Cas-
témoins), un questionnaire standardisé a été soumis a chaque patient et les données sur la
population étudiée ont été complétées et évaluées au moyen d’entrevues. Le contenu du
questionnaire  était centré sur les variables sociodémographiques, les  mesures
anthropométriques, les antécédents personnels et familiaux du patient, les apports en
médicaments et les facteurs lies au mode de vie. Les données sociodémographigques
comprenaient l'age, le sexe, l'état matrimonial, le niveau d'éducation, le lieu de résidence et
les revenus du ménage. Les mesures anthropomeétriques incluaient la taille et le poids.
L’indice de masse corporelle (IMC) a été, ensuite, calculé. De plus, les facteurs liés au mode
de vie, y compris le tabagisme, la consommation d’alcool et les activités physiques ont été
notés. Un entretien direct avec les sujets a permis d’évaluer I’activité physique (Pratique de
sport : type, intensité, fréquence par semaine, durée avec un minimum de 10 min). Les
niveaux d'équivalent métabolique (MET) pour les activités de marche, d'intensitt modérée et
vigoureuse ont été pris a 3,3, 4,0 et 8,0. Les activités ont été mesurées separément (Niveau
METxmin d'activité/jxj par semaine) et exprimées en MET totale/semaine. Sur la base des
scores totaux, les participants a I’étude ont été classés, en trois niveaux d’activité physique :
faible (<600 MET min/semaine), modéré (600-3000 MET min/semaine) et élevé (>3000 MET
min/semaine). Notre questionnaire  multidimensionnel comprenait des informations sur
I'histoire des CCR (Antéceédents familiaux et personnels) et la prise de médicaments

(Antécedents médicamenteux...ect).

11.1.2.3. Données alimentaires

Nous avons établi un questionnaire de fréquence qui consistait en une liste d'aliments
avec les catégories de fréquence de consommation associées (Nombre de fois par jour,

semaine, mois, etc.). Il est demandé au répondant de Vérifier, pour chaque aliment dans la
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liste, la fréquence la plus proche de sa consommation habituelle (Cade et al., 2002). Les
questionnaires sur la frequence alimentaire (FFQ) sont largement utilisés dans les études
épidémiologiques pour évaluer lapport alimentaire et explorer les associations entre le régime
alimentaire et les maladies chroniques dans des populations spécifiques. Cet instrument est
avantageux, car, il est relativement facile, peu colteux a administrer et permet de mesurer les
apports alimentaires sur une longue période (Cade et al., 2002). Il est essentiel qu'un FFQ soit
culturellement approprié pour la population étudiée (Teufel, 1997). Nous avons utilisé un
questionnaire de fréquence alimentaire semi-quantitatif pour évaluer lapport alimentaire. Le
FFQ est congu pour évaluer les habitudes alimentaires au cours de la derniére année pour les
témoins et pendant la période précédant le diagnostic pour les cas. Les options de réponse
pour la plupart des aliments comportaient 7 niveaux : aucun ou peu, une fois/mois, 2-3
fois/mois, 1 a 3 fois/semaine, 3 a 6 fois/Semaine, une fois/j, 2-4 fois/j. Un ensemble de
mesures du ménage (Par exemple, une tasse, une cuillere de table, une assiette, un verre, un

bol) a été utilisé pour aider les répondants a estimer la taille des portions d'aliments.

Le FFQ consistait en 100 produits alimentaires répartis en cing groupes et treize sous-
groupes de produits alimentaires. Cette classification a été inspirée de celle proposée par
Mekhancha (2007) et appliguée dans la premiere version du Tableau de composition
alimentaire du Laboratoire de Recherche ‘Alimentation, Nutrition et Santé de Constanting’.
Parmi les treize sous-groupes alimentaires, nous avons axé notre questionnaire sur les produits
cerealiers, les legumes et fruits, les viandes et produits dérivés, volaille et ceufs, poissons et
produits laitiers (Tableau 03). Pour donner une évaluation quantitative de la fréquence de
consommation, nous avons attribué une valeur numérique a chaque fréquence, puis nous

avons effectué la somme de ces valeurs pour chaque participant.
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Tableau 03. Groupes d’aliments étudiés. Les produits alimentaires inclus dans notre enquéte ont été
en cing groupes.

Groupe alimentaire Produits étudiés

Produits céréaliers Riz, frick, semoule, farine de blé, couscous, tlith, vermicelles, chakhchoukha,
pates, spaghettis, pain, pain, gheraif, kesra, brioche, biscuit, gateaux a base de
pate feuilletée, mille feuilles

Légumes et fruits Tomate, concombre, courgettes, poivron, salade verte, chou-fleur, persil,
carotte, chou, oignon, ail, betterave crue, fenouil, concentré de tomate,
orange, mandarine, pomme, poire, abricot, pruneau, melon , pastéque, raisins,
néflier, banane, datte, olives vertes dénoyautées, olive noire

Viandes et produits | Viande de beeuf, viande d’agneau, viande transformée, foie, saucisses
dérivés

Volaille et ceufs Volaille, ceufs, poissons
Poissons Sardine, thon a I'huile, merlan, crevettes
Produits laitiers Lait, I'ben, fromage fondu, yaourt

11.1.4. Saisie des données et statistiques

Afin d’analyser les différentes données, nous avons suivi deux types de statistiques :
les statistiques descriptives (Sous forme de tableaux, graphes et histogrammes) et les
statistiques analytiques (Ecart type pour déterminer I’age moyen, p-value pour déterminer si
la différence est significative entre deux parametres). La distribution de fréquences et les
statistiques descriptives pour chaque variable ont été calculées. Une valeur p inférieure a 0.05
était considérée comme statistiquement significative. La saisie des données a été effectuée
ultérieurement sur le logiciel Epi-info7. Ce logiciel est créé par le Centre de Surveillance des
Maladies d'Atlanta aux Etats-Unis, en collaboration avec 'OMS.

Les résultats sont donnés sous forme de moyennes + écart-types. L’évaluation
statistique a été effectuée, en comparant les moyennes des patients des groupes témoin, et en
utilisant le test de Student. Sachant que la p-value était : non significative : p>0.05 (NS);
Significative : P <0.05 (*); hautement significative : P <0.01 (**); trés hautement
significative : P< 0.001(***).
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11.1.5. Histologie et microscopie optique

Les préelevements tissulaires ont été obtenus par les chirurgiens de 'Hopital MSB soit
par biopsie, soit par résection d’une piece opératoire ou d’organe. La majorité des
prélevements a été directement fixée au niveau du bloc opératoire. D’abord I'étude
Macroscopique a été réalisee. Les échantillons se préparaient dans I’hote. La picce opératoire
a eté examinée, mesurée, pesée, palpée puis disséquée. L’échantillon suspect a €té mis
directement dans une cassette préalablement étiquetée et immergée dans le Formol 10%, afin
de conserver la morphologie cellulaire. Les tissus fixés ont été ensuite inclus dans la
paraffine. Cette derniére n’est pas miscible a I'eau, la piéce anatomique doit étre entierement
déshydratée, avant I'inclusion dans la paraffine. Cette étape a été réalisée dans un automate de
déshydratation, contenant 12 cuves métalliques remplies d’alcool, de Xyléne et de paraffine.
Les cassettes ont été placées dans un panier qui se déplagait d’un bain a lautre. L’étape de
Iinclusion en paraffine consistait a donner un aspect solide au tissu a examiner, facilitant
ainsi la réalisation des coupes, en donnant une forme a I’échantillon. Cette étape a été réalisée
dans un appareil d’enrobage contenant la paraffine chaude a 60°C, ensuite, la coupe a été
effectuée a laide d’un microtome semi-automatique. L’excés de paraffine doit étre enlevé. Le
ruban obtenu a été placé délicatement dans un bain marie chauffé a 45°C, afin de déplisser les
coupes qui ont été ensuite recueillies, sur des lames de verre. Les lames ont été, ensuite,
séchées a I'étuve pendant 20 min pour faire dissoudre la paraffine et assurer une bonne
adhésion des tissus a la lame avant coloration. Cette derniére a été réalisée dans un automate
de coloration, en utilisant les colorants de routine : hématoxyline, éosine «HE». Le collement
des lamelles a été effectué, en déposant une goutte de I'Eukitte dilué par le xylene. Cette étape
permet de conserver les préparations pendant plusieurs dizaines, voir, plusieurs centaines
d'année. Enfin, la lecture microscopique a €té obtenue a I'aide d’un microscope optique, cette
lecture nous a permis de rédiger un compte rendu descriptif précisant le stade et le grade de la

maladie

56
These Doctorat Arbia ABBES



Matériel et méthodes Analyse du transcriptome

11.2. Analyse du transcriptome

11.2.1. Spécimens de tissus

Des échantillons de tissus ont été prélevés chez 8 patients atteints de CCR,
conformément aux normes et procédures du comité d'examen institutionnel. Les carcinomes
colorectaux humains ont été classés selon TOMS (Stade | : T1-2 NO MO, Stade Il : T3-4 NO
MO, Stade Il : anyT N1-2 MO C, Stade IV : anyT anyN M1). Les échantillons de tissus ont été
rapidement congelés dans l'azote liquide, puis stockés a -80°C jusqua la préparation de IARN
total et des protéines. Les échantillons d'immunohistochimie ont été immédiatement fixés dans

le fluide de Bouin & 4°C, déshydratés etinclus dans la cytoparaffine.

11.2.2. Culture cellulaire

Les lignées cellulaires dérivées d'adénocarcinomes du colon (cellules LS174T, PF11,
TC7, SW480 et HT29) ont été cultivées comme décrit dans le protocole développé par Chantret
et al. (1988). En bref, les cellules ont été cultivées en routine a 37 °C dans une atmosphére a
5% de CO2/air dans du milieu de Eagle modifié de Dulbecco (DMEM) contenant 10% (V/V)
de FCS (GIBCO BRL, Gaithersburg, MD), 4 mM de L-glutamine, 50 unités/ml de pénicilline
et 50 pg/ml de streptomycine. Lorsque les cellules ont atteint 80 a 90% de confluence, elles ont
été dissociées avec 0,05% de trypsine et 0,02% d'EDTA dans la solution saline de Puck et ont
été replacées dans des boftes de Pétri de 100 mm.

11.2.3. Préparation et analyse de PADN
Toutes les manipulations se rapportant & I’extraction, la purification et la quantification
de ’ADN, ainsi que la restriction, la ligature et le transfert de 'ADN recombinant ont été

effectuées a l'aide de protocoles standard (Sambrook et al., 1989)

11.2.4. Extraction des ARN totaux

La préparation des ARN totaux a été réalisée selon le protocole de Chomczynski et
Sacchi (1987). En bref, 100 mg de tissu (Cancéreux ou normal) ou 10° de cellules ont été
homogenéisés dans 1 ml de tampon de lyse : isothiocyanate de guanidine 4 M, citrate de sodium

25 mM pH 7, sarkosyl 0.5% (le lysat passé plusicurs fois dans une seringue). L’homogénat a

57
These Doctorat Arbia ABBES


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sacchi%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2440339

Matériel et méthodes Analyse du transcriptome

été additionné de 100 pl de citrate de soduim 2M pH4, suivi par 1 ml de phénol saturé avec de
leau et 200 pl de chloroforme alcool isoamylique (49/1). Le mélange a été agité, refroidi sur
glace (15 min) et centrifugé avec un appareil sigma de paillasse (20 min a 8000 rpm a 4°C). La
phase aqueuse a été récupérée et précipitée par 1ml d'isopropanol 100%. Elle a été placée a -
20°C pendant 1 heure et centrifugée (20 min & 13000 rpm a 4°C). Le culot obtenu a été
solubilisé dans 300 pl de tampon de lyse, précipité par 1 vol d'isopropanol et solubilise dans
100 pl de SDS 0.5%. La concentration de la préparation de 'ARN a été mesurée, en calculant

I’absorption optique a 260 nm.

11.2.5. Etablissement du transcriptome d’une tumeur colique

La construction d’une banque d’ADNc comprend de nombreuses ¢Etapes incluant
Iisolement d’ARNm, la synthése du premier brin de ’ADNc et sa conversion en ADNc double
brin, laddition des adaptateurs de clonage dans un vecteur approprié, puis le clonage
proprement dit. La production d’une banque d’ADNc représentative et de qualit¢ commence
par l'isolement d’ARNm intact. En utilisant des procédures qui permettent I'inhibition effective
des ribonucléases et I'élimination de 'ADN génomique pendant la préparation de 'ARN. Les
ARNmM représentent généralement moins de 5 % des ARN totaux de la cellule, il est trés utile
d’enrichir la populaton d’ARNm par chromatographie d’affinit¢ sur colonne d’oligo(dt)-
cellulose (Jacobson, 1987). L’intégrit¢ des ARNm est évaluée par électrophorese sur gel

d’agarose, par Northern blot, ou par traduction in vitro.

Il existe de nombreuses options pour construire une banque d’ADNc (Kimmel et Berger,
1987). L’ARNm peut étre amorcé par difiérents types de primers (amorces oligo(dt), amorces
aléatoires, ou amorces munies d’adaptateurs), en utilisant diverses transcriptases inverses. Les
inserts d’ADNc sont souvent ligués au vecteur de maniere orientée (Bhagwat et Keister, 1992)
afin d’optimiser I'utilisation de la banque selon sera destinée au séquengage d’ADN, a la
synthése de sondes ribonucléiques ou a la population de protéines. Le choix du vecteur est
¢galement important. La production de protéines en vue d’un criblage par anticorps nécessite
I'utilisation de bactériophages Agtll ou Azap. Par contre, si les ADNc sont distinés au
séquencage ou a la synthese de sondes, le choix de phagemides (pBluscript, pT7T3D ou Azap)
est recommandé. On peut se procurer dans le commerce des Kits de synthese de banques
d’ADNc dans la recherche de génes différentellement exprimés qui dépend de la qualite (taille
de I'msert, absence de recombinaison) et de la quantit¢ de ses clones qui conditionne la

représentativité (Hagen et al., 1988).
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Ainsi, et afin d’obtenir un catalogue représentatif du transcriptome d’une tumeur
colique, une banque d’ADNc provenant d'un adénocarcinome du colon humain a été construite
dans le vecteur pT7T3D et E. Coli NM522 (Frigerio et al., 1995). En bref, 2166 clones choisis
au hasard ont été partiellement séquencés et analysés par une recherche dans une base de
données (Rechreche et al., 1997 ; Frigerio et al, 1995). Au départ, un sequencage partiel de
quelques centaines de nucléotides a été réalisé, mais dés qu’un clone se révélait suffisamment
intéressant, sa séquence devrait alors étre complétée. L’information portée par la séquence
d’ADN est utilisée pour chercher des homologies de séquences dans les banques de données
GenBank (Burk et al., 1991). Ces comparaisons de séquences sont effectuées par les serveurs
BLAST de GenBank ou FASTA de 'EMBL. D’autre part, les séquences nucléotidiques
peuvent étre traduites en ségquence protéiques et comparées.

11.2.6. Criblage différentiel sur filtres HD

11.2.6.1. Principe

Le criblage différentiel sur fitres HD (Sargent, 1987) est une technique qui dérive du
criblage par hybridation des banques bactériennes ou phagiques. Cette technique permet
d’identifier et d’isoler des genes dont les niveaux d’expression varient entre deux situations
expérimentales. Le principe de la technique du criblage différentiel implique la préparation de
sondes complexes d’ADNc, a partr de I'une des populations d’ARNm a comparer, et
I’hybridation avec ces sondes de filtres contenant une collection de clones. On peut cribler des
clones d’ADN provenant d’une banque d’expression, d’une banque génomique (Percival-Smith
et Segall, 1984) ou de produits de PCR (Smith et Gridley, 1992). Les sondes peuvent étre
préparées de différentes maniéres ; par transcription inverse d’ARNm, utilisation de banques
d’ADNCc existantes (Parfett et al., 1989), ou amplification par PCR (Kendall et al., 1996).

Le criblage différentiel de banques d’ADNc est une technique trés utilisée relativement
simple, mais qui présente toutefois, deux inconvénients majeurs. Premierement, un taux élevé
de faux positifs quand les clones d’ADNc sont déposés sur les filires avec une densit¢ trop
élevée, plus de 90% des clones peuvent étre des faux positifs (Clancy et al., 1983). Par
conséquent, I'isolement de clones véritablement positifs requiert plusieurs cycles de criblage
(Cochran et al, 1983). En général, le criblage initial est suivi d’un criblage dans lequel
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I’hybridation se fait en utilisant des filtres contenant des clones bien séparés, ou des Sourthern
blots contenants des vecteurs recombinants(Mannings et al., 1990) ou des produits de PCR (Luo
et al, 1994) ; le criblage est répété si nécessaire. Deuxiemement, la sensibilité de la méthode
est faible. En effet, seuls les genes fortement exprimés, c'est-a-dire dont les ARNm représentent
au moins 1% de la totalité¢ des transcrits de la cellule sont détectables par cette technique
(Shigemoto et al., 1987). Toutefois, il existe des variantes du criblage différentiel dont la
sensibilité est dix fois plus grande (Parfett et al, 1989). Par exemple, le criblage différentiel
utilisé pour isoler des ARNm spécifiques du cycle cellulaire (Lu et al., 1990), des genes induits

par le stress dans les macrophages péritonéaux de souris (Khandjian et al., 1992).

Quand il s'agit de comparer I'expression d’une population de genes dans deux
conditions differentes, on peut procéder de deux maniéres : soit en utilisant le méme filtre
hybridé successivement avec les deux sondes, soit en utilisant deux filtres ‘jumeaux’ hybridés
en paraliele. Le criblage différenticl permet une comparaison dite “géne par geéne” de
populations d’ARNm contenues dans deux échantillons différents (exemple : cancer et tissu
sain). Cela se fait par hybridation d’une banque d’ADNc construite a partir de I'un des
échantillons, avec des sondes complexes spécifiques des deux populations d’ARNm.
Construction de la banque d’ADNc.

11.2.6.2. Mise en oeuvre

Les ADNCc différentiellement exprimés ont été sélectionnés par criblage de filtres de
colonies HD (Rechreche et al., 1997 ; Frigerio et al., 1995). En bref, 2166 colonies des clones
d’ADNc ont été déposées par systeme robotisé sur des filtres Hybond (Amersham) dans un
réseau régulier. L’ADN des clones transférés sur les membranes est dénaturé et fixé de fagon
covalente. L’étape suivante du criblage consiste a I’hybridation des clones portés par les
membranes avec des sondes. Des sondes complexes ont ensuite été préparées en une étape
consistant a une transcription inverse et un marquage simultanés, en utilisant 1 mg d’ARNm
provenant d'adénocarcinomes colorectaux ou de la muqueuse normale adjacente et d'une
amorce oligo(dT) (Wahl et Berger, 1987 ; Ausubel et al., 1988). Dans un premier temps, les
filttres ont été hybridés, en présence des sondes complexes dérivees de 'ARN polyA* du
carcinome colorectal ou de la muqueuse adjacente normale. Les signaux d'hybridation des tissus
cancéreux et normaux ont été quantifies, analyses et comparés. Contrairement aux Northern et
Southern blots, dans le criblage différentiel les sondes sont préparées dans des conditions
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limitantes pour permettre une bonne appréciation des différences d’expression des deux
populations d’ARNm. Les geénes dont I’expression est inchangée dans les deux populations
d’ARNm (Génes codant pour des proteines de ménage), sont utilisés comme sonde de controle
pour normaliser les signaux d’hybridation. Apres lavage adéquat des filtres afin d’éliminer les
hybridations croisées et les artefacts, des expositions auto-radiographiques peuvent Etre
obtenues. Enfin, pour éviter le probleme des «faux positifs», et confirmer ainsi I'altération de
I'expression des genes sélectionnés, il est indispensable de procéder a un deuxieme cycle de
criblage (Luo et al., 1994). Dans ce contexte, nous avons présélectionnés deux clones 3B5 et

9B8 codant deux ARNm potentiellement surexprimés.

11.2.7. Analyse par Northern blot

Le Northern blot est la meilleure technique pour démontrer la validit¢ de I'expression
diférentielle d’un géne. C’est une technique spécifique préférable au dot blot, car elle permet
de connaitre la taille de FARNm et permet donc d’identifier ses differentes iso-formes. Ainsi,
les clones d’ADNc 3B5 et 9B8 (représentant les transcrits IF1 et GAPDH, respectivement) ont
été utilisés comme sondes pour analyser leur expression par le Northern blot. Le marquage des
sondes a été obtenu de lamplification des ADNc par PCR. Les blots sont hybridés avec un

excés de sonde marquée au 32P afin de saturer les sites de complémentarité a ’ARN.

Des quantités égales (20 g par piste) d’/ARN dénaturé ont été fractionnées dans des gels
d'agarose-formaldéhyde a 1%. L'ARN a été ensuite transféré sur des filtres en nylon
(Genescreen, Dupont, Boston, MA) (Sambrook et al.,, 1989). L'intégrité des ARN a été évaluée
a la fois par le bromure d'éthidium et le bleu de méthylene (Sambrook et al., 1989). Les filtres
ont été préhybridés pendant 4 h a 42 °C dans un tampon contenant 50% de formamide désionise,
SSPE 5X (SSPE 1X : NaCl 180 mM, EDTA 1 mM, NaH2P04 10 mM, pH 7,5), 0,1% de
sérumalbumine bovine, 0,1% de Ficoll, 0,1% de polyvinylpyrrolidone, 0,8% de SDS, 8% de
sulfate de dextrane et 200 pg/ml d'ADN de sperme de hareng dénaturé. L'hybridation a été
réalisée dans le méme tampon en présence des inserts d’ADNc 3B5 ou 9B8 marqués au 32P en
tant que sondes. Ces ADNCc étaient des produits de PCR générés par amplification de ADNc
cloné dans les vecteurs pT7T3D-3B5 et pT7T3D-9B8, en utilisant deux amorces spécifiques
des séquences de phagemide. Des précautions doivent entre exercées lors du choix de la sonde

«controle», certains génes de ménage n’étant pas exprimés de manicre égale entre les différents
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individus, tissus ou situations. Par conséquent, la qualité des signaux d'hybridation a été

controlee, en utilisant un clone codant pour les ARNr 28S et/ou 18S.

Les filtres ont été séchés et exposés a Hyperflm® (Amersham, Royaume-Uni). Les
filtres ont été ensuite lavés quatre fois a température ambiante dans 2X SSPE, 0,1% SDS, deux
fois pendant 15 min a 65 °C dans SSPE 0,1X, 0,1% SDS et une fois pendant 30 min dans 0,1X
SSPE. Les signaux d’hybridation ont été quantifiés, en analysant les images des auto-

radiogrammes obtenus par le logiciel Image J.

11.2.8. Analyse par RT-PCR

Lorsque la séquence nucléotidique d’un géne est disponible, les taux d’expression de
I’ARNm correspondant peuvent étre, mesurées par RT-PCR (Gaudette et Crain, 1991) qui
consiste en la transcription inverse par un amorcage de type oligo (dT), suivie d’une
amplification des ADNc obtenus par PCR, en utilisant des amorces spécifiques (Don et al.,
1991). Le premier brin de TADNc a été obtenu par transcription inverse de 2 pg d'ARN total
provenant de tissu colorectal avec un oligo(dT)(12-18) comme amorce a laide du kit du systeme
de pré-amplification SuperScript et selon les instructions du fabricant (GIBCO BRL).
L'amplification PCR a été réalisée dans le tampon PCR (KCI 50 mM, Tris 10 mM, pH 8,3,
MgCL 2 mM, 0,01% de gélatine) contenant 125 pM de dNTP, 25 pmoles de chaque amorce et
2,5 unités de Taq polymérase dans un volume final de 50 pl Les conditions de la réaction
étaient 30 cycles de dénuement a 94°C pendant 30 secondes, un recuit pendant 2 minutes a
55°C et une extension pendant 2 minutes a 72°C. Nous avons utilisé des jeux d'amorces
discriminants spécifiques & la région codante de I’ARNm afin de prévenir la réactivité croisée.
Ainsi, pour amplifier IADNc¢ IF1, nous avons employé Plamorce sens : 5-
GGGCCTTCGGAAAGAGAG-3 et I’amorce anti-Sens était : 5-TTCAAA
GCTGCCAGTTGTTC 3'. Les produits d'amplification ont été soumis a une électrophorése sur

un gel d'agarose a 2% et visualisés avec du bromure d'éthidium.
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11.2.9. Clonage et séquencage de PADNc¢ d’IF1

En utilisant le criblage différentiel sur fittres HD, nous avons pu sélectionner un clone
surexprimé (pT7T3D-3B5) dans les CCR par rapport aux tissus normaux correspondants. Au
cours de l'analyse de la base de données des séquences partielles de la banque d'’ADNc du cancer
du colon, lextrémit¢é 3 'de 'ADNc 3B5 (environ 200 pb) était significativement similaire au
gene de I'inhibiteur de I'ATPase. Nous avons estimé la taille de linsert 3B5 a 550 pb, apres
amplification par PCR, suivie par électrophorése sur gel d’agarose 2%. Le produit de PCR ayant
la taille attendue a été Ilimité avec [Iendonuclease EcoRI, électroélué, extrait au
phénol/chloroforme et précipit¢ a I'éthanol. 1l a ensuite été ligaturé au vecteur pBluescript KS
coupé par EcoRl, et transféré a E. coli compétent JM109. Les clones recombinants ont été
sélectionnés, ensuite, TADN simple brin a été préparé et séquencé dans les deux orientations.
La séquence nucléotidique a été déterminée par la méthode de terminaison de chaine didésoxy-
nucléotidique en utilisant la Sequenase version 2.0 (Biochemical Corp, United States), les

amorces T3/T7 et le dATP marqué au 3°S.

L'analyse par ordinateur a révélé que IADNc 3B5 recouvrait les deux tiers de ARNmM
IF1lhumain, en partant de son extremite 3'. Ainsi, pour compléter la région codante en 5' de
ARNm IF1, nous avons utilisé linsert 3B5 en tant que sonde marquée au 32P pour cribler la
banque d'ADNc Agtll de cdlon humain. Ainsi, nous avons pu identifier plusieurs clones positifs
et deux d’entre eux ont été isolés et les colonies bactériennes correspondantes repiquees et
cultivées afin d’obtenir des mini-préparations d’ADNc de 5 ml Ensuite, nous avons extrait et
purifiéc 'ADNc, en utilisant des colonnes d’affinit¢ appropriés. L’ADNc isolé a été séquencé
par la méthode de Sanger afin d’obtenir la séquence compléte de ’TARNm IF1.
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Résultats et discussion Etat des lieux des CCR

I11.1. Etat des lieux épidémiologique et clinique des CCR

111.1.1. Avant-propos

Le cancer est une maladie décrite depuis I'antiquité qui fut longtemps incurable et le
mot garde encore de nos jours une charge symbolique puissante, évoquant des conséquences
particulierement sombres. Il n’existe pas un cancer, mais, une multitude de cancers pouvant se
développer a partir de presque tous les tissus, chacun, posséde ses propres caractéristiques. Il
s’agit d’une prolifération incontrlée de cellules normales se développant au sein de
Iorganisme. Cette transformation est la résultante d’une succession d’altérations génétiques
qui vont progressivement déréguler les systemes complexes, assurant ’homéostasie cellulaire.
De ce fait, un cancer est considéré comme une pathologie multigénique (Puyo et al., 2012). Il
représente un phénomeéne, tout a fait, particulier dans le domaine de la santé. Le nombre de
patients attemts de cancer continue d’augmenter de maniere constante. Dans le monde, on a
dénombré 14,1 millions de nouveaux cas durant 'année 2012 et 8,2 millions de déces déclarés.
70% de ces cas sont signalés dans les pays en développement. L’OMS prévoit que ces chiffres
pourraient doubler d’ici 2030. La mortalit¢ baisse de plus en plus, les progres scientifiques et
technologiques ont permis une meilleure prise en charge des patients, cependant, on constate
qu’aucun pays au monde n’a encore réussi a inflechir de maniére significative la courbe de

progression de cette maladie.

Le CCR est une maladie grave, fréquente et parmi les cancers les plus souvent
diagnostiqués dans les pays riches (Stintzing et al., 2014). 1l constitue le 3¢M¢ cancer le plus
fréquent chez 'homme et le second chez la femme dans le monde en 2008. En termes de
mortalité, il représente la 4¢™e cause de déces par cancer (Ferlay et al., 2010). Cependant, prés
de 60% des cas sont détectes dans les pays développés. Ainsi, en Europe, le CCR est le cancer
le plus fréquent et la 2¢Me cause de mortalité par cancer (Parkin et al., 2010). Une méta-analyse
incluant 59 études a estimé que le risque relatif de développer un CCR en cas d’antécédent
familial au premier degré est de 2,24. Ce risque passait a 3,97 si deux antécédents familiaux au
premier degre existaient (Butterworth et al., 2006). Seulement, 5% de ces cas correspondent a
une forme familiale cliniquement identifiée et associée a une mutation. Pour le reste, aucune
explication génétique n’a pu étre trouvee. C’est pourtant, la recherche et I'indentification de
genes ou groupes de genes responsables qui pourraient améliorer la surveillance, la prévention

et permettre un meilleur diagnostic et une prise en charge optimale.
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Les CCR représentent un probleme majeur de santé publique dans les pays développés
en raison de leur fréquence et leur gravité. Prés d’un 1.2 million de cas de cette pathologie sont
diagnostiqués, et prés d’un demi-million de personnes en meurent chaque année (Bogaert et
Prenen, 2014). En Algérie, les registres du cancer reconnus par les instances internationales,
confirment cette tendance : actuellement on comptabilise environ 45 000 nouveaux cas et 24
000 déces par an. Ce chiffie s’explique par le caractére particulicrement accéléeré de la transition
démographique et épidémiologique dans notre pays et d’un développement socio-économique
trés rapide traduisant une profonde mutation des modes de vie de nos concitoyens. Au-dela de
ces chiffies, le cancer représente surtout une charge particulierement lourde parce qu’il entraine
plus de souffrances et de drames que n’importe quelle autre maladie sur le plan personnel et
familial ; il est responsable aussi du plus grand nombre d’années de vies perdues. Enfin, sa
charge financiere particulierement élevée et en constante augmentation, risque de deséquilibrer
toute I'architecture financiere du systeme de santé. L’incidence du CCR en Algéric méme si
elle demeure faible par rapport aux pays occidentaux, a connu une ascension fulgurante ces
dernieres années. La premiére partie des résultats concerne I’Epidémiologie, la Biologie
pathologique et la clinique des CCR dans la Willaya de Jijel pendent la période 2012-14. Il
s'agit d’une étude observationnelle d'épidémiologie descriptive, transversale, rétrospective et

multicentrique dans laquelle plusieurs facteurs ont été analysés.

111.1.2. Profils épidémiologiques

Le cancer constitue la maladie incontestablement la plus redoutée et elle est assimilée a
un Véritable fléau moderne. Sa réputation de gravit¢ et d’évolution rapide, voire fatale,
déclenche a son annonce, un sentiment de panique chez le malade et un bouleversement de la
vie familiale. Lors de la conférence de 'OMS de 1978 a Alma Ata, seul le délégué de I'Inde
qui faisait partie des pays en développement avait soulevé le probléeme des MNT dont le cancer
et a exprimé sa crainte de voir leur progression rapide dans ces pays a I'mstar de ce qui se
passait déja dans les pays industrialisés. Cette prémonition s’est effectivement réalisee. En effet,
en 1970, seulement, 15% des cancers ont été enregistrés dans les pays en développement, alors
que les estimations en 2012 prévoyaient une augmentation substantielle de 5 millions de
nouveaux cas par an d’ici 2025. Cette augmentation s’explique par la croissance
démographique et le vieillissement de la population mondiale. En 2012, 56,8% des cas et 64,9%
des déces ont été enregistrés dans les régions les moins développées et une tendance haussiere
trés importante serait de mise, d’ici 2025.
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En Algérie, dans le cadre de la planification sanitaire du pays en 1975, le cancer avait
été identifié comme le 17¢™¢ probléme de santé publique. C’est seulement au cours des années
2000 que les spécialistes ont pris conscience de I'ampleur du probleme. A titre d’indication,
lors des conférences régionales préparatoires des Assises Nationales de la Santé qui ont eu lieu
en 1998, une seule région sur les cing régions sanitaires du pays, la région Est, mentionnait le
cancer comme un probléeme de santé majeur. Or, il est important de signaler que ces dernieres
années, le taux d’incidence et de mortalité du cancer ont connu dans notre pays, une progression
particulierement rapide, voire inquiétante. Depuis plusieurs années, des programmes et
réalisations engageant d’énormes moyens humains et matériels. Ces efforts ont certes, génére
des résultats substantiels, mais apparemment insuffisants en terme d’efficience des parcours de
soins. Le constat établi a été que I'approche médicale restait centrée sur le curatif et qu’il
n’existait pas de réflexion stratégique sur lanalyse factuelle concernant le patient et son
environnement ainsi que sur la prévention. De plus, les grandes mutations et innovations
scientifiques, technologiques et économiques sont actuellement tellement rapides et profondes
qu’elles nécessitent une vigilance soutenue pour qu’a lavenir, et en cas de besoin, I’Algérie

puisse s’adapter rapidement.

Selon I'enquéte nationale réalisée par I'institut national de santé publique en 2013, les
formes de cancer les plus fréquentes chez 'homme sont ceux du poumon, du cOlon-rectum, de
la vessie, de la prostate et de I'estomac. lls constituent 52,5% de tous les cancers masculins. Le
cancer du poumon, & lui seul, représente environ 15% des cancers masculins. Ceci confirme et
consolide les tendances depuis 2001 avec la prédominance, chez '’homme, des cancers liés au
tabagisme (poumon, vessie), du cancer de la prostate qui connait une augmentation rapide
depuis le début des années 2000 et des cancers digestifs, notamment les CCR. L’¢lévation de
I'incidence du CCR se confirme, aujourd’hui, i est le 3¢™¢ cancer chez ’homme. Les formes de
cancer les plus fréquentes chez la femme sont celles du sein, du CCR, de la thyroide, du col de
I'utérus, et de I'ovaire. Ils constituent 68,2% de tous les cancers ffmmnins. Les cancers du sein
(40,45%) et du col de l'utérus (12,5%) qui totalisent, a eux deux, 52,95% de tous les cancers
féminins.

C’est dans ce contexte que nous avons tenté de faire I'état des lieux des CCR dans la
Willaya de Jijel. Les profils épidémiologiques des patients atteints de CCR résidants dans la
Wilaya de Jijel ont été ainsi déterminés, ce qui pourrait participer au développement de
stratégies pour améliorer leur prise en charge. Nous avons entrepris ce travail dans lequel, une

étude rétrospective et descriptive sur 62 cas de CCR a eté menée. Dans un premier temps, nous
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avons cherché a déterminer I'incidence des CCR dans la wilaya de Jijel. Ainsi, nous avons
colligé un total de 474 cas de cancers recensés au niveau du service d’oncologic de I’'HOpital
MSB de Jijel, ou les femmes représentaient 330 cas alors que 144 cas étaient des hommes. Dans
notre série, nous avons observé que les CCR se placaient en 2é™e position de I'ensemble des
cancers étudiés (13%), précédés par les cancers du sein (41%) et suivis par les cancers de
'appareil respiratoire (6%) (Fig. 21).

250
200
150
100
50
O_I__I_Il.._l F— mhl -IJ
N X ODL O DVOLOLANENODOLOLOLV SN CCVWOLOLOLCE LY S5 O X 0o
3] @ = [ =] _= .= _ == O -
-C,“C’Eg“‘go;tLuEﬁEESEgmLEEEJmQOS'nggE
& o e LE2ECocad=0229 o HWhBoTEoxy B e oc ©0O
oEe8gt ZE5220s5%EE 55388 >Egs5£e8s
= =TT c== Ir} 7]
SEE2RS 2583F S8 53 5-°C&8 “83FssEg
E220 § 82 25 &, 2 § = sPrF38acs
T O O =5 20 94§ = v Eow
= S < - 2>
Z £ o hZ=Zwm
7] 2— 8
Efemme ®homme

Fig. 21. Incidence des différents types de cancers en fonction du sexe. L’étude a concerné 62 cas de
CCR diagnostiqués a I’'Hopital MSB au cours de la période 2012-14.

Ces résultats different de ceux rapportés par de nombreux travaux qui ont démontré que
les CCR étaient les 3¢m¢ cancers les plus fréquemment diagnostiqués chez les hommes, aprées
les cancers du poumon et de la prostate, et les 2¢Me chez les femmes aprés le cancer du sein
(Zhang et al., 2015 ; Khurshid et al., 2014 ; INCa., 2012 ; Wang et al., 2012). Nous avons
constaté que I'incidence des CCR représentait 52% des cancers digestifs, suivie par le cancer
gastrique (16%). Ce Résultat est tout a fait concordant avec des études rapportées par EI Housse

et al. (2015), selon lesquelles les CCR occupaient la 1€ place des cancers digestifs.

Le risque des CCR augmente sensiblement a partir de 50 ans (Manceau et al., 2014), le
CCR est beaucoup plus fréquent et lincidence augmente exponentiellement avec lage (Binefa
et al., 2014). Nos résultats ont montré que I’age moyen pour tous les cancers était de 54 ans, cet
age était bas comparé a I'age médian des cancers dans les pays développés (62 ans). L’ascension
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de la courbe d’incidence s’amorgait tot (avant 40 ans), puis évoluait de maniére exponentielle
(Levin et al., 2008). D¢s I'age de 60 ans, I'incidence enregistrée en Algérie s’aligne Sur ceux
enregistrés dans les pays développés, particulierement ceux d’Europe du Sud. Ceci se varie
autant pour les hommes que pour les femmes. Selon le ‘Plan National Cancer 2015-2019’,
Pincidence brute des cancers en Algéric est en augmentation constante, depuis 10 ans, avec

pres de 128 nouveaux cas pour 100.000 hommes et 132 pour 100.000 femmes.

Dans un deuxieme temps, nous avons evalué la répartition des CCR en fonction du sexe
et de la tranche d’age. Nous avons constaté que les sujets masculins et féminins représentaient
53% et 47% des cas, respectivement (Fig. 22). Ces résultats étaient similaires aux données
obtenues par une étude épidémiologique menée sur les CCR a I'Ouest algérien, selon laquelle,
une predominance masculine a été constatée (54% chez les hommes et 46% chez les femmes)
(Meddah et al., 2009). Le pic de fréquence des CCR pour les deux sexes se situait entre 60-70
ans, alors que la moyenne d’age a été évaluée a 56,20 ans pour les deux sexes, et la relation
agelsexe n’était pas significative (p=0,45). Ces résultats sont soutenus par le travail de Sentissi
et al. (2010) sur une population marocaine qui rapportait un 4ge moyen de 54 ans pour les deux
sexes. Cependant, cet 4ge moyen est inférieur d’une dizaine d’années par rapport a celui des
populations vieillissantes des pays développés. Les patients agés de plus que 50 ont représenté
69% de I'ensemble des patients atteints de CCR, contre 31% des patients de moins de 50 ans.
De tels résultats sont similaires aux données publiées en 2012 par I'Institut National de Cancer
de France et qui renforcent I'idée selon laquelle I'age supérieur a 50 ans constitue un facteur de

risque majeur de développer un CCR.
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Fig. 22. Répartition des CCR en fonction du sexe et des tranches d’age. L’étude a concerné 62 casde
CCR diagnostiqués a I’'Hopital MSB au cours de la période 2012-14.
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Dans un troisieme temps, nous avons examiné la répartition des CCR en fonction
d’antécédents personnels et familiaux. Le Tableau 04 présente les principaux antécédents et
états précancéreux qui prédisposaient au développement des CCR. Concernant les antécédents
personnels et hormis la présence de 08 cas présentant des polypes adénomateux, nous avons
observé la présence de 4 cas présentant des maladies inflammatoires, 01 cas de cancer non
digestif ; les autres sujets ne présentaient pas d’états précancéreux. S’agissant des principaux
antécédents familiaux prédisposant aux CCR, nous avons noté la présence de 11 cas de cancer
digestif, 4 cas de cancer non digestif et aucun cas LS n’a été rencontré. De plus, 98% des cas
étaient de formes sporadiques, ces résultats sont en accord avec les données rapportées par
Bogaert et Prenenn (2014) qui stipulent que les CCR sont a 95% de forme sporadique et a 5%
de forme familiale. Les facteurs environnementaux sont associés aux cancers sporadiques et
responsables d'environ 83% des CCR (Witold et al., 2018). De nombreuses études ont fourni
des preuves crédibles sur le fait que les patients atteints de diabéte sucré ont un risque
significativement plus élevé de développer un CCR. La metformine a été recommandée comme
la premiére ligne de la thérapie orale pour le diabéte de type 2. Certains chercheurs ont indiqué
qu’elle pouvait réduire les adénomes colorectaux et le risque du cancer, d’autres ont rapporté
une absence de corrélation entre la metformine et le CCR (Witold et al., 2018 ; Jung et al., 2017
; Liu etal, 2017).

Tableau 04. Répartition des CCR en fonction des antécédents personnels et familiaux. L’étude a
concerné 62 cas de CCR diagnostiqués a ’'Hopital MSB au cours de la période 2012-14.

Antécedents Nombre de cas Pourcentage (%)
Personnels

Polypes adénomateux 08 12,90
Maladie inflammatoire 04 06,45
Cancer non digestif 01 01,61
Diabéte 10 16,13
Cholécystectomie 03 04,84
Acromégalie 00 00,00
Autre 24 38,71
Familiaux

Cancer digestif 11 17,74
Cancer non digestif 04 06,45
PAF 01 01,61
LS 00 00,00
Autre 08 12,90
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Grace au développement de I'épidémiologie descriptive, il est devenu possible de
comparer les données d'incidence entre de nombreux pays du monde. Il y a une grande disparité
géographique entre les pays industrialisés, caractérisés par le taux le plus élevé des CCR et les
pays en voie de développement dont I’Algérie qui est connue par un taux faible de ce type de
cancers (Aleksandrova et al., 2014 ; Esteban-Jurado et al, 2014). Cependant, cette faible
fréquence tendait a augmenter de maniere constante dans notre pays, en raison de
'occidentalisation brusque du mode de vie et des habitudes alimentaires des algériens. La
Figure 23 représente la répartition géographique des CCR dans la wilaya de Jijel. Nous avons
observé que la majorité des cas de CCR diagnostiqués (46,77%) était localisée dans le Chef-
lieu de la Wilaya, suivie par la région de Taher, une localité mitoyenne (17,47%). Ces
fréquences élevées pourraient étre expliquées, du moins en partie, par un meilleur acces aux
moyens de diagnostic des habitants de ces deux localités, la singularit¢ de leurs habitudes

alimentaires et de leur mode de vie.
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Fig. 23. Répartition géographique des CCR dans la Wilaya de Jijel. L’étude a concemé 62 casde CCR
diagnostiqués a I"'Hopital MSB au cours de la période 2012-14. Les incidences des CCR étaient : 46,77%
(Jijel) ; 17,47% (Taher) ; 6,45% (El-Milia) ; 3,23 (ElFAncer, Kaous) ; 1,61% (El-Ouana, Sidi-Abdelaziz,
Sidi-Marouf, Texana, EI-Kannar).
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111.1.3. Profils cliniques

10 a 20 % des cas de CCR ont été diagnostiqués par la découverte de métastases a
distance, en particulier au niveau du foie. Cependant, la majorité des cas a €té révélée par des
symptomes liés a la présence d’une tumeur du cOlon ou du rectum (Troubles du transtt,
saignements digestifs, douleurs abdominales...) (Adelstein et al., 2011). Suite a P'apparition de
ces symptomes, plusieurs examens ont été combinés pour établir le diagnostic précis. L’examen
clinique comporte des palpations abdominales a la recherche d’une masse tumorale, des
touchers pelviens qui sont, dans la plupart des cas, négatifs pour le cancer du cblon. L’examen
clinique doit rechercher des signes d’extension de la tumeur et comporte la palpation du foie et
des aires ganglionnaires périphériques, notamment. Tout d’abord, nous avons analysé la
répartition des CCR en fonction de sept signes cliniques révélateurs (Douleurs abdominales,
état général, rectorragie, syndromes rectaux, troubles du transit, anorexie et syndromes sub-
occlusifs). Les douleurs abdominales sont les symptomes révélateurs les plus fréquents qui
poussent généralement le malade a venir consulter le médecin. Nos résultats ont montré que
77,42% des patients ont présenté des douleurs abdominales. L’¢tat général a été altéré chez
25,81% des patients, nous avons remarqué, aussi, une perte de poids et d’appétit, un
abaissement de la tension artérielle, ainsi que d’autres signes. Le syndrome rectal a été observé
chez 19,35% des cas. L’hémorragie digestive sous forme de rectorragie, un signe révélateur
alarmant, a permis de révéler la présence de CCR dans 41,94% des cas. Nous avons obsernvé le
syndrome sub-occlusif chez 1,61% des cas et le trouble du transit chez 19,35% (Tableau 05).
Ces résultats sont concordants avec les travaux réalisés par Konaté et al. (2012), cependant, ils
contrastent avec ceux obtenus par Sentissi et al. (2010) qui ont démontré que la rectorragie était
le signe révélateur le plus fréquent (57%). Néanmoins, il est tres utile de constater que
I'ensemble de ces paramétres cliniques témoignaient de la présence d’un état avancé de la

maladie chez tous les cas.

Contrairement aux pays occidentaux dans lesquels la proportion des CCR diagnostiques
a la phase asymptomatique est estimée a 27%, c’est-a-dire a un stade précoce ou le pronostic
est meilleur, nous avons observé gue le diagnostic des CCR dans notre Willaya était a un stade
avancé, ceci est dii a I'absence de programme de dépistage précoce (Enquétes endoscopiques
et/ou génétiques) dans les familles des patients qui présentent un risque trés élevé de développer
des CCR. D’une fagcon générale, nous avons constaté une absence totale d’une politique
nationale de dépistage de masse des cancers dont les CCR, ce qui explique I'augmentation

constante des taux de morbidité et de mortalit¢ de ces pathologies. Nous avons remarque la
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présence d’autres signes cliniques physiques révélateurs de mouvais pronostic tels que
I’épanchement du liquide séreux dans la cavité péritonéale (I’ascite), et la présence de masse

palpable, d’adénopathies et d’hépatomégalies (Tableau 05).

Tableau 05. Répartition des CCR en fonction des signes cliniques. L’étude a concerné 62 cas de CCR
diagnostiqués a I’'Hopital MSB au cours de la période 2012-14.

Parametre Nombre de cas Pourcentage (%)
Signes révélateurs

Douleurs abdominales 48 7742
Rectorragie 26 41,94
Altération de 1’état général 16 2581
Syndrome rectal 12 19,35
Troubles du transite 12 19,35
Syndrome sub-ccolusif 01 01,61
Autre 11 17,74
Signes cliniques

Masse palpable 22 35,48
Ascite 17 2741
Adénopathie 12 19,35
Hépatomégalie 11 17,74
Anorexie 01 01,61

I11.1.4. Examens para-cliniques

Le déces par CCR est, essentiellement, lié @ I'absence de dépistage. L’amélioration des
procédures de diagnostic a contribué a réduire le nombre de cas des CCR (Su, 2019). Parmi les
méthodes actuelles de dépistage des CCR : la coloscopie qui permet la résection et la biopsie
des lésions, elle possede la plus haute sensibilit¢ pour les polypes cancéreux et précancereux
(Jacques et al., 2019). La sigmoidoscopie permet I’'examen endoscopique, tout en examinant le
rectum, le sigmoide distal du colon descendant, cet examen peut facilement étre appliqué en
clinique afin d’identifier les tumeurs rectales (Lord et Hall, 2019 ; Smith et al., 2015).

L’examen endoscopique a été pratiqué sur la totalite des patients et la coloscopie était
la plus utilisée (79,03%). Elle a été suivie par la recto-sigmoidoscopie (43,55%). Ces résultats
sont compatibles avec ceux rapportés par Sentissi et al. (2010), en effet, tous les patients ont
été soumis a la coloscopie. Cette derniére est un examen capable d’explorer la totalité¢ de la
partie colorectale et de fournir des biopsies, alors que la recto- sigmoidoscopie et la rectoscopie
sont spécifiques de la région recto-sigmoidienne, seulement. En outre, des examens

complémentaires (Scanner et un TDM thoraco-abdomino-pelvien,...) ont ¢été réalisés sur
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I'ensemble des patients afin de rechercher des signes pulmonaires et hépato-abdomino-
pelviens, Le nombre des Iésions peut aider a déterminer la forme des CCR, on parle de polype
sporadique (1 a quelques éléments) ou de polypose (10 a 100 éléments ou plus). La plupart des
polyposes sont héréditaires et associés a un risque élevé de cancer (Benamouzig et al., 2005).
Nous avons noté la présence de six cas (9,68%) ayant des lésions multiples réparties entre la
partie colique (2 cas), la partie recto sigmoidienne (1 cas) et le rectum (3 cas) et trois autres cas
(4,84%) présentant une lésion unique localisée dans la jonction recto-sigmoidienne(Tableau
06).

Tableau 06. Répartition des CCR en fonction des données para-cliniques. L’étude a concerné 62 cas
de CCR diagnostiqués a I'Hopital MSB de Jijel au cours de la période 2012-14. TDM-TAP : TDM
thoraco-abdomino pelvien.

Parametre Nombre de cas Pourcentage (%)
Examens endoscopiques

Coloscopie 49 79,03
Recto-sigmoidoscopie 27 43,55
Rectoscopie 15 24,19
Fibroscopie 04 06,45
Examens complémentaires

Scanner abdomino-pelvien 62 100,0
TDM-TAP 62 100,0
Scanner thoracique 61 98,39
IRM 09 1452
Nombre de Iésions

Néant 48 7742
Multiple 06 09,67
Unique 03 04,83
Indéterminé 05 08,06

Les examens endoscopiques permettent de déterminer les sieges colorectaux de la
tumeur, en effet, nous avons constaté que la jonction recto-sigmoidienne était le siege le plus
touché (40,32%), suivie par la localisation colique (35,48%) et le rectum (24,19%), ces résultats
sont concordantes avec les travaux de Darré et al. (2014). Aussi, nous avons remarqué que ces
chiffres sont compatibles avec ceux correspondants aux types d’examens endoscopiques. En
effet, nous avons trouvé que le nombre des patients ayant un CCR était égale au nombre des
patients qui ont subi une rectoscopie avec une différence statistique significative (p=0,05). Un
résultat similaire a également été obtenu lors de T'emploi de la recto-sigmoidoscopie pour
détecter le cancer recto-sigmoidien ou la différence statistique était hautement significative

(p=0,0005). Ces résultats confirment la specificit¢ de ces deux examens a la région recto-

73
These Doctorat Arbia ABBES



Résultats et discussion Etat des lieux des CCR

sigmoidienne. Par ailleurs, le nombre des coloscopies réalisées était largement supérieur au
nombre des cancers de colon, étant donné que la coloscopie n’est pas spécifique de la région
colique. Elle est capable d’explorer la totalité colorectale et de fournir des biopsies, ce qui
permet son utilisation comme I’examen endoscopique de référence pour le pronostic et le
diagnostic des CCR. Cependant, elle est inappropriée pour la détection des adénomes de moins
de 1 cm et qui nécessite d’autres examens tels que la chromo-endoscopie, une nouvelle
technique endoscopique faisant appel a des colorants de contraste (Gabbani et al., 2015).
Comme le montre le Tableau 07, nous avons remarqué aussi que les hommes étaient les plus
touchés par le cancer du cdlon (63,63%) et du rectum (73,33%), alors que les femmes étaient
les plus touchées par le cancer recto-sigmoidien (68%). La différence des sieges de la

localisation entre les femmes et les hommes était significative (p=0,003).

Tableau 07. Répartition des CCR en fonction du siege de la tumeur. L’étude a concerné 62 cas de
CCR (les deux sexes confondus) diagnostiqués a I'Hopital MSB de Jijel au cours de la période 2012-14.

Localisation Nombre de Femmes Nombre d’Hommes Total
Recto-sigmoidienne 17 08 25
Colon 08 14 22
Rectum 04 11 15
Total 29 33 62

111.1.5. Anatomopathologie et histologie

Cet examen permet de contribuer, également, & la prise en charge des patients, en
évaluant le pronostic et en définissant des criteres importants pour la prescription d’un éventuel
traitement complémentaire postopératoire, et préciser le type histologique de la tumeur avec
son grade de différenciation, et les éléments permettant de donner le pTN de la tumeur (CoPath,
2013). La répartition des CCR en fonction d’examens anatomopathologiques, est une étape
importante dans le protocole d’évaluation de I'extension de la maladie. Ainsi, les examens
anatomopathologiques ont été obtenus en analysant les biopsies des tissus tumoraux réséquées
lors de I'endoscopie. Les données de ces examens permettent de confirmer le diagnostic des
CCR et de révéler les caractéristiques spécifiques des tumeurs (Marzouk et Schofield, 2011).
L’examen endoscopique a permis de déterminer I"aspect macroscopigque des CCR (Tableau 08).
Ainsi, T'aspect majoritaire était I'aspect infiltrant (49 cas soit 79,03%) suivi par Iaspect

bourgeonnant (46 cas soit 74,19%), puis ulcérant (44 cas soit 70,97%), ces résultats contrastent
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avec les conclusions de Konaté et al. (2012) qui ont démontré que la forme dominante était la

forme ulcero-bourgeonnant (50%).

Les adénocarcinomes ont représenté la variété histologique prédominante (98% des
cas), ce qui est compatible avec les données rapportées par Konaté et al. (2012). Presque la
quasi-totalité des adénocarcinomes était de type lieberkihnien et la proportion restante (2%)
représentait des tumeurs de type sarcomes. Selon le degré de differenciation, 64,52% des
patients (40 cas) présentaient des adénocarcinomes bien différenciés, 8,06% des cas étaient
moyennement ou peu différenciés, 6,45% des cas étaient indifférenciés et 20,97% des cas
étaient indéterminés (Tableau 08), ces proportions sont proches des valeurs rapportées par
Darré et al. (2014). L’examen de I’architecture des adénocarcinomes a révélé que 11,29% des

cas étaient de forme tubuleux-papillaire comme le montre le tableau 08.

Tableau 08. Répartition des CCR en fonction des données anatomopathologiques. L’étudeaconcemé
62 cas de CCR diagnostiqués a I’'Hopital MSB de Jijel au cours de la période 2012-14.

Caractéristique Nombre de cas Pourcentage (%)
Aspects macroscopique
Infiltrant 49 79,03
Bourgeonnant 46 74,19
Ulcérant 44 70,97
Sténosant 19 30,65
Végétant 03 04,84
Architecture histologique
Indéterminé 44 70,97
Tubuleux papillaire 07 11,29
Tubuleux 04 06,45
Tubuleux villeux 04 06,45
Villeux 03 04,84
Degré de Différenciation
Différencié 40 64,52
Moyennement différencié 05 08,06
Indifférencié 04 06,45
Indéterminé 13 20,97
Selon la classification TNM des CCR, quatre stades ont été individualisés I, 1I, 11l et IV

(Fred, 2009). L’évaluation du grade histo-pronostique TNM a permis de noter que la population
étudiée (62 cas) présentait une prédominance du stade IA (15 cas soit de 24,19%) (Tableau
09). Selon Sobin et al. (1988), au cours de ce stade, les cellules tumorales commencent a envahir
la troisieme couche du tissu atteint, & savoir la musculeuse, sans présenter une métastase ni

ganglionnaire ni a distance. Le stade IIIB partage aussi la méme fréquence que celle de stade
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[1A, ce qui signifie, que les ganglions lymphatiques sont atteints par ces cellules envahissant la
sous séreuse. Les patients atteints de stade I, ou la tumeur était localisée dans le tissu intra-
mugueux, ont totalisé une fréquence de 6,45%, tandis que ceux du stade IV présentaient 3,23%
des cas. Ce dernier est le plus critique, il définit les CCR qui se sont étendus aux organes voisins
et qui ont pu métastaser. Aussi, nous avons remarqué que la fréquence de 6,45% des patients
atteints d’un état précoce des CCR était tres faible par rapport a I'ensemble des cas de stades
avancés (72,58%). Il est utile de rappeler que 20,97% des cas étaient indéterminés, ceci peut
étre expliqgué par labsence d’une politique nationale de dépistage précoce. Cependant, nous
avons noté une compatibilité entre nos résultats et ceux rapportés par une étude de cohorte

européenne menée par Romaguera et al. (2015).

Tableau 09. Répartition des CCR en fonction de la classification TNM. L’étude a concerné 62 cas de
CCR diagnostiqués a I’'Hopital MSB de Jijel au cours de la période 2012-14.

Classe Nombre de cas Pourcentage (%)
Stade | 04 06,45
Stade 1A 15 2419
Stade |I1B 01 01,61
Stade I11A 06 09,68
Stade I11B 15 24,19
Stade I11C 06 09,68
Stade IV 02 03,23
Indéterminé 13 20,97
Total 62 100,0

Les caracteéristiques histologiques des tissus appropriés chez les patients atteints de CCR
sont un moyen incontournable pour évaluer I’état d’avancement de la maladie. Afin de les
caractériser, nous avons mené une étude comparative des aspects histopathologiques chez deux
patients. Le 1°" patient etait de sexe masculin, &gé de 63 ans, atteint d’'un CCR sporadique stade

I1IA et présentait une métastase ganglionnaire (Fig. 24).
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Fig. 24. Analyse par microscopie optique d’un CCR, présentant une forme normale du géne KRAS.
Les tissus cancéreux et normaux d’un patient atteint d’un CCR dont le géene KRAS est non muté est
analysé par microscopie optique. Grossissement (4X10). A : tissu sain ; B+C : adénocarcinome
lieberkiihnien différenci¢, d’architecture tubulo-papillaire avec noyau de taille augmenté, le stroma
fibre-vasculaire et gréle par nécrose.

Le 2¢me patient était de sexe féminin, 4gé de 63 ans, atteint d’'un CCR stade IIIC,
présentant une mutation du géne KRAS et sans antécedent familial. La Figure 25 montre que

le 2éme patient était atteint d’un adénocarcinome lieberkiihnien bien différencié, les glandes
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étaient de taille variable et tapissées par un épithélium pluristratifie sous forme tubulo-
papillaire. Les noyaux étaient monstrueux, vésiculeux, de taille augmentée, caractérisés par la

présence d’une chromatine hétérogéne et d’un stroma fibro-vasculaire gréle et marqué des

zones de nécrose.

Fig. 25. Analyse par microscopie optique d’un CCR présentant une forme mutée du géne KRAS. Les
tissus cancéreux et normaux d’un patient atteint d’un CCR dont le géne KRAS est non muté est analyse
par microscopie optique. Grossissement (4X10). A : tissu sain ; C et D : adénocarcinome lieberkihnien
moyennement différencié, caractérisé¢ par des glandes de taille variable et la présence d’adénopathies

infiltrant de la sous muqueuse.
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Enfin, le bilan d’extension permet de détecter les différentes localisations secondaires.
Ainsi, nous avons observé la présence d’adénopathies (62,90%) et de métastases ganglionnaires
(50%) et hépatiques (30,65%) (Fig. 26). Ceci contraste avec les résultats d’une étude frangaise
réalisée par Manfredi etal. (2006) qui ont suggéré une proportion de 14,5%, seulement.

Carcinose peritoniele
Métastase pulmonaire
autre

Métastase hépatique

-
—
N—
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metastase ganglionaive |
—————————————

Adénopathie

Fréquence

Fig. 26. Répartition des CCR en fonction des extensions métastasiques. L’étude a concerné 62 casde
CCR diagnostiqués a ’'Hopital MSB de Jijel au cours de la période 2012-14

111.1.6. Bilans biologique et moléculaire

L’examen biologique consiste principalement a la mesure des marqueurs tumoraux
sanguins. Les marqueurs caractéristiques du CCR sont les antigenes ACE et CA 19-9.
Cependant, ils ne sont pas tres appropriés en raison de leur faible sensibilité et de l'absence de
spécificite, en particulier lorsque le CCR n’est pas métastasé (Song et Li, 2016). Nous avons
évalué les taux des marqueurs tumoraux et hépatiques ainsi que les taux des globules blancs et
rouges. Nous avons observé des taux élevés de I’ACE chez 45,16% des cas et des valeurs
importantes du CA19-9 chez 25,81% des cas. L’augmentation des taux de ces deux marqueurs
est un indicateur de I’état d’avancement des CCR (Strambu et al, 2014). La moitié des cas
présentaient des métastases hépatiques et ganglionnaires, caractérisées par une prédominance
colique de la localisation primaire, ce qui est tout a fait en accord avec les travaux de Vukobrat
et al. (2013). La corrélation entre la métastase hépatique et les enzymes du bilan hépatique a

été démontrée par I'existence d’une relation hautement significative (p=0,0001) entre les
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patients ayant un taux élevé de PAL (29,03%) et la métastase hépatique (30,64%). Ces résultats
sont compatibles avec I’étude menée par Saif et al. (2005). Par contre, la relation avec les
transaminases (ASAT et ALAT) n’a pas été significative (p=0,25). S’agissant du bilan
hématologique, nous avons noté la présence d’un taux faible des globules rouges chez 46,77%
des cas qui pourrait étre due a la présence d’hémorragies coliques ou rectales (p=0,4) (Tableau
10).

Tableau 10. Répartition des CCR en fonction des bilans biologiques. L’étude a concerné 62 cas de
CCR diagnostiqués a I’'Hopital MSB de Jijel au cours de la période 2012-14. Taux élevé : A ;taux
faible : V.

Parametre Nombre de cas Pourcentage (%)
Marqueurs tumoraux (A)

ACE 28 45,16
CA19-9 16 25,81
Bilans hépatiques (A)

ASAT 09 1452
ALAT 08 12,90
PAL 18 29,03
Bilans hématologiques (V) 0
Globules rouges 29 46,77
Globules blanc 03 04,84

Enfin, I'analyse moléculaire de 9 cas a révéle que 6 cas présentaient des mutations du
gene KRAS réparties entre I'exon 2 (5 cas) et 'exon 4 (1 cas), ces résultats sont conformes aux
travaux rapportés (Knickelbein et Zhang, 2015 ; Bando et al., 2013). Les trois cas restants
étaient des hommes qui ont présenté un gene KRAS non mute (Fig. 27). Ces données ont permis
de confirmer TI'existence d’une relation entre la mutation de I'exon 2 du géne KRAS et le sexe
comme il a été précédemment démontré par Li et al. (2015) chez les patients ayant un KRAS
muté, la tumeur était localisée dans la jonction recto-sigmoidienne chez quatre patients (Fig.
28A). Les CCR étaient dans des stades tardifs, selon la classification TNM ; nous avons noté
un seul cas avec le stade IIA, trois cas avec le stade I11B et deux cas avec le stade IIC (Fig.
28B). Nous avons observé également que plus de la moitié des patients ayant un KRAS muté
(4 cas/6) présentaient une métastase ganglionnaire et des adénopathies, alors que deux cas
avaient une métastase hépatique. Une autre étude a montré que la mutation du codon 12, et non
pas le codon 13, de I'exon 2 du géne KRAS est associée a la métastase ganglionnaire et aux
stades avancés des CCR (Li et al., 2015 ; Jing et al., 2014) et ceci est compatible avec nos

résultats.
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Fig. 27. Répartition des CCR en fonction de la présence des mutations du gene KRAS. L’étude a
concerné 09 cas de CCR diagnostiqués a I"'Hopital MSB de Jijel au cours de la période 2012-14. La
présence ou I’absence de la mutation du géne KRAS chez les deux sexes est mentionnée.
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Fig. 28. Répartition des CCR en fonction de la localisation et le stade de la maladie. L’étude a
concerné 62 cas de CCR diagnostiqués a ’'Hopital MSB de Jijel au cours de la période 2012-14. A :
patients présentant une mutation du géne KRAS en fonction du stade de la tumeur. B : patients
présentant une mutation du gene KRAS en fonction du siege de la tumeur.
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111.1.7. Profils thérapeutiques

La chirurgie représente le principal traitement des CCR. L’intervention consiste en
I'exérése du segment colique portant la tumeur, mais peut également concerner les ganglions
locaux potentiellement atteints par des micro-métastases (Daly-Schveitzer, 2011). S’il s’agit
d’un CCR, le chirurgien réalise I'ablation du rectum en préservant si possible le sphincter.
L’ablation du mésorectum, zone graisseuse située autour du rectum qui contient les vaisseaux
sanguins et lymphatiques et les nerfs du rectum, diminue le risque de rechute. Dans certains cas
une colostomie peut étre nécessaire (Lecomte et Caulet, 2013). La morbidité de radiothérapie
et Pabsence de comparaison aux chimiothérapies actuelles, laissent peu de place a la
radiothérapie dans le traitement adjuvant des cancers coliques. Pour le CCR, le but de la
radiothérapie adjuvante est de réduire le risque de récidive locale. La radiothérapie peut étre
délivrée en préopératoire ou en postopératoire (Pourel et al., 2014). La chimiothérapie
correspond a un traitement médicamenteux agissant de maniere non spécifique sur les
mécanismes de la division cellulaire, la survie cellulaire, I'angiogenése et I'mvasion. Elle peut
avoir lieu avant la chirurgie ce qui aura pour effet de réduire la masse tumorale (Thérapie néo-
adjuvante). Administrée aprés intervention chirurgicale, la thérapie adjuvante est employée

pour traiter les cancers les plus avancés (Daly-Schveitzer, 2011).

Le choix d'administration de la chimiothérapie adjuvante dépend évidemment de la
tolérance présumée de celle-ci. Elle est envisagée en fonction de I’age et les antécédents
personnels du patient (notamment cardiologiques). Cependant, I’dge seul ne doit pas étre un
facteur limitant (Lecomte et Caulet, 2013). Enfin, plusieurs études sont en cours sur lintérét de
la chimiothérapie neo-adjuvante pour les tumeurs coliques, localement avancees. Les résultats
préliminaires montrent quelle permet a un plus grand nombre de patients de bénéficier de la
chimiothérapie avec une meilleure tolérance. Depuis les années 90, la chimiothérapie
cytotoxique adjuvante pendant 6 Mois est formellement indiquée, aprés une exérése jugée
compléete des cancers du cblon au stade Il (Moertel et al., 1990). Aujourd'hui, une association
de 5-FU, de Toxaliplatine et de Iacide folinique (Type FOLFOX4) est commandée
(FOXTROT, 2012 ; André et al., 2006).

En revanche, [Iutilisation d’une chimiothérapie adjuvante ne fait pas I'objet d’un
consensus pour les stades Il de la classification TNM (Varghese, 2015). Elle pourra, alors, se
discuter pour les tumeurs au statut MSS, en présence des facteurs de mauvais pronostic (TNCD,
2016). Le bon pronostic des patients opérés d’un cancer du colon de stade 1l avec un phénotype

moléculaire MSI est un argument pour ne pas proposer une chimiothérapie adjuvante. Par
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ailleurs, les thérapies ciblées de type antiVEGF et antiEGFR n'ont pas d'indication en situation
adjuvante des tumeurs non meétastatiques (TNCD, 2016). Nous avons cherché a établir des
corrélations potentielles entre la répartiion des CCR avec les differents traitements
thérapeutiques utilisés en profit des patients. Nous avons constaté que 66,12% des patients ont
bénéficié d’une chirurgie curative (Fig. 29A). Le seul patient qui a bénéfici€ d’une chirurgie
palliative avait un antecédent familial de type PAF, il a subi une résection totale du colon pour
éviter le développement du cancer. Enfin, Sept patients ont fait I'objet d’une radiothérapie

comme moyen de guérison.
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Fig. 29. Répartition des CCR en fonction des thérapies employées. L’étude a concerné 62 casde CCR
diagnostiqués a 'Hopital MSB de Jijel pendant la période 2012-14. A : Répartition des CCR selon le
type de chirurgie. B : Répartition des CCR selon les agents chimiothérapeutiques employés.
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S’agissant de la chimiothérapie, les patients ont été soumis & la chimiothérapie adjuvante
(58,06%) et néo-adjuvante (19,35%). Le protocole le plus appliqué était XELOX+BEVA (Fig.
29B), c’est une association entre la chimiothérapie classique a base d’Oxaliplatine associée au
Capecitabine (XELOX) (Kawakami et al., 2015) et la thérapie ciblée (Bevacizumab).
L’addition des antimitotiques en fortes concentrations (5-fluorouracil, leucovorin, irinotecan et
oxaliplatine) a permis de diminuer la dissémination des cellules tumorales par voie portale et

péritonéale, et de diminuer les récidives (Srinivas etal., 2015 ; Eric et al., 2006).

Par ailleurs, le protocole XELOX+BEVA était également le plus appligué chez les
patients ayant le gene KRAS muté. L’efficacité du traitement par Cétuximab et Panitumab
varie, selon, la présence ou I'absence des mutations du gene KRAS. Plusieurs études ont montré
que ces médicaments n’agissaient qu’en absence des mutations de ce gene (Chang et al., 2014
; Heinemann et al, 2009). Ainsi, I'utilisation intense de Bevacizumab chez ces patients
présentant le gene KRAS muté a été employée. La chimiothérapie combinée au Bevacizumab
est plus efficace par rapport a la chimiothérapie seule, ce médicament de la thérapie ciblée, anti-
VEGF est utilisé pour le traitement des CCR métastatiques. C’est un anticorps monoclonal qui
cible le facteur de croissance endothélial vasculaire, 'une des principales protéines impliquées
dans I'angiogenése colorectale (Pino et Chung, 2011). Lors de sa liaison a ce facteur, il inhibe
I’association avec son récepteur membranaire, donc il est responsable de I'inhibition de toutes
les voies de signalisation intracellulaire impliquée dans la croissance et Iangiogenése
colorectale. Il améliore ¢également I'action des agents chimiothérapeutiques, en favorisant
I'acheminement de ces médicaments directement vers la tumeur. Il est généralement administré
en association avec d’autres médicaments, (5-FU, Oxaliplatine, Irinotécan et Capécitabine)
(Heinemann et al., 2009).

Les deux autres médicaments sont des anticorps monoclonaux chimériques : Cetuximab
(IGg1) et Panitumab (1gG2), ils appartiennent a la thérapie ciblée anti-EGFR (Feng et al., 2014).
Ces anticorps possédent la capacité d’agir, en ciblant les récepteurs du facteur de croissance
épidermique, exprimés dans 80% des CCR et impliqués dans le processus d’angiogenése
colorectale (Chiadini et al., 2015). Ces médicaments se lient sur le domaine extracellulaire de
ces facteurs et bloguent leur hétérodimérisation, ce qui inhibe la signalisation cellulaire et
provoque I'apoptose (Malik etal., 2015 ; Heinemann, 2009).

Dans les pays développés, les patients bénéficiaient d’une nouvelle approche
thérapeutique, consistant a stimuler le systeme immunitaire pour combattre les cellules
tumorales (immunothérapie). 1l existe deux types d’immunothérapie, la premiere est
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I'immunothérapie active spécifique qui utilise comme cible les antigénes associés a la tumeur,
elle consiste a injecter au patient des cellules tumorales irradiées associées a un agent
d’amplification de la réponse immunitaire spécifique (BCG : bacille de Calmette et Gueérin). La
deuxieme est I'immunothérapie passive non spécifique qui consiste a stimuler la défense
immunitaire non spécifique par perfusion d’anticorps monoclonal 17-1A (Panorext), dirigés
contre la glycoprotéine de surface épithéliale (CO 17-1A) exprimée dans 80% des

adénocarcinomes et des cancers sporadiques.

111.1.8. Conclusion

Notre étude rétrospective et descriptive a reposé sur une analyse des aspects
épidémiologique, clinique, par-aclinique et biologique de 62 patients atteints de CCR et qui
permettrait désormais de fournir des données fiables et pertinentes sur cette maladie dans la
Wilaya de Jijel. En dépit du fait que le nombre de patients étudiés était relativement limité, nos

résultats ont été souvent compatibles avec les données disponibles.

Nous avons démontré que les CCR occupaient la 2¢™¢ place par rapport a 'ensemble des
cancers et la 1¢¢ place parmi les cancers digestifs avec une prédominance de la localisation
colique. La tranche d’ages la plus touchée était 60-70 ans, avec une prédominance masculine
et un 4ge moyen précoce comparativement aux pays occidentaux dont les populations sont
vieillissantes. Ces résultats sont aussi concordants avec d’autres études algériennes et

maghrébines auxquelles nous avons pu accéder.

De plus, nous avons constaté que le plus grand nombre des patients résidaient au Chef-
lieu de la Willaya, suivi de la région de Taher. Cette observation différentielle s’expliquerait
par la sédentarité des populations concernées, I’enclavement de ces deux localités de la willaya,
ainsi, que par la singularit¢ du mode de vie et des habitudes alimentaires adoptés par les
habitants de ces deux localités. La grande majorité des CCR étaient diagnostiqués a des stades

avancés, stade Il et 11, voir métastasique.

Par ailleurs, nous avons observé que la forme histologique majeure était
I'adénocarcinome liberkihnien bien différencié et d’architecture tubuleux-papillaire. Sur le plan
clnique, les patients n'ont bénéficié d’une coloscopie qu’aprés Dapparition des signes
révélateurs de la présence de la tumeur, ce qui confirme I'absence d’un programme de dépistage
précoce. Le traitement de référence des CCR a été la chirurgie, elle permet d’éliminer la tumeur,
seulement, si cette pathologie est dépistée a des stades suffisamment précoces ou la tumeur est
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accessible a I'exérese. Si la tumeur est non opérable, en cas des métastases, la chimiothérapie
peut prendre place pour améliorer le traitement. Le 5-FU a été le médicament dominant dans
Parsenal de la chimiothérapie, il était employé, seul, ou combiné a d’autres drogues.
Malheureusement, cette approche thérapeutique n’est pas sélective et iefficace. Ce qui
nécessite le recours a I'immunothérapie qui utilisent des anticorps monoclonaux tels que le
Bevacizumab.
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111.2. Enquéte nutritionnelle sur les CCR

111.2.1. Avant-propos

L’Algérie a connu, a partir des années 90, une transition démographique profonde et
rapide qui a entrainé une modification structurelle du profil épidémiologique de sa population.
La mortalité générale est divisée par 4 en espace de 50 ans et la mortalité infanto-juvénile a subi
une baisse importante corrélée a une augmentation progressive de I'espérance de vie (25 ans en
50 ans). Ceci est responsable du vieillissement progressif de la population avec une part de plus
en plus importante des personnes agées de plus de 60 ans. Par ailleurs, la modification profonde
du mode de vie collectif et individuel (Tabagisme, stress, sédentarité, urbanisation..) et le
déséquilibre du régime alimentaire sont a I'origine de I'émergence des MNT dont le cancer fait
partie. Ces pathologies constituent, aujourd’hui, plus de 80% des causes de maladies, et ont en
commun un certain nombre de facteurs de risque, d’ou la nécessit¢ d’une politique commune
de prévention. L’augmentation de I'incidence de cette maladie qui est passée de 80 nouveaux
cas pour 100.000 habitants en 1990, a plus de 130 nouveaux cas pour 100.000 habitants en
2010.

Il est important de savoir que les facteurs environnementaux plus particulierement
I’alimentation, peuvent interagir avec le processus cancerogéne et en modifier I'évolution. Il en
est de méme pour les récidives des cancers traités. Il existe actuellement des arguments
rapportés par les études épidémiologiques et expérimentales qui soulignent I'importance de
I’aspect nutritionnel dans la prise en charge globale des patients. On peut présager la possibilité
d’une thérapeutique nutritionnelle adjuvante pour améliorer la survie des malades, car en
général, le suivi des conseils et adhésion aux traitements sont meilleurs dans cette population
que chez les sujets indemnes de cancer. Des études récentes ont rapporté I'influence de
I’alimentation, notamment, les apports en lipides, sur le pronostic des cancers. Le réle joué par
les facteurs nutritionnels comme facteurs de protection ou de risque des pathologies les plus
répandues est de micux en mieux compris, qu’il s’agisse des cancers ou autres pathologies.
Méme si la nutrition n’est pas le seul déterminant de ces pathologies, c’est un facteur sur lequel,
il est possible d’intervenir, collectivement et individuellement. La dénutrition est une
problématique fréquemment rencontrée en cancérologie. Les conséquences sur la survie, la
toxicité des chimiothérapies et la qualité de vie, nécessitent des traitements adaptés (Khan et
al, 2016). Le cancer est une maladie chronique multifactorielle. De nombreux facteurs
génétiques, hormonaux et environnementaux (Tabac, rayonnement solaire, expositions

professionnelles...) peuvent concourir au développement du cancer et agir a différentes phases
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de la cancérogenése. Parmi les facteurs environnementaux, I’alimentation joue un role essentiel
et fait partie des facteurs sur lesquels, il est possible d’agir pour accroitre la prévention primaire.
C’est dans ce contexte que nos travaux ont ét¢ entrepris, cette deuxiéme partie de ma thése a
concerné les profils nutritionnels des CCR. Les différents indicateurs du mode de vie de nos
patients ont été rapportés afin de mieux comprendre la progression des CCR, nous avons

cherché a explorer les associations possibles entre le mode de vie et les CCR.

111.2.2. Evaluation du mode de vie et risques de CCR

La transformation maligne des cellules de I'épithélium colorectal peut résulter d'une
exposition prolongée aux carcinogénes, ainsi l'exposition environnementale associée a une
prédisposition génétique peut étre a lorigine de la genése d’adénomes et donc de carcinomes.
L'alimentation est un facteur important directement lié au CCR. Plusieurs études ont disséqué
limpact d'une alimentation saine et équilibrée sur la santé. Trois facteurs nutritionnels sont
impliqués de fagcon convaincante dans la survenue de CCR (ANSES, 2011) : la consommation
d'alcool, l'obésité, et la consommation de viandes et de charcuteries. En revanche, lactivité
physique et la consommation de fruits et légumes sembleraient jouer un rble protecteur. Le
vieillissement de la population, le dépistage et les modifications du mode de vie (Sédentarité)
ont favoris¢ laugmentation de I'incidence a partir des années 80. L’incidence des CCR
augmente, plus rapidement, chez les hommes que chez les femmes, aprés I'age de 50 ans (INCa,
2012). Les produits de dégradation du tabac constituent un facteur de risque dans la survenue
du cancer du c6lon et des corrélations pertinentes entre le tabagisme et les CCR chez 'homme
ont été mises en évidence (Liang et al., 2009 ; Botteri al., 2008).

Des preuves convaincantes existent concernant la diminution du risque des CCR par la
pratique d’une activit¢é physique. Plusieurs études ont rapporté I'effet protecteur de Iactivité
physique et la réduction (40 a 50 %) du risque de CCR (Simons et al., 2013 ; Boyle, 2012).
L'activité physique totale et récréative réduit le risque du cancer du cblon, alors qu’aucun
avantage n’est retrouvé pour le cancer du rectum. L'exercice volontaire peut modifier la
composition du microbiote intestinal et augmenter la production d’acides gras a chaine courte
(Song et Chan, 2019 ; Queipo-Ortufio et al., 2013 ; Matsumoto et al., 2008). Cet effet bénéfique
semble étre lié a Paccélération du transit intestinal qui réduit I'exposition de la muqueuse
digestive aux cancérogenes d’origine alimentaire. De plus, lactivit¢ physique contribue de
maniere probable a diminuer le risque de prise de surpoids et de I'obésité qui sont des facteurs
de risque de CCR.
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Les données épidémiologiques sur le role de I'obésite comme facteur de risque de CCR
sont concordantes. D’aprés une méta-analyse et des études de cohortes, ’augmentation de
risque de CCR est estimé a 41% pour les individus présentant un IMC >30 kg/m?, par rapport
aux individus ayant un IMC <23 kg/m2. Cette association est également liée a la localisation du
cancer, elle est plus importante pour le cancer du cblon que pour le CCR (Ning et al.,, 2010 ;
Harris et al., 2009). La sédentarité constitue aussi un facteur de risque du CCR. La relation entre
surpoids, obésité et risque de cancer est jugée convaincante pour le CCR (AICR/WCREF, 2011).
Des études sur des immigrants Japonais aux Etats-Unis, des immigrants Juifs Asiatiques en
Israél et des immigrants d'Europe orientale en Australie ont mis en évidence I'effet possible des
facteurs de mode de vie sur I'incidence du CCR. En effet, ces immigrants acquéraient les mémes
taux de CCR que leur pays d’adoption (Taylor et al., 2014).

Dans le but d'évaluer l'effet de certains facteurs du mode de vie et de la fréquence de
consommation alimentaire sur lincidence du CCR et leur implication dans certaines
caractéristiques pathologiques, nous avons mené une étude cas-témoin. Parmi 108 patients, 34
ont été interrogés (34 cas cantre 34 témoins), le reste était inapte ou non disponible a répondre
a nos questions. Les 34 témoins sont des personnes saines appartenant a la population générale

de la wilaya de Jijel.

Au cours de notre enquéte, nous avons rencontré de nombreux obstacles notamment la
difficulté de contacter directement les patients et les témoins. Le Tableau 11 résume les
principales caracteristiques de la population étudiée. Aucune différence significative n'a éteé
enregistrée entre les deux groupes (Cas et témoins), en termes de sexe (p=0,2261), d'age
(p=0,1730), d'activité¢ physique (p=0,8177), de profession (p=0,7298) et de I’état matrimonial
(p=0,6014). Les antécédents familiaux avec un RC=5,2500 et une valeur p=0,0034 ont été
associés a lincidence du CCR. Il a été rapporté que jusqua 20% des personnes qui
développaient un CCR avaient d'autres membres de la famille, touchés par cette maladie. Les
raisons de laugmentation du risque ne sont pas claires, mais, elles sont probablement dues a
des geénes hérités, des facteurs environnementaux partagés ou une combinaison des deux
(Haggar et Boushey, 2009). Ainsi, la population ayant des antécédents familiaux du CCR doit
étre incluse dans les programmes de dépistage. Le faible niveau d'instruction et le faible revenu
du ménage apparaissaient aussi comme des facteurs de risque dans la population étudiée. Ces
deux variables sont peu associées, car des niveaux d’éducation élevés permettent souvent
d’atteindre des professions plus lucratives. Le revenu du ménage inférieur a 18 000 00 Da était

significativement lié a la maladie (RC=7,8386 ; p=0,0374), aprés ajustement en fonction de
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l'age, lactivité physique et le tabagisme. A vrai dire, un niveau d'éducation élevé était lié a une
réduction du nombre de cas de CCR (RC=0,0578 ; p=0,0075.

Tableau 11. Description de la population étudiée. L’étude a concerné 34 cas de CCR diagnostiqués a
I’Hopital MSB de Jijel et 34 témoins au cours de I'année 2016.

Critéres Cas Témoins p-value
Sexe 34 34

Male 19 20 0,2261
Femelle 15 14

Age groupe (ans)

<40 6 7 0,1730
40-60 13 13

>60 15 14

Tabagisme

Non-fumeur 20 26 0,0174
Ancien fumeur 11 7

Fumeur 3 1

Activité physique

Faible 4 4 0,8177
Moyenne 12 13

élevée 18 17

Niveau d’instruction

Analphabete 8 4

primaire 11 4 0,0075
Secondaire 2 9

Supérieur 2 11

Antécédents familiaux

Oui 19 6 0,0034
Non 15 28

Revenu mensuel

<18 000,00 DA) 19 9

18 000,00-50 000,00 Da 12 15 0,0374
50 000,00-100 000,00 Da 2 8

>100 000 Da 1 2

Activité professionnelle

Active ou employé 12 14

Sans 12 9 0,7298
Retraité 10 11

Situation matrimoniale

Marié 30 29

Célibataire 4 4 0,6014
\euf ou divorcé 0 1

Les familles a faible revenu du ménage sont souvent exposées a des facteurs de risque
environnementaux tels que la mauvaise qualit¢ d’eau et des aliments, la pollution, et le faible
acces aux soins médicaux. De méme, les niveaux d'éducation élevés offrent & la population
loccasion de se renseigner sur les maladies, leur étiologie, les facteurs de risque associés et
leurs symptomes, contribuent, ainsi, & réduire de maniere incidente cette charge de santé

publique. De plus, les personnes bien éduquées sont plus susceptibles d’accepter de procéder
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au diagnostic, et éventuellement, au traitement, de nombreuses maladies restent encore un sujet

tabou pour les sujets peu instruits.

Le tabagisme est également un facteur de risque de développer des CCR, car un effet
protecteur a été obtenu, en comparant les non-fumeurs aux anciens fumeurs (RC=0,0751 ;
p=0,0174), apres ajustement en fonction du niveau d'instruction, du revenu du ménage et de
I'histoire familiale. 1l est bien connu que le tabagisme est associé au risque plus élevé de
formation d'adénomes coliques et a I"augmentation de lincidence des CCR (Bishehsari et al.,
2014). La fumée de tabac comprend de nombreuses substances pro-cancérigenes telles que les
amines aromatiques, les nitrosamines, les amines hétérocycliques et les hydrocarbures
aromatiques polycycliques. Ces substances sont métabolisées par le biais des cytochromes
P450, pour des métabolites intermédiaires capables de former des adduits d’ADN et des
mutations génétiques supplémentaires (Durko et Malecka-Panas, 2014). Le tabagisme tend a
diminuer dans les pays développés, en raison des restrictions imposées aux producteurs et aux
fumeurs, mais, i continue d’augmenter dans notre pays, principalement, chez les adolescents
et les femmes. Ainsi, il représenterait une énorme charge dans la politique de santé publique au
cours des prochaines décennies, si des mesures palpables rapides ne sont pas mise en ceuvre.
Les personnes peu éduquées et a faible revenu doivent étre une cible privilégiee de programmes
de sensibilisation contre les dangers de la cigarette. Selon, les données bibliographiques, le
risque du CCR est accru chez les fumeurs et le taux de mortalité dans ce groupe est de 25% plus
élevé que chez les non-fumeurs (Witold et al, 2018). Le tabac contient des substances
cancérigenes qui sont censées créer des Iésions génétiques irréversibles a la muqueuse
colorectale, initiant la formation de polypes colorectaux. L’association entre le tabagisme et le
risque de polypes est prédominante, le risque de développer des polypes est au moins 2 a 3 fois

plus élevé chez les fumeurs (Oines etal., 2017 ; Botteri etal., 2008 ; Giovannucci, 2001).

Les facteurs de risque favorisant la survenue des cancers sont communs aux MNT. La
prévention des facteurs de risque des MNT est un axe majeur de la politique de santé de notre
pays. Elle s’appuie sur les résolutions de TOMS en la matiére et la déclaration politique de la
réunion de haut niveau des Nations Unies sur la prévention et la mafitrise des MNT, tenue en
septembre 2011. Elle s’est traduite par 'adoption d’un plan stratégique national de lutte mntégrée
contre les facteurs de risque des MNT 2014-2018 et la création récente par décret exécutif du
Comité National Multisectoriel de Prévention et de Lutte Intégrée contre les facteurs de risque
des MNT. Parmi ces facteurs de risque, on peut citer le tabac comme facteur qui peut étre
¢vitable, d’ou 'intérét d’agir de maniére conséquente pour réduire sa prévalence et préserver
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la santé des individus. La relation de cause a effet entre la consommation de tabac et la survenue
de cancers n’est plus a démontrer. En Algérie, le tabagisme est principalement responsable de :
70 % des cancers de la trachée, des bronches et du poumon ; 42% des cancers de la bouche et
de T'oropharynx ; 42 % des cancers de I'cesophage ; 28 % des cancers de la vessie ; 22% des

cancers du pancréas.

111.2.3. Corrélations entre fréquences de consommation et incidence des CCR

Les enquétes alimentaires sont des méthodes développées pour évaluer les apports
alimentaires d'un individu ou d'un groupe d'individus. L'évaluation des apports alimentaires est
utilisée dans I'épidémiologie et la pratique clinique. L'objectif principal de [l'épidémiologie
nutritionnelle est de mettre en relation les modes de consommation alimentaire et le risque de
développer certaines pathologies. Les enquétes permettent ainsi de cerner des nutriments, des
aliments ou des profils de consommation plus ou moins bénéfiques ou néfastes a la santé.
L'élaboration des apports nutritionnels conseillés pour la population, des doses toxiques
maximales tolérables ou encore des guides de recommandations pour [lalimentation repose
aussi sur les données des enquétes alimentaires realisées a grande échelle. En clinique,
I'évaluation des apports alimentaires fait, entre autre, partie de la prise en charge des maladies
«liées a la nutrition», mises en évidence par [épidémiologie nutritionnelle. Les facteurs
alimentaires sont considérés comme des facteurs importants dans l'apparition du CCR et les
différences entre ces facteurs semblent contribuer a la variation de lincidence du cancer entre
les pays (Chun et al., 2015).

Nous avons évalué le lien entre la fréquence de consommation de certains groupes
d'aliments (viande rouge, fruits et légumes, céréales, produits laitiers, volaille et poissons) et
lincidence du CCR dans la wilaya de Jijel. La Figure 30 montre la fréquence de consommation
de ces groupes d'aliments. Bien qu'il semble que la fréquence de consommation de viande rouge
soit plus élevée dans le groupe des patients, nous n'avons pas trouvé de lien significatif entre
lincidence du CCR et la fréquence de consommation de viande rouge (RC=1,0050 ; p=0,8003).
L’étude a aussi été exécutée, apres ajustement incluant le groupe d'age et le niveau de revenu
du ménage, cependant, cette association non significative est restée inchangée (RC=1,0392 ;
p=0,1210).
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Fig. 30. Répartition de consommation des différents groupes d’aliments. L’ étude a concemé 34casde
CCR diagnostiqués a I’'Hopital MSB de Jijel et 34 témoins au cours de 'année 2016.

Nous avons constaté qu'il n'y avait pas d'association significative entre la consommation
de viande rouge et l'incidence du CCR. Ce résultat n’est pas conforme aux résultats obtenus par
de nombreuses études, selon les quelles, la consommation de viande rouge était un facteur de
risque. La consommation de viande rouge 2 a 3 fois et plus par mois constitue un facteur de
risque qui augmentait les chances de développer des CCR (Iswarya et al., 2016). Les gros
consommateurs de viande totale, de viande rouge et de viande transformée présentent des
risques élevés a développer des CCR (Stefani et al., 2016 ; Chun et al., 2015). De plus, la
consommation de viande rouge fraiche était associée aux risques modérément accrus de CCR
(English et al., 2004), mais qu'elle était peu associée au risque du cancer du cblon dans une
méta-analyse mise a jour et développé, ont observé des sommaires d’associations pour la viande
rouge et le CCR qui étaient nulles ou juste au-dessus de la valeur nulle dans pratiqguement tous
les modéles (Alexander et al., 2015).

De nombreuses hypotheses mécanistiques ont été avancées pour tenter d’expliquer ce
lien entre viandes rouges, charcuteries et CCR, mis en évidence par I'épidémiologie. Le
mécanisme exact reste inconnu, mais plusieurs composés des viandes rouges et des charcuteries
sont potentiellement pro-cancérigénes : les graisses, les protéines, le fer héminique, les
composes N-nitrosés, et les mutagenes formés pendant la cuisson des viandes tels que les
amines hétérocycliques ou les hydrocarbures aromatiques polycycliques (Gay et al,

2012).Cette différence dans nos résultats pourrait s’expliquer par 'absence de certains facteurs
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importants, principalement la quantité de viande rouge consommée et le mode de cuisson. Joshi
et Lee. (2014) ont argumenté qu'en ignorant les méthodes de cuisson et qu’aucune association
statistiguement significative avec le CCR n'était observée pour les viandes rouges non
transformées et le total de la viande rouge transformée. Cependant, une association positive
avec le CCR a été observee pour le steak de beeuf a la poéle (P <0,001) et les cotes levées ou

les cotes levées grillées au four.

Nous avons observé une consommation plus fréquente des fruits et légumes chez les
témoins. Cette différence ne peut pas étre appréciée statistiguement comme toute différence
significative (RC=0,9978 ; p=0,1525). Ce résultat non significatif subsiste, apres ajustement
vis-a-vis de l'age, le sexe, l'activité physique, le revenu du ménage et le tabagisme (RC=0,9971
; p=0,1228). Les fruits et les légumes sont riches en fibres alimentaires, bien qu’il y a d’autres
sources importantes telles que les céréales non raffinées, on pourrait s’attendre a ce que si les
fibres alimentaires réduisent le risque du CCR, une réduction du risque serait alors associée a
des apports élevés de fruits et légumes (Key, 2011). Une alimentation riche en fruits et légumes
est associée a une diminution du risque de CCR avec un niveau de preuve probable
(AICRWCRF, 2011). Nos résultats ont démontré une petite association inverse,
statistiguement non significative, entre la fréquence de consommation de fruits et légumes, et
I'incidence du CCR. Cette observation était en accord avec les conclusions d’une étude de
cohorte prospective qui ont rapporté peu de preuves de I’association entre la consommation de
fruits légumes et le CCR. De plus, la consommation de fruits et légumes n'était pas fortement
associée au risque du cancer du cdlon, mais, pouvait étre associée a un risque plus faible de
cancer du cdlon distal (Koushik et al., 2007). L'association entre la consommation de fruits et
legumes, et le risque de CCR n'est pas concluante (Tayyem et al., 2014). La consommation de
fruits était inversement associée au risque du CCR, alors que la consommation des légumes
n’était pas significativement liée au risque (Vogtmann et al., 2013). Une étude EPIC (European
Prospective Investigation into Cancer and Nutrition) suggere qu'une consommation élevée de
fruits et légumes est associée a un risque réduit du CCR, en particulier, du cancer du cdlon et
cet effet peut dépendre du statut du tabagisme (Van Duijnhoven et al, 2009). Nomura et al.
(2008) ont presenté la consommation de fruits et légumes comme étant inversement liée au
risque de CCR chez les hommes, mais, pas chez les femmes. L'association semble plus forte
pour le cancer du cdlon que pour le CCR. Contrairement aux pays développés, la fréquence de
consommation de fruits et légumes dans notre société est influencée, principalement, par la

disponibilité du marché et le revenu des familles, plutdt que, par les préférences gustatives ou
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par des raisons idéologiques. Ainsi, ces facteurs doivent étre pris en compte lors de l'analyse
des effets de la consommation de fruits et legumes sur lincidence des maladies telles que le
CCR.

Par ailleurs, nous avons constaté que la consommation de produits laitiers n’avait pas
d’effet protecteur significatif (RC=0,9808 ; p=0,0580). L'effet protecteur est devenu significatif
lorsque nous avons ajusté la fréquence de consommation des produits laitiers a celle des groupes
de viande rouge, de fruits et légumes, de poisson et de céréales (OR=0,9808 ; p=0,0437).
Cependant, Park et al (2009) ont signalé une diminution du risque du CCR chez les personnes
consommant beaucoup de produits laitiers. Nous avons noté que la fréquence de consommation
des produits laitiers est plus importante chez les témoins, essentiellement, parmi ceux ayant
plus de soixante ans. En outre, nous avons constate une fréquence de consommation des
ceréales plus importante chez les témoins qui leur procure un effet protecteur significatif
(RC=0,9865 ; p=0,0100) (Fig. 30). Une méta-analyse a permis de démontrer une association
inverse entre le risque de développer des CCR et la consommation de fibres alimentaires, de
fibres de céréales et de grains entiers, elle suggérait qu’un apport élevé en fibres réduirait le
risque de CCR (Aune et al, 2011). Les aliments & base de grains entiers sont des sources
importantes de fibres alimentaires et peuvent réduire le risque du CCR en augmentant le volume
des selles, en diluant les substances cancérogenes fécales et en réduisant le temps de transtt,
réduisant ainsi le contact entre les substances cancérogéenes et la muqueuse du colorectal. De
plus, la fermentation bactérienne des fibres entraine la production d’acides gras a chaine courte,
qui peuvent avoir des effets protecteurs contre le CCR. De méme, les céréales sont la majeure
source alimentaire d’hydrocarbures aromatiques polycycliques et ne sont pas non plus associées
au risque de CCR. Beaucoup d’études épidémiologiques ont cherché si le risque associé aux
amines hétérocycligues ne serait pas modulé par certains polymorphismes. En effet, les
substances cancérogenes sont pour la plupart des xénobiotiques, c’est-a-dire des composeés ne

faisant pas partie des constituants naturels des organismes vivants (AICR/WCRF, 2011).

Aussi, nous avons constaté que la fréquence de consommation de volaille est plus élevée
dans le groupe des patients (Fig. 30). Toutefois, ce résultat n’est pas statistiquement significatif
(RC=1,0375 ; p=0,1255), méme, lorsque nous avions ajusté le RC, en fonction de I’dge, du sexe
et du revenu du ménage (RC=1,0402 ; p=0,1564). Il a été rapporté quil n'y avait pas
d'association entre les régimes alimentaires riches en volaille et le risque du CCR (Joshi et Lee,
2014). Plusieurs études de cohorte prospectives ont signalé des associations inverses entre la

consommation de volaille et le CCR, bien quun certain nombre d'autres aient signalé des
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associations positives (Miller et al., 2013). Comme pour la viande rouge, la quantité de volaille

consommee et la méthode de cuisson jouent un role dans ces disparités de résultats.

Concernant la fréquence de consommation de poissons (Fig. 30). Nous avons constaté
que les patients consommaient plus de poissons que les témoins, mais, ce résultat n’est pas tres
significatif sur le plan statistique (RC=1,026 ; p=0,1138). Aprés ajustement pour les co-
variables des autres groupes d'aliments, une association significative a été obtenue (RC=1,0665
; p=0,0392). Une étude cas-témoins sur une population chinoise du Guangdong (1189 cas et
1189 témoins), l'association entre la consommation des poissons et le risque du CCR a été
examinée. Les résultats ont montré qu'une consommation plus élevée de poissons frais, y
compris les poissons d'eau douce et de la mer était corrélée a un risque réduit du CCR (Xu et
al., 2015). La consommation de poissons semble avoir un effet protecteur, en effet, le risque de
cancer du cdlon dans cette étude passe de 1,86% chez les faibles consommateurs de poissons
(Moins de 14g/j) a 1,28% chez les gros consommateurs (Plus de 50g/)).

111.2.4. Corrélations entre fréequence de consommation et localisation des CCR

Le CCR était auparavant classe comme proximal (Caecum, cblon ascendant et cdlon
transverse) et distal (Cdlon descendant, cblon sigmoide, recto-sigmoide et rectum) (Gonzalez
et al, 2001). Le cancer du rectum est spécifiquement traité comme un type unique du CCR (Li
et Lai, 2009). Il existe de nombreuses différences entre les trois sous-sites, telles que les
differences embryologiques, morphologiques et biochimiques. De plus, les tumeurs du célon
proximal et distal different par leur nature génétique (Li et Lai, 2009). Les comparaisons entre
differentes classes de sites tumorales ont montré que les tumeurs proximales du colon ont
généralement des caractéristiques moléculaires différentes et une plus grande proportion de
MSI. De plus, elles sont plus susceptibles de présenter un phénotype de CIMP et des mutations
du géne KRAS que les tumeurs distales du c6lon et du rectum. Cependant, des scientifiques ont
suggeré que le cancer du cdlon droit (Proximal) est plus agressif que le cancer du cdlon gauche
(Distal) et que les patients atteints d'un cancer du célon proximal sont le plus souvent des

femmes.

Dans les cancers avancés, les tumeurs coliques proximales sont le plus souvent plates,
tandis que les tumeurs coliques distales sont de type polypoide (Hjartaker et al., 2013).
L’analyse de la distribution des sous-sites tumoraux, en fonction du sexe, nous a permis de

démontrer la prédominance des tumeurs du colon distal chez les hommes et des tumeurs du
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cblon proximal et du rectum chez les femmes (Fig. 31). Nos résultats étaient en accord avec les
données rapportés par Hansen et Jess (2012) et Gonzalez et al. (2001). lls ont suggéré que
laugmentation du risque de développer le cancer du cblon proximal chez les femmes
comparativement aux hommes. Par conséquent, le pronostic est mauvais chez les femmes
agées. Ainsi, la détection de facteurs associés a une telle hétérogénéité entre différents sous-
sites colorectaux revét une grande importance a propos du dépistage et les options

thérapeutiques.

Les facteurs environnementaux tels que le régime alimentaire et la consommation
d'alcool different également par leur role dans le développement des tumeurs dans les trois
segments, (Proximal, distal et rectum) (Li et Lai, 2009). Nous avons évalué cet effet, en
mesurant, la fréquence de consommation de certains groupes d'aliments entre les cas par rapport
au sous-site tumoral (Fig. 32). Nous avons constaté que les tumeurs du célon proximal étaient
liéces a une faible consommation de fruits, de légumes et de céréales avec une forte
consommation de produits laitiers. Inversement, les tumeurs du coOlon distal et du rectum
semblaient étre liees a la consommation de fruits, légumes et céréales. La consommation de

viande rouge semblait n'avoir aucun effet sur lapparition de sous-site tumoral.
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Fig.31. Fréquence des CCR selon les sous-sites tumoraux. L’étude a concerné 34 cas de CCR
diagnostiqués a ’'Hopital MSB de Jijel et 34 témoins au cours de I'année 2016. Les deux populations
(Cas, ttmoins) ont été réparties en fonction des trois sous-sites tumoraux (distal, proximal, rectum)
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La consommation de viande rouge transformée augmente significativement le risque du
cancer du coblon distal, mais, pas du cancer du colon proximal (Larsson et Wolk, 2006). Par
contre, une tumeur plus proximale s’est développée chez des consommateurs de viande rotie,
au moins, une fois par semaine (Welfare et al., 1997). Il est donc primordial de déterminer le
mode de cuisson et la quantitt de consommation pour atteindre des résultats pertinents sur le
risque exact inhérent a la consommation de viande rouge. Du point de vue mecanique, les taux
de composés N-nitrosés cancérogenes, sous-produits du métabolisme de la viande rouge,
semblent étre plus élevés dans les tissus du cblon distal et du rectum que dans ceux du cdlon
proximal (Hjartaker etal., 2013).
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Fig. 32. Fréquence de consommation d’aliments selon le siége de la tumeur. L.’étude a concerné 34
cas de CCR diagnostiqués a ’'Hopital MSB de Jijel et 34 témoins au cours de I’année 2016.

On présume que la consommation totale de fruits et légumes combinés est inversement
associée aux cancers du cblon et du rectum (Terry et al., 2001). Cette association est plus forte
pour les tumeurs coliques distales que pour les tumeurs coliques proximales (Voorrips et al.,
2000). Ces données peuvent étre expliquées par leffet de la fermentation des fibres qui se
produisent, principalement, dans le célon proximal, conduisant a la formation d'acides gras a
chaine courte tels que I'acide acétique. De plus, les fibres peuvent diluer la concentration de
cancérogenes dans le colon distal (Hjartaker et al., 2013). Ainsi, nos résultats devraient prendre
en compte d'autres facteurs environnementaux, tels que, [utilisation non rationnelle des

pesticides en agriculture qui peut accroftre le risque du CCR (Lo et al., 2010). Dans une étude
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portant sur des hommes suédois, le risque du cancer du c6lon distal est considérablement réduit
chez les personnes consommant au moins 1,5 verres de lait/j par rapport a celles consommant
moins de 2 verres/semaine (Larsson et al., 2005). Une autre étude suédoise chez les femmes sur
les produits laitiers riches en matiére grasse, rapporte une corrélation inverse significative entre

la consommation de lait entier et le risque du cancer du colon distal (p=0,03).

Une augmentation significative du risque du cancer du cblon proximal a été observée
chez les femmes consommant du lait entier (Plus d’une ration/j, par rapport au non
consommateurs) (Larsson et al., 2005). L'interprétation de nos résultats doit considérer
differentes caractéristiques particulieres de notre societé. Le polymorphisme génétique peut
expliquer les différences entre les résultats obtenus. De nombreuses études ont éte consacrées
aux effets modificateurs potentiels des variantes génétiques (polymorphisme nucléotidique),
sur la relation entre les facteurs alimentaires et le risque de CCR (Figueiredo et al., 2014). En
combinaison avec les facteurs alimentaires et génétiques, le polymorphisme génétique peut
influer sur le niveau d'absorption alimentaire, ce qui peut avoir un effet sur le risque de cancer
(Park et Kim, 2015). Aussi, il peut moduler le métabolisme des produits cancérogenes, par
exemple, les acétyleurs rapides pourraient activer plus facilement les hétérocycles aromatiques

a leurs formes cancérogenes ultimes, augmentant le risque des CCR (Budhathoki et al., 2016).

La qualitt nutritionnelle  des  difféerents groupes d'aliments peut différer
considérablement d’un pays a lautre, notamment, en raison du non-respect des normes de
cueillette, conservation, transformation des fruits et légumes, des céréales, du lait et des produits
carnés. L'utilisation d'additifs chimiques ajoute une autre dimension au probleme, car les
industries les utilisent de maniére anarchique. La pollution due a [utilisation excessive de
pesticides et [lactivité industrielle humaine pourrait étre un autre facteur impliqué dans les

disparités des résultats.

111.2.5. Conclusion

Le CCR est 'un des cancers les plus répandus dans le monde entier. Au cours des
dernieres décennies, son taux d'incidence en Algérie a augmenté de maniére graduelle et stable,
suite a la transition socio-économique que connait le pays. L’alimentation est le facteur exogene
le plus important a identifier dans I'étiologie du CCR. En adoptant un mode de vie sain, prées
de 70 % des CCR pourraient étre évités (Xu et al., 2015). Par ailleurs, il est primordial d'évaluer

leffet des différents groupes d'aliments et leur fréquence de consommation sur son incidence.
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Dans notre travail, nous avons étudié la corrélation, de certains facteurs socio-économiques,
fréquence de consommation de six groupes d’aliment et le CCR dans la wilaya de Jijel. Pour ce
faire, nous avons mené une étude cas-témoins chez 34 patients atteints de CCR pris en charge
a I'Hopital MSB. En les comparant avec les 34 témoins, les résultats ont révélé que le niveau
d'instruction élevé (RC=0,0578 ; p=0,0075), le faible revenu des ménages (RC=7,8386 ;
p=0,0374), le tabagisme (RC=0,0751 ; p=0,0174) et les antécédents familiaux (RC=5,2500 ;
p=0,0034) peuvent étre associés au risque de développer des CCR. L’effet protecteur de la
consommation de produits laitiers (RC=0,9808 ; p=0,0437) et des ceéréales (RC=0,9865 ;
p=0,0100) a été observé, alors que, la consommation de poisson semble étre corrélée
positivement avec le CCR (RC=1,0665 ; p=0,0392). En conclusion, outre le fait que nos
résultats ne montrent pas un impact majeur de lalimentation sur lincidence du CCR dans la
région, ce travail représente une introduction a l'étude de l'effet des facteurs environnementaux,
principalement, lalimentation, sur la survenue du CCR en Algérie. Les résultats obtenus
doivent étre complétés par d'autres études, prenant en compte, d'autres facteurs tels que la
pollution et la qualité nutritionnelle des aliments. Ces études apporteront des analyses

pertinentes pour la prévention.
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111.3. Expression de deux génes régulateurs de I’énergie cellulaire

111.3.1. Avant-propos

La cellule a développé des mécanismes qui lui permettent de réprimer ou d’activer
I'expression des genes selon les conditions environnementales (stress ou autre). Cette
régulation permet, entre autres, a I'organisme d’adapter son métabolisme a son environnement,
mais surtout, il permet 'expression différentielle du génome selon la spécialisation de la cellule
ou la période du développement cellulaire. Au cours de I'expression des génes, toutes les étapes,
en partant de la séquence d’ADN jusqu’au produit final, ARN ou protéine, sont régulées par
divers mécanismes. Ainsi, la transcription, puis la traduction, mais aussi les étapes de
maturation et les produits eux-mémes, sont soumis a des mécanismes de régulation permettant
de moduler, d’accroitre, ou de décroitre la quantit¢ d’ARN et de protéines synthétisées. La
disponibilité des facteurs de transcription influe sur le taux de transcription (Williams et al.,
2009). Le dernier niveau de régulation, la régulation post-traductionnelle, se réfere au contréle
de la quantité des protéines actives, par la régulation de I'expression du géne codant cette
protéine ou de sa stabilité. La protéine produite peut ainsi étre modifiée chimiquement. Ces
modifications peuvent jouer sur sa conformation spatiale et donc sur son activité.

La recherche de marqueurs du cancer ne se focalise, désormais, plus sur la seule
identification d’anomalies génétiques. La recherche d’altérations de la transcription de geénes
constitue une autre approche originale et complémentaire pour une recherche plus pertinente de
nouveaux marqueurs de prédisposition et de progression tumorale, et de facteurs pronostiques.
Ces recherches font appel a des stratégies systématiques basées sur des technologies fiables,
rapides et automatisées. Le criblage differentiel sur fitres HD de séquences partielles d’ADNc¢
«EST» fait partie de cette panoplie d’approches. Dans les années 80, la Biologie est entrée dans
I'ére de la génomique (Adams et al., 1991). Dans les années 90, est apparue une approche plus
réaliste orientée vers I’étude des régions codantes du génome appelées «transcriptome» (Adams
et al, 1991). Le transcriptome d’une cellule, c'est-a-dire I’ensemble des ARNm responsables
du phénotype cellulaire. Cette approche repose sur le séquencage partiel et systématique de
milliers de clones d’ADNc et sur I'étude de leur expression.

Deés le milieu des années 1980, Sydney Brenner est partisan du séquencage des ADNCc
pour obtenir des résultats plus imméediats (Karn et al., 1983). En effet, les séquences codantes
des génes représentent la grande majorit¢é de I'information contenue dans le génome humain et

seulement 3 % de ’ADN. La séquence des ADNc est donc un moyen d’accés aux informations,
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plus rapide que la séquence génomique. De plus, les ADNc sont la preuve irréfutable que les
genes identifies par la séquence du genome sont transcrits. Par contre, les informations relatives
aux contrbles et a la régulation des génes, contenues dans les séguences intergéniques et
introniques, échappent au séquencage d’ADNc. Les stratégies de séquencage du génome et des
ADNc sont donc complémentaires. La séquence des ADNc nécessite la fabrication d’une
banque d’ADNc a partir d’un tissu donné. Cette banque peut étre normalisée pour que les
ARNM minoritaires soient suffisamment représentés. Les ADNc, pris au hasard dans la bangue,

sont ensuite séquencés partiellement a leur extrémité 5’ ou 3°.

Dans les années 90, les technologies a haut débit se sont développées de fagon accélérée,
offrant au fil des années des capacités et des précisions croissantes pour mesurer la distribution
des transcrits dans les tissus et organismes vivants. Ces dispositifs de mesure du transcriptome
(Stoughton, 2005 ; Gandrillon et Houlgatte, 2004) visent & enregistrer le niveau d’expression
de milliers de genes dans differentes situations telles que différents tissus ou organes (Colon,
poumon,...), différents états (Sain, malade.) ou différents stades de développement. Les
niveaux d’expression mesurés pour chaque géne dans un certain nombre de Ssituations
constituent ce que I'on appelle classiquement le profil d’expression de ce géne pour un jeu de
situations donné. Des méthodes d’analyse standard permettent de regrouper par clustérisation
(clustering) hiérarchique les génes d’une méme expérience présentant des profils d’expression
similaires. La notion de profil d’expression peut ainsi par extension désigner I'ensemble des
genes qui partagent un méme profil. La caractérisation fonctionnelle de ces profils consiste
alors & analyser les annotations fonctionnelles des genes présents dans chacun d’eux dans le but
de comprendre pourquoi un ensemble de génes se comporte de fagon similaire pour un
ensemble de situations donné (Eden et al., 2009 ; Zeeberg et al., 2003). En effet, cette analyse
permet d’identifier et de caractériser, par exemple, des génes signatures pouvant servir de
marqueurs diagnostiques ou pronostiques pour différents stades de cancers (Bertucci et al,
2004).

Le criblage différentiel sur fitres HD est une méthode intéressante trés prometteuse ;
elle repose sur un concept simple et robuste (Fig. 33). En theorie, il est possible de cribler
simultanément un nombre illimité de génes. Le caractére semi-automatique de cette technique
permet une analyse rapide a grande échelle de populations de génes a condition de choisir des
criteres de sélection trés restrictifs. La diversit¢ des CCR explique I'’hétérogénéité des patrons
d’expression observés chez les patients. En effet, la séquence d’ADNc a deux objectifs :

identifier de nouveaux génes ou évaluer le niveau d’expression d’un géne. La séquence 5’
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donne accés aux régions codantes résultant d’une synthése incomplete des ADNc a partir
d’oligo(dT) par la transcriptase inverse. On peut utiliser ces sequences pour rechercher des
motifs consensus a partir des EST traduits en protéines et bien évidemment des homologies
existant entre les EST obtenus et les séquences d’autres espéces, car la région codante est la
mieux conservée au cours de I’évolution. Mais deux EST différents peuvent correspondre a la
méme séquence 5’ d’'un ARNm issu d’un seul géne, elle est donc nadaptée pour évaluer
’'abondance relative d’un messager dans une cellule. La séquence 3’ donne rarement acces a la

séquence codante (Okubo et al., 1992).
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Fig. 33. Principe du criblage Différentiel sur filtres HD. Les fleches indiquent les clones d’ADNCc,
préférentiellement exprimés dans le cancer colique. Les clones bleus et rouges représentent les ARNm
surexprimés et sous-exprimés dans le cancer colique, respectivement. X : tissus sain adjacent, Y : CCR.
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Le transcriptome représente I'ensemble des ARN, leurs formes épissées et leur niveau
d’expression dans une population cellulaire ou un tissu donné. Contrairement au génome, le
transcriptome est évolutif car il peut étre modulé par des facteurs internes ou externes. Le
transcriptome est donc un lien dynamique entre le génome d’un organisme et ses
caractéristiques physiques. Jusqu'en 1995, le transcriptome n’avait ét¢ défini pour aucun
organisme procaryote ou eucaryote, essentiellement pour des raisons techniques. Le
séquencage d’ADNc¢ a donné les premiers profils d’expression de génes mais de fagon trés peu
quantitative (Okubo et al, 1992). L’hybridation soustractive et le «differential display» ont
permis d’identifier des différences d’expression entre des populations de transcrits mais sans
apporter une analyse complete de [Iexpression tout en excluiant les transcrits faiblement
exprimés. Les macroarrays permettent de quantifier précisément I'expression mais pour un
nombre restreint de genes, et nécessitent l'utilisation de grande quantit¢ d’ARN (Green et al,
2001). Deux types de technologie permettent d’étudier le transcriptome : les technologies alliant
la découverte de transcrits a la quantification de leur expression (par exemple le SAGE pour
Serial Analysis of Gene Expression) et les technologies permettant la quantification de

I'expression (par exemple le microarray).

En pratique, I'interprétation des profils d’expression par les biologistes est guidée par
les hypothéses biologiques qui sont a lorigine de I'étude transcriptomique. C’est le cas en
particulier lorsque des relations existent entre les situations étudiées. Ces relations peuvent étre
temporelles lorsqu’il s’agit des différents points d’une cinétique ou physiologiques lorsqu’il
s’agit d’un méme type de tissu pris dans des conditions physiologiques differentes. Dans ce cas
ce sont les différences du niveau d’expression entre les situations prises deux a deux qui
intéressent le chercheur, et il sera intéressant, de regrouper ensemble, les génes qui présentent
les mémes variations entre deux situations indépendamment du niveau d’expression qu’ils
présentent chacun dans I'une et l'autre des situations. Cette constatation nous a conduit a
introduire ici la notion de définition a priori de profils d’expression différenticlle. Construits a
partir de paires de situations choisies par I'utilisateur, ces profils peuvent étre considerés comme
des combinaisons, pour chaque paire de situation, d’ensembles d’expression différentielle
destinés a regrouper les génes présentant les mémes variations (surexpression, Sous-expression
ou méme expression) entre deux situations. L’appartenance d’un géne a tel ou tel profil
commence donc par DPétude de son appartenance a tel ou tel ensemble d’expression
différentielle pour chaque paire de situation. Nous avons utilisé une modélisation floue (Torres

et Nieto, 2006) des variations d’expression entre deux situations afin de tenir compte du bruit
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inévitable des données et de donner la possibilité & un gene d’appartenir a plus d’un ensemble

d’expression différentielle, et donc ultérieurement a plus d’un profil.

111.3.2. Présélection de deux clones potentiellement surexprimés

Au cours de lanalyse systématique des ARNm exprimés dans le CCR humain, nous
avons isolé deux clones d’ADNc potentiellement surexprimés. En effet, il y a une quinzaine
d’années, lors de son séjour au Laboratoire ‘Stress Cellulaire’, INSERM UMR 1068, Centre de
Recherches en Cancérologie de Marseille (CRCM), Universit¢é d’Aix-Marseille (Marseille,
France), dirigé par le Dr Juan IOVANNA, le Professeur Hocine RECHRECHE a mis en
évidence une bonne dizaine de clones d’ADNc dont I'expression étant potentiellement altérée
au cours de la cancérogénese colorectale, en utilisant le criblage différentiel sur filtres & haute
densité. A I’époque, I'hybridation a été réalisée avec une sonde complexe obtenue a partir du
transcriptome d’un seul patient atteint de CCR. Ces résultats trés préliminaires ont ét¢ mise en
quarantaine et les filtres a haute densité, ainsi qu’une sélection de clones de banque d’ADNc
ont été conservés a -80°C. En 2015, au cours d’un séjour de courte durée au Laboratoire du Dr
lovanna, le Professeur Rechreche m’a proposé de prendre en charge une partie de ces clones
d’ADNc, afin d’analyser leur profils d’expression, notamment. Ainsi, nous avons separément
hybridé les filtres avec deux sondes complexes de deux nouveaux patients atteints de CCR. Nos
résultats ont permis de confirmer les données obtenues précédemment concernant deux clones
(3B5 et 9B8) codent deux génes régulateurs du metabolisme énergétique (Fig. 34). Il s’agissait
d’TF1 et la GAPDH, respectivement. Notre intérét pour ces deux génes a reposé principalement
sur leur réle crucial dans la régulation du métabolisme énergétique des cellules cancéreuses. En
particulier, 'expression de ces deux genes a été analysée par Northern blot dans des couples de
tissus cancéreux et normaux provenant de patients atteints de CCR, ainsi que par RT-PCR dans

des lignees cellulaires. De plus la séquence complete de ’ARNm codant IF1 a été obtenue.

La premiere modalité de régulation de 'ATPase repose sur I’activation de son inhibiteur
physiologique 1F1. L'expression de I'ATPase est régulée au niveau transcriptionnel ou post-
transcriptionnel, et sa stabilit¢ a la membrane fait intervenir les protéines impliquées dans
'assemblage du complexe ; mais des modalités plus fines permettent de réguler son activité en
« temps réel », de facon dynamique. Ces modalités impliquent notamment le gradient de Ca?*,
des modifications post-translationelles, ainsi qu’une interaction directe avec diffrents
partenaires protéiques (Long et al., 2015 ; Kagawa et al., 2004; Schwerzmann et Pedersen,
1986).
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Fig. 34. Autoradiogrammes obtenus par criblage différentiel sur filtres HD d’ADNc d’une tumeur
colique. Les fleches indiquent les clones d’ADNc surexprimés dans le cancer du colon. La couleur rouge
représente I’ ADNc d’IF1 (Clone 3B5), alors que la couleur bleue indique ' ADNc de la GAPDH (Clone
9B8).

Du fait de la forte implication du peptide IF1 dans lacquisition d'un métabolisme
énergétique de type Warburg et plus globalement dans la survie des cellules dans un nombre
important de cancers, il semble désormais primordial d’étudier son niveau d’expression.
Comme suggéré par une partic de mon travail de thése. La surexpression d’IF1 pourrait
également constituer un phénomeéne fortement associé a la carcinogénése colorectale. Le clone
3B5 code le géne IF1, ce petit peptide mitochondrial a été identifié et purifié pour la premiére
fois en 1963 suite aux recherches de Pullman et Monroy sur des mitochondries isolées de coeur
de beeuf (Pullman et Monroy, 1963). Ce géne a la particularite d'étre hautement conservé au
sein du domaine Eucaryote (Ichikawa et al., 1999 ; Yamada et al., 1997). Il est codé par le
génome nucléaire par le géne ATPIF1 porté par le chromosome 1 chez homme et le
chromosome 5 chez le rat. La protéine va ensuite subir des modifications post-traductionnelles
afin de générer lune des formes matures du peptide. L'activitt mitochondriale d’IF1 semble
étre régulée a la fois au niveau de la teneur en protéines et de lactivité (Sanchez-Arago et al.,
2013). En revanche, la déphosphorylation d’IF1 est impliquée dans la régulation positive de la
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glycolyse dans difféerents contextes cellulaires (Garcia-Bermudez et al., 2015). Des études plus
récentes ont confirmé que [lactivite inhibitrice d’IF1 sur TATPase implique les activites
synthétiques et hydrolytiques de IATP et dépend strictement de la déphosphorylation
d'un résidu sérine qui agit comme un interrupteur permettant la liaison de [inhibiteur a
lenzyme (Garcia-Bermudez et al., 2015).

Le deuxieme clone 9B8 codant pour le gene de la GAPDH, cette enzyme catalyse la
phosphorylation et I'oxydation du GA3P pour donner le 1,3-biphosphoglycérate. L’entrée
massive de glucose dans la cellule cancéreuse active la GAPDH (Vila et al., 2000).
L’expression de cette enzyme est associée a la croissance cellulaire, au développement et a
agressivité des tumeurs. L’étude de Guo et al a montré que I'expression de cette enzyme a été
augmentée dans de nombreux cancers (Poumon, sein, prostate...) (Guo et al, 2013). Ceci est
en lien avec la glycolyse accrue de ces cancers (Lincet et Icard, 2015). La GAPDH est un
homotétramére contenant quatre sous-unités identiques de 37 kDa. Localisé sur le chromosome
12, le gene GAPDH humain transcrit un seul ARNm, produisant par conséquent une Sous-unité
comprenant une chaine polypeptidique de 335 acides aminés (Nicholls et al., 2012). La GAPDH
est régulée au niveau transcriptionnel et sa diversité fonctionnelle est largement affectée par les

modifications post-traductionnelles d’acides aminés spécifiques (Colell et al., 2009).

Les cellules cancéreuses se caractérisent par leurs processus de prolifération, de
croissance et de survie anormalement performant. Au sein des cellules tumorales de multiples
mécanismes moléculaires convergent donc pour modifier le métabolisme de base afin de
répondre aux 3 besoins fondamentaux de la division cellulaire : la génération rapide d’ATP,
I'augmentation de la biosynthése de macromolécules, et le mamntien d’un statut redox viable.
(Cairns et al, 2011). C’est dans cette optique que leffcet Warburg, ou glycolyse aérobie
(AEROGLY), se met en place. L’activit¢ glycolytique des cellules cancéreuses, et plus
généralement des cellules a prolifération rapide, est relativement particuliere au niveau
enzymatique. Loin de privilegier le rendement bioénergétique, elle semble plutét favoriser la
promotion de la biosynthése avec un statut redox viable. Il est donc nécessaire d’appuyer la
dualité métabolique des cellules cancéreuses : AEROGLY et OXPHOS peuvent se « relayer »
en fonction des conditions environnementales de la cellule (Xie et al., 2014). Il devient alors
possible de supposer que la part d’AEROGLY et d’OXPHOS dans I'apport bioénergétique
aurait tendance a s’ajuster en fonction des conditions locales et des caractéristiques de la cellule
tumorale elle-méme. A Tappui de cette hypothése, de nombreuses études ont montré une

activitt AEROGLY et OXPHOS augmentée, concomitante et symbiotique (Kamarajugadda et
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al., 2012). Néanmoins, il est utile de préciser qu’il reste du travail a faire dans I’observation de
Iorigme compartimentale des difffrents métabolites. Le développement d'un cancer est un
processus complexe, multifactoriel et séquentiel. Ainsi, [lacquisition de caractéristiques
physiologiques particuliéres, en réponse a de nombreuses modifications de son statut génétique,
va discriminer les cellules cancéreuses des cellules saines, leur conférant un avantage sélectif

certain. Malgré la tres grande hétérogénéité au sein des cancers (Hanahan et Weinberg, 2000).

I11.3.3. Clonage de la séquence complete de P’ADNc codant IF1

Le clone 3B5 a été identifie par le criblage différentiel HD comme étant potentiellerment
surexprimé¢ dans les CCR. Il présentait une similarit¢ significative avec PARNm IF1 de rat et
de bovin. Pour obtenir sa séquence compléte chez 'homme, 'ADNc 3B5 a été utilisé comme
sonde marquée au 32P pour cloner l'extrémité 5 ‘en criblant la banque d’ADNc Agtl1 du colon
humain. Aprés hybridation, un clone "pAgtl 1-1F1" de 300 pb a été détecté et sa séquence a été
déterminée dans les deux directions. La séquence nucléotidigue complete de TARNm d'IF1
humain a été obtenue par assemblage des deux séquences des clones pAgtll-IF1 et pT7T3D-
3B5par chevauchement. Comme illustré dans la Figure 35, la séquence d’ADNc IF1 a une
longueur de 318 nucléotides et code pour un cadre de lecture ouvert unique de 106 acides
aminés. Il commence par un codon d’initiation de la traduction unique (ATG) a la position
nucléotidique 5-7 qui code pour la méthionine et termine par un stop unique (TAA) a la position
nucléotidique 327-329. La région codante de la protéine comprenait la séquence de la protéine
mature de 81 acides aminés (Gly26-Asp106) qui est précédé par une région de 25 acides amines
codant pour un peptide signal d'importation potentiel (Metl-Phe25). IF1 mitochondrial est un
petit peptide basique (Walker, 1994) dont la masse moléculaire va de 7,5 kDa chez la levure a
12,5 kDa chez le rat (Cintron et Pedersen, 1979). Il a d'abord été isolé a partir de tissus
cardiaques de bovins (Pullman et Monroy, 1963) et a depuis été isolé de mitochondries de
diverses especes eucaryotes, y compris des mammiferes (Norling et al., 1990 ; Rouslin et
Pullman., 1987).
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agcaATG GCA GTG ACG GCG TTG GCG GCG CGG ACG TGG CTT GGC GTG TGG 49
Met Ala Val Thr Ala Leu Ala Ala Arg Thr Trp Leu Gly Val Trp
GGC GTG AGG ACC ATG CAA GCC CGA GGC TTC GGC TCG GAT CAG TCC GAG 97
Gly Val Arg Thr Met Gln Ala Arg Gly Phe Gly Ser Asp Gln Ser Glu
AAT GTC GAC CGG GGC GCG GGC TCC ATC CGG GAA GCC GGT GGG GCC TTC 145
Asn Val Asp Arg Gly Ala Gly Ser Ile Arg Glu Ala Gly Gly Ala Phe
GGA AAG AGA GAG CAG GCT GAA GAG GAA CGA TAT TTC CGA GCA CAG AGT 193
Gly Lys Arg Glu Gln Ala Glu Glu Glu Arg Tyr Phe Arg Ala Gln Ser
AGA GAA CAA CTG GCA GCT TTG AAA AAA CAC CAT GAA GAA GAA ATC GTT 241
Arg Glu Gln Leu Ala Ala Leu Lys Lys His His Glu Glu Glu Ile Val
CAT CAT AAG AAG GAG ATT GAG CGT CTG CAG AAA GAA ATT GAG CGC CAT 289
His His Lys Lys Glu Ile Glu Arg Leu Gln Lys Glu Ile Glu Arg His
AAG CAG AAG ATC AAA ATG CTA AAA CAT GAT GAT TAA gtgcacaccgtgtgc 337
Lys Gln Lys Ile Lys Met Leu Lys His Asp Asp stop
catagaatggcacatgtcattgcccacttctgtgtagacatggttctggtttaactaatattt 401

gtctgtgtgctactactagattataataaattgtcatcagtgaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa 465

Fig. 35. Séquence compléte de ’ARNm d’I'F1 et sa séquence prédite en acides aminés. La séquence
nucléotidique (de 5’ a 3”) est présentée par des lettres capitales (Couleur noire), alors que la séquence
en acides aminés est indiquée par des abréviations a trois lettres (Couleur bleue). Les codons ATG et
TAA (couleur rouge) correspondent le codon d’initiation de la traduction et le codon stop. La séquence
aataaa (couleur verte) représente le signal de la polyadénylation. Le cadre de lecture permet de prédire
une protéine de 106 acides aminés.

On distingue ainsi trois isoformes distinctes de la protéine IF1 obtenues par épissage
alternatif. L'isoforme 1 (Q9UII2- 1) est la plus longue, et est constituée de 106 acides aminés
pour un poids moléculaire de 12,249 kDa ; elle est considérée comme la forme canonique du
peptide IF1. C'est également la forme préférentiellement exprimée dans de nombreux tissus,
notamment chez 'homme (Sanchez-Cernizo et al., 2010). Les isoformes 2 (Q9UII2-2) et 3
(Q9UII2-3) sont composees respectivement de 71 et 60 acides aminés pour des poids
moléculaires de 7,912 et 6,592 kDa.

La demi-vie du peptide IF1 est tres courte et a été estimée a environ 100 min dans la
lignée HCT116 dérivée de carcinome de cOlon humain (Sanchez-Arago et al., 2013). La partie
N-terminale allant du ler au 25eme acide aminé constitue la séquence d'adressage du peptide
vers la matrice mitochondriale. Cette partie est clivée une fois le processus d'import est terming.

Chez I'homme, on distingue différents pools d'IF1 au sein des mitochondries selon que la forme
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primaire ait été clivée, aprés, le 24, 25, ou 26°™¢ acide aminé. La partie N-terminale pourrait
interagir avec la sous-unité y située au centre du domaine F1 de IATPase (Bason et al., 2014 ;
Gledhill et al., 2007). La partie intermédiaire constitue la région inhibitrice du peptide. C'est
également la région impliquée dans loligomérisation du peptide. La partie C-terminale est
quant a elle impliquée dans la dimérisation du peptide, lui permettant d'associer simultanément
a deux domaines IF1 (Cabezon et al., 2000). L'analyse de la protéine putative codee par TARNmM
IF1 humain a fourni une conservation principalement de la séquence d'acides aminés de la
protéine IF1 a travers les mammiferes (Fig. 36). Soixante-cing des 106 acides amines étant

identiques chez 'homme, le rat et le bovin.

1 53
Human MAVTALAARTWLGVWGVRTMQARGFGSDQSENVDRGAGSIREAGGAFGKREQA
Rat MAGSALAVRARLGVWGMRVLQTRGFGSDSSESMDSGAGSIREAGGAFGKREKA
Bovine MAATALAARTRQAVWSVWAMQGRGFGSESGDNVRSSAGAVRDAGGAFGKREQA
* * *kk ok * * * kkkkk * % * kkkkkkkkk *
54 106
Human EEERYFRAQSREQLAALKKHHEEEIVHHKKEIERLQKEIERHKQKIKMLKHDD
Rat EEDRYFREKTREQLAALKKHHEDEIDHHSKEIERLQKQIERHKKKIKYLKNSE
Bovine EEERYFRARAKEQLAALKKHHENEISHHAKEIERLQKEIERHKQOSIKKLKQSE
*k kkkk khkkkkhkhkkhkhkkhk *k *k dhhkkkkkkkx *hkkkk *k Kk

Fig. 36. Comparaison des séquences en acides aminés d’IF1 chez trois espéces de mammiféres.es
séquences en acides aminés d’IF1, obtenues par traduction de leurs ADNc chez trois espéces de
mammiferes (Homme, rat et bovin) ont été alignées. La couleur noire marquée par une étoile : identité
entre les trois espéces (Homme, rat et bovin) ; la couleur bleu : identité entre les deux especes (Homme
et rat) ; La couleur verte : identité entre deux especes (Homme et bovin). Cette molécule est
particulierement intéressante, car, elle participe au métabolisme énergétique (Garcia-Bermidez
et al., 2015 ; Di Pancrazio et al., 2004 ; Capuano et al., 1997) et a été surexprimée lors de la
cancerogenese colorectale humaine

L’inhibiteur intrinseque de I'ATPase est considéré comme le facteur régulateur le plus
prometteur de I’ATPase mitochondriale, une enzyme multisubunite (Sanchez-Cernizo et al,
2010 ; Kanazawa et Futai, 1982), qui catalyse a la fois la synthese et I'hydrolyse de I'ATP,
méme avec un potentiel membranaire élevé (Garcia-Bermldez et al., 2015 ; Di Pancrazio et al.,
2004 ; Schwerzmann et Pedersen, 1986).
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Cette enzyme multi-sousunitaire impliquée dans la derniere étape de la phosphorylation
oxydative couplée au transport de protons lié a la chaine respiratoire. IF1 mitochondrial ne
participe pas a la synthése de IATP par ’ATPase, mais inhibe son activité d'hydrolyse de IATP
lorsque le potentiel membranaire est perdu. Le facteur inhibiteur forme un complexe régulateur
avec deux facteurs stabilisateurs, les protéines 9K et 15K, qui facilitent la liaison de l'inhibiteur

a lenzyme et stabilisent le complexe inactivé.

111.3.4. Surexpression de PARNm codant IF1 dans les CCR

Pour évaluer la régulation positive de TARNmM IF1 dans la cancérogenese colorectale
humaine, nous avons examiné son expression par Northern blot dans des échantillons appariés
de tissus colorectaux normaux et cancéreux adjacents. L’hybridation par Northern blot est la
méthode la plus utilisée pour quantifier les niveaux d’expression de 'ARNm et la plus sure
pour valider son expression differentielle (Wahl et Berger, 1987). Comme montré dans la
Figure 37, TARNm IF1 était significativement régulé positivement dans 6/6 cas de CCR par
rapport aux tissus normaux correspondants. La quantification densitométriqgue des signaux
d’hybridation a montré que laugmentation de I'expression de 'ARNm d’IF1 est variable d’un
patient a lautre (Fig. 38). La surexpression semble dépendre de I'état d’avancement de la
maladie, cependant, le nombre restreint de patients analysés ne permet pas encore de deégager
un jugement définitif. Aussi, et afin d'obtenir plus d'informations sur les profils d'expression
d’IF1, nous avons recherche leurs transcrits dans cing lignées cellulaires deérivees
d'adénocarcinomes du célon (LS174T, PF11, TC7, SW480 et HT29). Cependant, nous n’avons

pas pu détecter des signaux d’expression avec I'ensemble des lignées cellulaires étudices.

L’altération de Pexpression de 'ARNm IF1 peut étre un phénomeéne prédominant
associé aux CCR, méme, lorsqu'il n'y a pas de corrélation évidente entre les taux de l'expression
de TARNm IF1 et les criteres clinicopathologiques (Données non présentées). Pourtant, nos
résultats sont bien corrélés avec les données existantes liées a l'expression d’IF1 au cours de la
cancérogenese. Il a été rapporte que dans les mitochondries d'hépatomes de Zajdela, les
composants de la chaine respiratoire sont fortement enrichis, alors que la teneur en ATPase
n'est pas augmentée par rapport aux mitochondries du foie normal (Nelson, 1987) et possede
les mémes enzymes électrophorétiques et les propriétés immunologiques, comme lenzyme
provenant du foie de rat (Kuzela etal., 1978).
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Fig. 37. Analyse par Northen blot de I’expression du géne codant IF1 dans les CCR. L’ ARN total a
été extrait & partir des tumeurs du c6lon (T) et de leurs tissus normaux adjacents (N), provenant de 6
patients atteints de CCR (1 a 6). 20 ug de chaque échantillon ont été séparés par électrophorése sur gel
d’agarose/formaldéhyde 1%, transférés sur membranes et hybridés avec la sonde d’ADNc-3B5 marquée
au 32P. L’intégrité des ARN sur les filtres a été vérifiée par examen des quantités relatives des ARNr
28S et 18S, en utilisant la coloration par le bleu de méthyléne (données non présenté). La qualité des
signaux de I'hybridation a été confirmée par hybridation avec les ADNc 28S et 18S comme sondes

Patientl Patient 2 Patient 3 Patient4 Patient 5 Patient 6
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Fig. 38. Quantification des résultats d’analyse de I’expression d’IF1 par Northern blot. Les résultats
d’expression d’IF1 obtenus par Northen blot ont été quantifiés en utilisant le logiciel Image J. L’analyse
a concerné 6 patients atteints de CCR. T : tumeurs du c6lon, N : tissus sains adjacents
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De plus, la détermination immunochimique de la quantit¢ d'inhibiteur naturel de
IATPase a révele que les mitochondries tumorales contiennent 2 a 3 fois plus d'IF1 que les
mitochondries témoins, méme lorsque [lactivité hydrolytique de T'ATPase eétait diminuée
(Luciakova et Kuzela, 1984). Ainsi, nos résultats suggerent que la surexpression d’IF1 est une
dérégulation transcriptionnelle et pourrait étre une caractéristijue commune associée au
développement du cancer. En outre, Singer et al. (1995) ont montré une perte significative de
taux d'ATP dans des cellules de carcinome mammaire humain. Sur cette base, nous avons emis
Ihypothese, selon laquelle, I'inhibition de Thydrolyse de IATP par régulation positive d’IF1
dans la cancérogenese colorectale pourrait étre un mécanisme d'adaptation utilisé par les
cellules épithéliales cancéreuses pour compenser la perte d'ATP générée par laccélération de
la consommation d'énergie. Dés 1997, le role de la protéine IF1 dans la mise en place de l'effet
Warburg a été suggéré (Capuano et al, 1997). La forte expression d'IF1 dans les cellules
cancéreuses a été par la suite confirmée dans les lignées HepG2 et JHH-6 (Domenis et al.,
2011). IF1 apparait donc étre une molécule clé au sein des mitochondries, permettant
l'adaptation des cellules au stress ainsi que la survie des cellules cancéreuses (Yadav et Chandra,
2014).

Dans ce contexte, l'équipe de José Manuel Cuezva avait corrélé laugmentation de la
membrane mitochondriale a sa hyperpolarisation dans plusieurs modéles cellulaires (NRK,
Hepa 1-6 et HepG2). lls ont pu associer cette hyperpolarisation de la membrane mitochondriale
a un ralentissement de la machinerie oxydative mitochondriale au profit du métabolisme
glycolytique. Cette reprogrammation métabolique favorisant la survie et la prolifération de ces

lignées (Sanchez Cenizo, 2014 ; Formentini et al., 2012 ; Sanchez-Cenizo et al., 2010).

Une découverte qui a été récemment confirmée et étendue a d'autres carcinomes (Wei
etal, 2015 ; Yinet al., 2015 ; Song et al., 2014). 11 s’agit de la surexpression d’IF1qui entraine
une réduction de la synthese de IATP mitochondriale et de la régulation positive simultanée de
la glycolyse a la fois dans les cellules cancéreuses (Sanchez-Arago et al., 2013 ; Sanchez-
Cenizo et al., 2010 ; Sanchez-Arago et al.,, 2010), dans les neurones in vivo (Formentini et al.,
2014) et dans les hépatocytes (Santacatterina et al., 2016) . De maniere cohérente, I'inactivation
d’IF1 déclenche le phénotype métabolique opposé, régule négativement la glycolyse et
augmente 'OXPHOS (Sanchez-Cenizo et al, 2010 ; Sanchez-Arago et al., 2010). Une
observation tres remarquable, et en accord avec sa fonction dans la reprogrammation
métabolique, la protéine IF1 accumulée dans les carcinomes du célon, du sein et du poumon se

113
These Doctorat Arbia ABBES


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0005272816300238?via%3Dihub#bb0675
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/hepatocyte
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/reprogramming

Résultats et discussion Expression IF1 et GAPDH

trouve a son état déphosphorylé actif (Garcia-Bermudez et al.,, 2015). Des découvertes récentes
ont indiqué, qu'un niveau élevé d'expression d’IF1 dans la tumeur est un mauvais prédicteur de
la survie et de la récurrence de la maladie chez les patients atteints du cancer du foie, de
la vessie, de l'estomac et du gliome (Wei et al., 2015 ; Wu et al., 2015 ; Yin et al., 2015 ; Song
et al,, 2014).

Une augmentation des taux de protéines IF1 et du ratio d'expression IF1 : ATPase a été
observée a des grades tumoraux plus élevés, cette augmentation caractérise les tissus hautement
métaboliques tels que le cerveau et le tubule rénal proximal (Sanchez-Arago et al., 2013 ;
Campanella et al., 2008). Dans le cancer gastriqgue (Yin et al., 2015), similairement dans le
cancer du cblon (Sanchez-Arago et al, 2010), le r6le oncogénique d’IF1 implique une
prolifération améliorée et un phénotype resistant a la mort cellulaire moderée par la
signalisation par les ROS a la voie canoniqgue NF«kB (Sanchez-Arago et al., 2013 ; Sanchez-
Arago et al., 2010). Cependant, il faut souligner que la carcinogenese affecte differemment
I'expression d’IF1 d'une maniére spécifique au tissu (Sanchez-Arago et al., 2013). De plus, la
surexpression d’IF1 dans les carcinomes n'est pas toujours corrélée avec un mauvais pronostic
du patient. En fait, la surexpression d’IF1 dans les carcinomes du sein et du cblon prédit un

meilleur pronostic du patient (Sanchez-Arago et al., 2013).

Une équipe italienne a obtenu des résultats différents de ceux publiés jusqu’alors,
permettant de jeter un nouveau regard sur les fonctions biologiques d’IF1 dans la lignée
humaine d’ostéosacrome humaine 134B. Les auteurs ont ainsi corrélé Iaugmentation du
peptide inhibiteur a une augmentation du rendement de IPOXPHOS et de la respiration
cellulaire. La présence d’IF1 serait alors déterminante pour maintenir un niveau suffisant de
dimére d’ATPase et la fonctionnalit¢ du PTP, méme si des analyses ont révélé des degrés de
dimérisation similaire dans les cellules déficientes en IF1. Selon ces auteurs, de tels effets
seraient liés a la capacit¢é d’IF1 a promouvoir la formation des crétes mitochondriales (Barbot
et al., 2015).

L’analyse du niveau d’expression d’IF1 dans des cohortes de patients souffrant de
différents types de cancers ciblant le c6lon, les poumons, les seins ou encore les ovaires, a établi
que plus de 90% des biopsies étudiées présentaient une forte quantité du peptide inhibiteur ;
comparativement, I'expression d’IF1 dans les tissus contrOles restait négligeable. Il a cependant
été observe que les tissus présentant une forte expression d'IF1 dans les conditions basales
comme l'endométre, les reins ou encore l'estomac, ne voyaient pas leur niveau d'expression
d'IF1 modulé dans leur tissus cancéreux (Sanchez-Arago et al., 2013). Cette étude a également
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permis d'établir que le coeur et le foie sont les tissus présentant la plus forte expression d'TF1
dans les conditions physiologiques, mais le comparatif avec un tissu cancéreux n'a pas été
effectué pour ces organes. Les auteurs n'‘ont ainsi retenu que les tissus pulmonaires, mammaires
et ovariens pour mener leur étude mécanistique. Malgré cela, ces chercheurs ont pu confirmer
in vitro les données, et corréler la surexpression d'lIF1 avec un flux glycolytique accrue, un plus
haut niveau de ROS générées a la mitochondrie, ainsi gqu'une résistance significative a
lapoptose. Les auteurs suggéerent que IF1 pourrait constituer un excellent marqueur de
prédiction de cancer et de risque de rechute. En effet, pour les cancers du sein et du cdlon, une
faible expression d'IF1 va d’une part avec un mauvais pronostic de survie ainsi qu'un risque
plus élevé de récidive (Sanchez-Aragd et al., 2013). Une étude de cohorte similaire sur des
patients atteints de cancers de l'estomac, quant a elle, a démontré gqu'un haut niveau d'expression
d'IF1 pour ce type de cancers était associé a une prolifération accrue des cellules cancéreuses,
ainsi qu'a leur capacité migratoire et invasive (Yin et al., 2015). Il ressort donc de cette étude
qu'une forte expression d'IF1 dans des tumeurs est plutét un facteur de mauvais pronostic, et
son extinction aussi bien in vitro quin vivo semble fortement affecter le développement
tumoral. IF1 pourrait donc constituer un excellent marqueur clinique, et représenter une cible
thérapeutique pertinente dans le cas du cancer de l'estomac (Yin et al., 2015). Enfin, au niveau
hépatique, une équipe chinoise s'est également intéressée a l'expression d'IF1 dans une cohorte
de patients atteints de Carcinome hépatocellulaire. 1ls ont pu identifier que l'expression d'IF1
était directement corrélée au degré d'avancement de la pathologie. Comme pour les cancers de
l'estomac, les patients présentant un tissu tumoral riche en IF1, présentait une espérance de vie
moindre ainsi qu'un risque de rechute plus important. Une inhibition spécifique de la protéine
IF1, in vivo chez lanimal, a montré des résultats significatifs en termes de réduction de
l'agressivité des Carcinomes hépatocellulaire, et ce, en limitant l'angiogenése tumorale, ainsi

que le potentiel de migration de la tumeur.

Ces résultats soulignent donc lintérét d'etudier le niveau d'expression d’IF1 chez les
patients souffrant de ce type de cancer, comme facteur de mauvais pronostic ; ils suggérent
également que IF1 pourrait constituer une cible thérapeutique judicieuse chez ces patients (Song
et al, 2014). Par ailleurs, de nombreuses études suggérent que IF1 active plusieurs voies de
signalisation, elle induit une résistance a la mort cellulaire et confere ainsi un phénotype
migratoire dans le cancer métastatique (Yin et al., 2015 ; Song et al., 2014 ; Faccenda et al.,
2013b ; Formentini et al., 2012). Enfin, une augmentation des taux de protéines IF1 et du ratio

d'expression IF1/ATPase a été observée a des grades tumoraux plus élevés, cette augmentation
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caractérise les tissus hautement métaboliques tels que le cerveau et le tubule rénal proximal
(Sanchez-Arago et al., 2013 ; Campanella et al., 2008).

111.3.5. Surexpression de ’ARNm codant la GAPDH

Les cellules tumorales sont caractérisées par une régulation positive de ’AEROGLY
avec une production élevée de lactate générant ainsi un microenvironnement extracellulaire
hypoxique acide qui donne un avantage de croissance sélective a ces cellules malignes et facilite
par la suite [linvasion en détruisant les cellules normales adjacentes, ce qui provoque la
dégradation de la matrice extracellulaire par des métalloprotéases et la promotion
d’angiogenése (Gatenby et Gillies, 2004). En situation d’hypoxie, les produits glycolytiques
tels que le lactate et le pyruvate peuvent stimuler I'accumulation du facteur 1 hypoxiainductible
(HIF-10) dans les tumeurs solides, ce qui conduit & une régulation positive des génes de survie,
des facteurs angiogéniques et des enzymes glycolytiques, notamment la GAPDH (Graven et
al., 2003 ; Dang et Semenza, 1999).

Par ailleurs, nos résultats ont montré une surexpression inattendue de ARNm de la
GAPDH qui a été confirmée par analyse Northern blot. Les niveaux d'’ARNm ont augmenté
dans 100% (4/4) des CCR (Fig. 39) et la quantification densitométriqgue des signaux
d’hybridation a montré que le rapport «cancer/tissu normabs était sensiblement variable d’un
patient a lautre (Fig. 40). Ceci est en accord avec les résultats de travaux antérieurs dans
lesquels le niveau de transcription (Faure-Vigny et al, 1996) et lactivité enzymatique de la
GAPDH étaient augmentés dans les tumeurs rénales. Récemment dans I’étude menée par
Tarrado-Castellarnau et al. (2017), I'expression de la GAPDH dans le CCR a ét¢ étudiée. Une
forte expression pendant les premiers stades a été remarquée. Ces résultats suggerent que la
GAPDH joue un réle important dans la tumorigenese colorectale et pourrait étre utilisée comme
biomarqueur de détection précoce. Le suivi des niveaux d’expression de la GAPDH dans la
population a haut risque peut conduire a un diagnostic précoce et meilleur. L'étude de
I'expression des protéines lices a la GAPDH peuvent également contribuer a la connaissance

des mécanismes de I'apparition de la tumeur sous-jacente et a la conception de nouvelles
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stratégies et thérapies anti-oncogéniques personnalisées et plus efficaces (Tarrado-Castellarnau
et al, 2017).

ARNm GAPDH —»| .-.-.--

ARNr 28S —>

Fig. 39. Analyse par Northen blot de | ’expression du géne codant la GAPDH dans les CCR. L’ARN
total a été extrait a partir des tumeurs du célon (T) et de leurs tissus normaux adjacents (N), provenant
de 4 patients atteints de CCR (1 a 4). 20 mg de chaque échantillon ont été séparés par électrophorése sur
gel d’agarose/formaldéhyde 1%, transférés sur membranes et hybridés avec la sonde d’ADNc-9B8
marquée au 3°P. L intégrité des ARN sur les filtres a été vérifiée par examen des quantités relatives des
ARNTr 28S et 18S, en utilisant la coloration par le bleu de méthyleéne (données non présenté). La qualité
des signaux de I’hybridation a été confirmée par hybridation avec ’ADNc 28S comme sonde.
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Fig. 40. Quantification des résultats d’analyse de I’expression de la GAPDH par Northern blot. Les
résultats d’expression de la GAPDH obtenus par Northen blot ont été quantifies en utilisant le logiciel
Image J. L’analyse a concerné 4 patients atteints de CCR. T : tumeurs du c6lon, N : tissus sains adjacents.
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L’AEROGLY avec la production ¢levée de lactate est I'une des principales
caractéristiques phénotypiques du métabolisme tumoral, telles que décrites par Otto Warburg
(Warburg et al., 1924). Ce phénomene donne lavantage aux cellules cancéreuses par une
production accrue de NADH et une acidification du microenvironnement due a l'excrétion de
lactate, favorisant ainsi l'invasion tumorale (Kroemer et Pouyssegur, 2008). Le métabolisme du
glucose par la glycolyse anaérobie est moins efficace dans la production d'ATP que I’OXPHOS.
Cependant, le taux élevé d'absorption de glucose et laugmentation du flux glycolytique dans
les cellules cancéreuses, leur permettent de garder le maintien du statut energétique, la
biosynthése de macromolécules et [léquilibre rédox cellulaire (Cairns et al., 2011). Par
conséquent, la GAPDH peut étre une enzyme clé impliquée dans la tumorigenése et la
progression du cancer. Une surexpression de presque tous les enzymes glycolytiques a été
remarquée dans la prostate et les cancers du cerveau (Altenberg et Greulich, 2004). Cependant,
la GAPDH et le pyruvate kinase sont les seuls genes glycolytiques qui ont présenté une
surexpression dans le CCR. Il a été montré que dans la carcinogenese du célon, la répression
sélective de B-F1-ATPase mitochondriale réduit FOXPHOS, ce qui conduit & une surexpression
de la GAPDH (Cuezva et al, 2002), ce qui pourrait expliquer I'augmentation des taux de la
GAPDH observés dans les stades initiaux de la tumeur. De plus, Bertin et al. ont montré que
dans les cellules de carcinome du cblon, laugmentation de l'expression de la GAPDH est
suffisante pour induire l'autophagie in vitro et in vivo (Bertin et al., 2008). Méme dans les tissus
cancéreux de I'eesophage, il existe une forte corrélation entre la surexpression de la GAPDH et
la régulation positive de I'expression des génes liés a l'autophagie, tels que ATG12 et PIK3C3
(Trois types de sous-unités catalytiques de phosphatidylinositol 3-kinase) (Soltany-Rezaee-Rad
et al, 2014). Ainsi, I'inhibition de la GAPDH s'est averée suffisante pour réduire les taux
d'autophagie et d'ATP dans les cellules tumorales (Guan et al., 2017).

Une double modulation de lactivité de la GAPDH a été decrite dans les cellules
exposées a des niveaux de stress oxydant sous apoptogenes. Dans des conditions de stress
oxydatif, on parle d’une hyperactivit¢ de la GAPDH contre une répression de la B-F1-ATPase
mitochondriale (Cerella et al., 2014 ; Cerella et al., 2009). Aux stades avancés de la progression
tumorale, le stress oxydatif est plus élevé qu'aux stades précoces de cancérogenese (Panis et al.,
2012 ; Reuter et al., 2010), ce qui peut expliquer I’augmentation du taux de la GAPDH au stade
| par rapport aux étapes ultérieures de progression. En outre, la surexpression de la GAPDH a
deux roles coopératifs contre I'apoptose. En effet la reprogrammation métabolique par
Iactivation de la glycolyse dans la tumeur constitue une cible potentielle pour le traitement du

cancer (Ganapathy-Kanniappan et Geschwind, 2013). Des cellules non tumorales sont
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attendues étre moins sensibles a I'inhibition de la glycolyse que les cellules malignes qui plus
dépendants de cette voie pour générer de I'ATP et assurer leur prolifération. Par conséquent, la
GAPDH émerge comme une cible thérapeutique prometteuse contre le cancer. Elle est
surexprimée dans 21 classes de cancer (Altenberg et Greulich, 2004) et impliquée dans la
prolifération cellulaire et dans la glycolyse, mais également. Des études antérieures ont corrélé
I'expression de la GAPDH avec un mauvais pronostic global. Cependant, dans ces rapports, des
échantillons de tumeurs ont été obtenus de patients aux stades avancés de la progression
tumorale (11-1V) (Barbazan et al., 2014 ; Hjerpe et al., 2013 ; Tang et al., 2012 ; Cuezva et al.,
2002).

La particularitt de la GAPDH est sa fonction catalytique est I'un des étapes critiques
limitant le débit de la glycolyse. Tout d'abord, l'hydrolyse dépendante de la GAPDH est la
premicre étape glycolytique qui produit la molécule le NADH (I'étape 10 de la glycolyse). En
outre, les données de modélisation informatique et métabolomique montre que I’AEROGOLY
dans le flux du cancer a travers la GAPDH (Ganapathy-Kanniappan et Gershwin, 2013) joue
un réle critique dans la régulation du taux de glycolyse tumorale. En conséquence, en raison de
’adaptation métabolique aux cellules cancéreuse liées a la glycolyse peut étre plus sensibles a
I'approche anti glycolytique anti-GAPDH (Ganapathy-Kanniappan et Geschwind, 2013). De
plus, en tant que protéine multifonctionnelle, la GAPDH est également impliquée dans plusieurs
processus cellulaires qui sont associée a la progression du cancer (Ganapathy-Kanniappan et
al., 2012).

Par conséquent, la perturbation de la glycolyse par inhibition de la GAPDH aurait pu
avoir plusieurs effets sur le métabolisme énergétique des cellules cancéreuses. Il a déja été
démontré, que plusieurs inhibiteurs chimiques a base d’acides nucléiques mhibent la GAPDH
dans les cellules cancéreuses, soulignant ainsi un potentiel anticancéreux d'inhibition de cette
enzyme. Cependant, l'abondance cellulaire ainsi que la nature omniprésente de la GAPDH ont
généré peu d’enthousiasme en grande partie a cause des inquiétudes potentiels systémiques de
toxicité. En fait, la majorité des études sur les cibles métaboliques de la voie glycolytique dans
le cancer ont soigneusement évit¢é d’inclure la GAPDH comme cible potentielle (Hamanaka et
Chandel, 2012). Naturellement, la GAPDH a été exclu peut-étre en raison de sa toxicité et du
manque de données précliniques substantielles. Ainsi, bien que I'effet anticancéreux du ciblage
de la GAPDH soit connu depuis quelques decennies, le principal défi est di a la toxicité
indésirable et a la nature omniprésente de la GAPDH, constituant ainsi, un obstacle majeur a
considérer comme une cible thérapeutique. La GAPDH est une protéine enzymatique

indispensable au métabolisme du glucose et est nettement régulée positivement dans les cellules
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cancéreuses ce qui a suscité un regain d'intérét a prendre en compte la GAPDH comme cible
thérapeutique potentielle (Yun et al, 2015 ; Ganapathy-Kanniappan et al., 2012). En
conséquence, plusieurs antagonistes naturels et synthétiques ont été évalués pour leur efficacité
dans le ciblage de la GAPDH (Birsoy et al., 2013 ; Xing et al., 2004). Cependant, comme toute
autre cible moléculaire, puissante antagoniste ou inhibiteur de la GAPDH doit également
respecter deux principes, a savoir : la sélectivite et la spécificit¢ determinant la sécurité et
l'efficacité d'un potentiel thérapeutique. Dans ce contexte, des données récentes indiquent que
I'acide Koningique (KA) peut posséder Iefficacité¢ et la sélectivité pour inhiber la GAPDH dans
le cancer. Bien que la propriété anti-GAPDH de KA soit connue depuis plus de 30 ans, il y a
été une pénurie dans la documentation de sa pertinence dans la thérapie du cancer. La prédiction
du phénotype glycolytiqgue du cancer et de sa sensibilité glycolytique/inhibiteur de la GAPDH
est une étape importante vers le développement d'une stratégie d'intervention efficace pour
traiter le cancer (Liberti et al., 2017).

En plus de la localisation cytosolique de lenzyme glycolytigue. La GAPDH peut
également étre détectée a proximité de la membrane plasmique, les mitochondries, le noyau, le
réticulum endoplasmique, les polysomes, I'appareil de Golgi et méme sécrétée dans I’espace
extracellulaire. Cette enzyme remplit plusieurs fonctions clés, y compris la régulation de la
stabilité de TARNmM (Ikeda et al., 2012), de l'absorption et du transport du fer (Raje et al., 2007),
de la réparation de ADN (Azam et al, 2008), de lexportation d’ARNt nucléaire (Sirover,
2011), la mort cellulaire (Tarze et al, 2007) et I'endocytose et la fusion membranaire(Tisdale
et al, 2016). Ces propriétés multifonctionnelles de la GAPDH peuvent étre régulées par
plusieurs mécanismes, tels que la formation de complexes macromoléculaires par interactions
protéine-protéine  ;  modifications  post-traductionnelles, par  exemple  acétylation,
phosphorylation et la nitrosylation ; ou oligomérisation de la protéine. La structure de la

GAPDH et son taux d’expression dépend principalement de diverses molécules de signalisation
(Gerszon et Rodacka, 2018).
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111.3.6. Conclusion

Dans les systemes biologiques, I'ATP est la monnaie universelle de [Iénergie libre
nécessaire aux réactions anaboliques, a la synthése des acides nucléiques et au transport actif
des métabolites dans les cellules. 1l a été démontré, que l'appauvrissement en ATP est un signal
apoptotique fort dans la lignée cellulaire dépendante de linterleukine-3 murine (IL-3) (Garland
et Halestrap, 1997). Par conséquent, lorsque IATP cellulaire est produite de maniere excessive
par rapport a son niveau métabolique habituel, un type cellulaire particulier peut croftre, se
multiplier et finalement devenir malin. Le processus de cancérisation est un phénoméne
complexe conduisant & de nombreux remaniements de I'homéostasie cellulaire. Parmi ces
modifications, s'opere un profond remodelage du métabolisme énergétique, en lien avec
l'acquisition des nouvelles propriétés biologiques des cellules cancéreuses.

Cependant, linhibiteur naturel de I'ATPase contrble la cinétique de lenzyme, et ce
controle semble essentiel pour obtenir une accumulation maximale d'ATP au cours du transport
d'électrons dans des systemes contenant des concentrations relativement élevées d'ATP. Par
conséquent, nos résultats suggerent que la formation excessive d'ATP peut étre au moins
partiellement due a l'expression accrue de la protéine inhibitrice de I'ATPase dans les cellules

malignes, ce qui inhibe son activité d'hydrolyse de I'ATP.

Ainsi, il résulte de la discussion ci-dessus que l'accumulation de linhibiteur de I'ATPase
et de la GAPDH glycolytique dans la tumeur colorectale, peut participer a la promotion du
cancer par lamélioration du métabolisme énergétique cellulaire. Cette hypothese, si elle est
confirmée, fournira un traitement possible contre le cancer en utilisant une stratégie anti-sens
contre les régulateurs du métabolisme énergétique. En raison de son réle glycolytique, la
GAPDH peut également jouer un role dans la reprogrammation métabolique, c’est 'une des
caractéristiques du cancer (Hanahan et Weinberg, 2011) et devient une cible appropriée pour
traitement des cellules tumorales qui présentent une augmentation de [Iutilisation des voies

métaboliques pour répondre a leurs besoins énergétiques et biosynthétiques.

L’AEROGLY et le métabolisme mitochondrial semblent tous les deux favoriser
considérablement la croissance et I'envahissement tumoral. Ainsi, le métabolisme énergétique
apparait comme un contributeur clé du phénotype malin des tumeurs, ce qui en fait une cible
de choix du point de vue thérapeutique. Dans ce contexte, de nombreux agents anticancéreux
ont donc eté développés afin de cibler le métabolisme énergétique des cellules cancéreuses
(Martinez-Outschoorn et al., 2017), ont pour cible différents acteurs de la glycolyse, comme
des isoformes de transporteurs de glucose (GLUTL1 par exemple) ou des enzymes glycolytiques
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(PKM2 par exemple), qui sont exprimées dans les cellules cancéreuses et jouent un role clé
dans lactivité glycolytique de ces cellules.

Plusieurs études ont également démontré la spécificité et I'efficacité d'un composé
naturel, l'acide Koningique dans le ciblage de lenzyme glycolytigue (GAPDH). Le rapport
actuel sur le ciblage de la GAPDH par KA est un pas important dans le développement de
nouvelles thérapies potentielles tout en développement des stratégies efficaces pour cibler le
métabolisme énergétique altéré dans les cellules cancéreuses. Récemment, il a été montré que
le niveau d’expression des genes codant plusieurs enzymes impliquées dans la glycolyse est
élevé dans le cancer (Liberti et al., 2017). Il n'est pas surprenant que les dysfonctionnements
mitochondriaux soient associés a un grand nombre de pathologies dont certaines maladies
neurodégénératives (Parkinson et Alzheimer), des myopathies, le diabéte de type 2 ou méme
les cancers (Scheibye-Knudsen et al., 2015).

La proliferation accrue des cellules cancéreuses nécessite une synthése massive de
macromolécules et d’énergie. Pour ce faire, ces cellules s’adaptent en reprogrammant leur
métabolisme (Romero-Garcia et al., 2011 ; Vander Heiden et al., 2009). Dans ce contexte, une
stratégie thérapeutique prometteuse repose sur [lutilisation d’agents ciblant le métabolisme

énergétique des cellules cancéreuses (Martinez-Outschoorn et al., 2017).

Il a été démontré que les cellules cancéreuses, les moins difféerenciées et dont la
croissance est la plus rapide, possédaient un taux élevé de glycolyse (Baggetto, 1992). Il est
raisonnable de s'attendre & ce que la capacité de n'importe quel type cellulaire a entrer dans le
processus de malignité¢ dépend de la disponibilité¢ d'un métabolisme énergétique approprié. La
conversion des cellules épithéliales de la prostate en cellules oxydant le citrate qui augmente la
capacit¢ de production d'énergie est essentielle au processus de malignité et de métastase
(Costello et Franklin, 1994). Cependant, pour certaines cellules, le métabolisme énergétique
normal pourrait étre suffisant pour atteindre les besoins en ATP de transformation néoplasique
et/ou de malignité.

Le processus de cancérisation est un phénomene complexe conduisant a de nombreux
remaniements de [homéostasie cellulaire. Parmi ces modifications, s'opére un profond
remodelage du métabolisme énergétique, en lien avec lacquisition des nouvelles propriétés
biologiques des cellules cancéreuses. En conditions physiologiques, le remodelage des crétes
des mitochondries se fait principalement en réponse aux besoins métaboliques de la cellule. En
présence de substrats non glycolytiques ou en conditions restreintes en nutriments, le nombre

des crétes augmente, ainsi que le nombre de complexes et de super-complexes de la chaine
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respiratoire. Il y a aussi une augmentation de I'oligomérisation de I’ATPase pour augmenter
lactivit¢ de la chaine respiratoire et optimiser la production d’ATP (Cogliati et al, 2016 ;
Gomes et al., 2011).

Indépendamment du métabolisme, au cours de I'apoptose, la morphologie des crétes
peut également étre modulée, au cours de laquelle, la largeur des crétes diminue, ce qui permet
le relargage de molécules apoptotiques (Frezza et al., 2006 ; Cipolat et al., 2004). En plus des
complexes MICOS (Mitochondrial contact site and organizing system complex), d’autres
protéines sont impliquées dans le maintien et la structure des crétes. On retrouve ’ATPase et
son inhibiteur endogene IF1 (Faccenda et al,, 2013a ; Faccenda et al., 2013b ; Cipolat et al.,
2004), ainsi que la protéine OPAL, une protéine qui joue un role au niveau de la fusion et la
dynamique mitochondriale (Cipolat et al, 2004). Elle participe au remodelage des crétes
indépendamment de son activité¢ de fusion (Pernas et Scorrano, 2016 ; Cogliati et al., 2016).

Ces données suggerent que IF1 agit sur la bioénergétique et la structure des
mitochondries, il est impliqué dans la signalisation mitochondriale des cellules tumorales, et
peut étre a la base de leur capacit¢ de prolifération. Son effet sur la balance redox
mitochondriale et le remodelage des crétes apoptotiques, constatant que, en maintenant les
niveaux d'ATP, IF1 reduit le niveau du glutathion (GSH) avec inactivation de la peroxyrédoxine
3 (Prx3) pendant lapoptose (Fig. 41). IF1 est surexprimée dans differents types de cancers
humains, cette surexpression est corrélée avec une polymérisation de la membrane
mitochondriale  contribuant, ainsi, a un ralentissement de la machinerie  oxydative
mitochondriale au profit du métabolisme glycolytique, cette reprogrammation métabolique
favorisant la prolifération, la survie et la chimiorésistance des cellules cancéreuses (Faccenda
et al, 2017 ; Formentini et al., 2012).
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le nombre des cretes
Ia largeur des crétes augmente

diminue ce qui permet le
relargage de molécnles
apoptotiques

Fig. 41. Contribution d’IF1 au processus de cancérogénése. 1F1 maintient le pool de I' ATP mitochondrial
pendant l'apoptose, elle favorise la survie des cellules cancéreuses en réduisant le GSH et le Prx3. En
empéchant le remodelage des crétes IF1 joue un réle anti-apoptotique qui est lié a la fois au métabolisme

et a la structure de la mitochondrie.
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Conclusion générale

Le cancer est une pathologie génétique a grande échelle dans laquelle des modifications
qualitative et quantitative touchent I’expression de nombreux genes. Certains de ces génes sont
des cibles thérapeutiques potentielles, alors que d’autres sont des marqueurs tumoraux
probables, trés utiles pour pronostiquer, diagnostiquer et/ou dépister la maladie de facon
précoce. En dépit du fait que le but principal de ce travail était de chercher des ARNm dont
I'expression est altérée et qui peuvent constituer un réservoir de génes candidats pour
développer des stratégies thérapeutique et/ou diagnostique, nous avons initié notre projet par
une étude rétrospective sur les données épidémiologique et clinico-pathologique dans la
Willaya de Jijel, ainsi qu'une enquéte nutritionnelle. Ce travail a été trés utile et nous a confortés

dans la démarche pour explorer ce fiéau.

Le CCR reste un probleme significatif pour la santé publique, malgré, des avancées dans
le domaine de la thérapie ciblée. Il a été démontré qu’environ 30% des CCR étaient héreditaires
(Grady, 2005). Le CCR correspond a Paccumulation progressive de mutations géniques,
conduisant a lactivation d’oncogénes et l'inactivation de génes suppresseurs de tumeurs. Les
CCR constituent une proportion importante du fardeau mondial de la morbidité et de la
mortalité par cancer. Selon, le Plan National Cancer 2015-2019, le CCR en Algérie connait une

progression grandissante, depuis, le milieu des années 2000.

La présente étude a permis d’établir les profils des CCR dans la Wilaya de Jijel. Notre
travail empli de statistiques, de constats et de recommandations organisationnelles, s’est inscrit
donc dans cette optique. Il a eu pour objet de décrire une pathologie cancéreuse a incidence, en
augmentation constante et qui devient un grave probléme de santé publique. C’est 'une des
préoccupations de la population, des professionnels et des décideurs. Les données collectées
dans la partie épidémiologique confirment la progression ininterrompue du CCR dans la
Wilaya, vu que ces dernieres années ont marqué une réelle augmentation par rapport aux années
précédentes. Ainsi, les résultats obtenus indiquent un mauvais pronostic du CCR et une
prédominance des ADK de type lieberkihnien bien différencié et d’architecture tubuleux-
papillaire, présentant une localisation tumorale droite dans la plupart des cas étudiés. Ainsi, la
grande majorité des CCR ont été diagnostiqués a des stades avancés, stade Il et Il voir
métastasique. Par ailleurs, I'étude anatomopathologique dans ce travail est la plus porteuse, en
matiére de résultats vu qu’elle peut enrichir le profil du CCR dans la Wilaya. Les données
épidemiologiques obtenues peuvent servir d’outil important pour la réalisation d’un registre de

cancer, plus performant pour la région.
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Aujourd’hui, le pronostic global du CCR demeure sévere. Bien que, la majorité des
patients soit opérée en intention curative, le taux de recidive postopératoire est extrémement
élevé. Cette vision pessimiste est particulierement vraie, nous avons constaté une absence d’un
programme de dépistage précoce, puisque les patients n’ont bénéficié d’une coloscopie
qu’apres Iapparition des signes révélateurs de la tumeur. La mise en place de dépistage devrait
permettre une détection plus précoce et un meilleur pronostic. Le développement d’un
adénome, puis, d’un CCR correspond a I'accumulation progressive de mutations de genes dans
les cellules épithéliales coliques, lactivation d’oncogénes et linactivation de geénes
suppresseurs de tumeurs. De ce fait, la recherche et le développement de nouveaux odtils de
diagnostic des CCR demeure un sujet d’actualité, surtout avec le développement tangible des
techniques de la Biologie Moléculaire et la détection de nombreuses altérations au niveau des
genes impliqués dans la cancérogenese colorectale tels que KRAS, P53 et APC. Notre étude a
montré que chez les patients ayant le gene KRAS muté, la tumeur était localisée dans la jonction
recto-sigmoidienne et les CCR étaient tardifs. Nous avons confirmé que la mutation du géne
KRAS était associée a une métastase ganglionnaire et aux stades avancés.

Plus que la moitié des patients ont été la cible d’une chimiothérapie adjuvante et un tiers
d’une chimiothérapie néo-adjuvante et le protocole le plus appliqué était XELOX+BEVA. La
majorité¢ des patients demeure incurable au moment du diagnostic ou lorsque la récidive
survienne. Bien que des progrés diagnostiques et thérapeutiques importants aient été réalisés,
on ne guérit actuellement qu’'un CCR sur deux. A I'heure actuelle, le meilleur moyen de lutter
contre cette maladie reste la prévention. La prévention primaire ou passive consiste a agir sur
les causes du cancer pour prévenir son apparition. C’est la stratégie a priviégier a chaque fois
que les causes du cancer sont connues. Malheureusement, nos connaissances sur les CCR
restent limitées, on connait, seulement, les grandes lignes d’un comportement alimentaire,
permettant de diminuer le risque. On peut recommander de ne pas fumeur, de ne pas boire de
I'alcool, de manger beaucoup de Iégumes et fruits riches en fibres, d’éviter les exces
alimentaires et d’avoir une activité physique dans le cadre du travail et des loisirs. Ces mesures
pourraient diminuer d’au moins un tiers le risque de CCR.

La prévention secondaire ou active consiste a détecter précocement le cancer a un stade
curable. A courts termes, le dépistage est le seul moyen de réduire la mortalité et la morbidité
lices aux CCR. Le but est de détecter le plus to6t possible les récurrences a un stade
asymptomatique, pour permette un nouveau traitement curatif. Les surveillances, incluent, des
visites fréquentes, des dosages d’ACE, des radiographies, des imageries hépatiques et des

coloscopies. Nos résultats n’indiquent pas un impact majeur du régime alimentaire sur
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I'incidence du CCR. Le changement du comportement de santé joue probablement un role clé
dans ces résultats, car la majorité des patients modifient leur régime alimentaire aprés avoir été
diagnostiqués a un régime plus sain. Notre étude a montré que le plus grand nombre des patients
résident au chef-lieu de la willaya. Cette observation differentielle s’expliquerait par la
sédentarité des populations, I'enclavement de la région et la singularitté du mode de vie. Ce
travaill constitue une mtroduction a I'étude de Teffet des facteurs environnementaux,
principalement du régime alimentaire, sur la survenue des CCR. L’évaluation de facteurs tels
que la poliution et la qualité nutritionnelle des aliments devrait faciliter la prévention primaire.

Par ailleurs, la notion de profils d’expression differentielle offre une alternative
intéressante aux méthodes traditionnelles des profils d’expression. Elle conduit, en effet, a
regrouper un ensemble des génes dont Iexpression variec de la méme fagcon entre deux
situations. Les génes présentant des niveaux d’expression differents dans chacune des situations
considérées se retrouveraient systématiquement dans des profils différents. L’approche
differentielle permet de guider I'analyse des données en fonction du point de vue souhaité : par
exemple, explorer seulement les génes dont I'expression augmente entre deux situations
données. La combinatoire des paires de situations augmente rapidement, en fonction du nombre
de situations considérées. Parmi tous ces profils, il importera d’aider le biologiste a désigner le
petit nombre de profils qu’il souhaite interpréter. Ainsi, la définition de profils d’expression
diférentielle permet de réduwre la surcharge informationnelle de [lutilisateur et d’orienter

'analyse vers les résultats qui 'intéressent en priorité.

Ainsi, nous avons utilisé le criblage differentiel sur fittres HD pour analyser une partie
du transcriptome d’une tumeur colique appropriée. Nos résultats ont permis de présélectionner
deux clones codant deux génes régulateurs de I'énergie cellulaire comme étant potentiellement
surexprimés, il s’agissait d’IF1 et de la GAPDH. En particulier, 'expression de ces deux génes
a été analysée par Northern blot dans des couples de tissus cancéreux et normaux provenant de
patients atteints de CCR. De plus la séquence complete de TARNm a été obtenue. Les genes
activés représentent des transcrits codant pour des protéines spécifiques de I'état tumoral, c'est-
a-dire des marqueurs biologiques potentiels. La surexpression de facteurs de croissance ou a
effet anti-apoptotique pourrait avoir une relation directe avec 1’évolution tumorale. Les ADNc
surexprimés les plus pertinents ont des caractéristiques d’expression compatibles avec celles

d’un marqueur biologique (Répétitivité, spécificite).

Par ailleurs, la confirmation des profils d’expression d’IF1 et de la GAPDH a permis de

consolider, grandement, nos résultats obtenus par criblage différentiel su fitres HD,
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démontrant, ainsi, I'efficacit¢ d’une approche systématique dans la recherche de génes
différentiellement exprimés, notamment dans le CCR (Rechreche et lovanna, 2008 ; Rechreche
et al, 1999 ; Rechreche et al.,, 1997). En effet, le criblage différentiel sur fitres HD des ‘EST’
est une nanobiotechnologie robuste de principe et rapide de réalisation. Cependant, I'apparition
des puces ADN et leur développement rapide a considérablement limité, voir, rendu obsolete

I'utilisation des filtres HD, comme support d’hybridation dans le criblage différentiel.

Dans un contexte caractéris¢ par la concomitance de la surexpression d’IF1 et de la
GAPDH, deux génes régulateurs de Iénergie cellulaire, la forte activité glycolytique des
cellules cancéreuses pourrait étre associée a une resistance des cellules a differentes thérapies
comme des agents de chimiothérapie ou des molécules de thérapie ciblée. En effet, la
reprogrammation du metabolisme énergetigue dans les cellules tumorales semble induire
plusieurs mécanismes a I'origine de cette résistance. Tout d’abord, la forte activité¢ glycolytique
des cellules cancéreuses entraine une augmentation de la production d’ATP et de NADPH. Des
niveaux ¢élevés d’ATP provoquent alors [Pactivation des transporteurs ABC (ATP-binding
cassette), qui permettent efflux des agents anticancéreux en dehors des cellules. Le NADPH
contribue quant & lui au fonctionnement optimal des systémes antioxydants, limitant ainsi
I'action des agents anticancéreux dont le mode d’action repose sur I'mduction d’un stress
oxydant. Ensuite, la libération de lactate induite par la forte activité glycolytique des cellules
cancéreuses provogue une acidification du milieu extracellulaire, qui a son tour entraine une
baisse de I'absorption passive des agents anticancéreux (Zhao et al. 2013). La stimulation de Ila
glycolyse dans les cellules cancéreuses semble donc contrecarrer [Paction d’agents
anticancéreux. De méme, le métabolisme mitochondrial semble contribuer a la résistance des
cellules cancéreuses a certaines molécules de chimiothérapie. De plus, la stimulation de la
phosphorylation oxydative est associée a la résistance de novo et acquise des cellules

cancéreuses aux inhibiteurs de kinases oncogéniques (Marchetti et al., 2016).

Enfin, cibler le métabolisme énergétique des cellules cancéreuses pourrait constituer
une stratégie prometteuse pour augmenter laction de divers agents anticancéreux. De
nombreuses études in vitro et in vivo ont donc été initiées, afin de tester cette hypothése. De
méme, des études cliniques sont en cours de réalisation. L’ensemble de ces données suggere
que cibler le métabolisme énergétique des cellules cancéreuses, présente un potentiel
thérapeutiqgue prometteur. A ce jour, un seul composé ciblant le métabolisme éenergétique est
toutefois autorisé sur le marché. Les thiazolidinediones pourraient étre des candidats

intéressants.
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ANNEXE 1

Formulaire des patientes hospitalises pour un cancer colorectal a I'hopitale de Jijel

Information personelle

MNom et prénom | |

Adresse | |

Antécédants
Antécédants personnelles

[7] Cancer colorectal [T Diabete

[[] Maladie inflamatoire  [7] Polype adénomateuse

[[] Acromégalie [[] Cholesystectomie
[[] Cancer non digestif - [] Autre

Renseignements
Signes révélateurs
[[] Altération de I'etat génerale - [| Réctoragie
[ Douleurs abdominales
[[] Syndrome rectal

[[] Anorexie [ autre

Etat générale Altéré

Examen paraclinique

Resultas d'endoscopie Endoscopie

. Fib i
Nombre de lésion Multiple -~ [ Rbroscopie

Distance a la marge anale I:I

[7] recto-sigmoidoscopie

[[1Rectoscopie

Siege dela tumeur Angle ¢ = [[] coloscopie

Resultat d'anapathe
Type histologique Adénocarcinon -
Stadification de CRC Indéterminé  «

Type de différenciation  Bien différencié »

Architecture d'adenocarcinome
[ Tubulewux villeux - [ Villeux

[[] Tubulewx
[ tubuleux papillaire

[ Indéterminé

[ Trouble de transite

[[1Syndrome suboculusif

~ Abandance d'acite Grande abandar -

Sexe F-femme -
tranche d'age

=80 -

Antécédants familiales
[7] cancer digestif
[[] cancer non digestif
[[] Polypose adénomateux familiale
[[] Syndrome de Lynch
[[] Autre ATC

Signes clinique
[ Hépatomegalie [ Anorexie

[[1Masse palpable  [7] Adénopathié
[[] Arnaigrissement [7] Ascite

Présence d'Acite |ndéterming -

Scanner clinique

[71TDM thoraco-abdominal-pelvienne

[7] Scaner abdomino-pelvienne
[7] Scaner thoracique

]IRM

extentions métastasiques Aspect macroscopique

[] Métastase ganglionaire [7] Ulcerant

Métastase hépatigue
i . patiqH [[] Bourgeonant
[} Métastase pulmonaire :

. L [[] Infiltrant

[T Carcinose peritoniele
[] Adénopathie [7] Sténosant
[T autre [ Vegetant



Bilan biologique

Heématologie Margeurs tumorawx
Globules rouge élevé - ACE Bleve -
Globules blanc élevé -
CAI99  gevé -
Bilan hépatique
PAL  éleve - Analyse moléculaire RAS
ALAT  éleve -~ K-Ras e -
Analvse FAS -

ASAT  élevé -

Aspect thérapeutique

Chirurgie
Type de la resection
Tvpe de la chirurgie Curative - [[1 Colectomie totale [[] Sigmoidectomie
[l Hemicolectomie D [| Colectomie partielle
Biopsie faite - [l Hémicolectomie G [| Rectectomie
[[] Colectomie angulaire D . o
Type de biopsie Ganglionnaire - [ Colectomie angulaire G W Indéerming
Nombre de gonglions I:l
Nombre envahis I:l
Chimotherapie
e e Radiothérapi
Type de chimiothérapie Adjuvant - atofempe
Radiotheérapie -

Protocol suivit |:|
Duré thérapeutique I:I
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De I’épidé miologie a la transcriptomique, une contribution a I’étude des cancers colorectaux :
isolement et surexpression de deux ARNm codant deux génes régulateurs de I’énergie cellulaire

Résumé. Le CCR est un véritable probléme de santé public, sa fréquence est en constante augmentation en Algérie. C’est une
pathologie génétique complexe, caractérisée par l'altération qualitative et quantitative de ’expression de nombreux génes.
Certains de ces génes sont des cibles thérapeutiques potentielles, alors que d’autres sont des marqueurs tumoraux probables.
L’objectif majeur de ce travail de thése était de chercher des génes d’intéréts, cependant, il nous a été trés judicicux et utile de le
précéder par une étude rétrospective multifactorielle et une enquéte nutritionnelle. Nous avons établi les profils épidémiologique
et clinique de 62 cas de CCR dans la Wilaya de Jijel. Les données collectées ont permis de confirmer un état des lieuxtres sombre
. progression accélérée, diagnostic tardif et traitement par chimiothérapie. La prédominance de ’adénome lieberkithnien bien
différencié (98%) et de localisation colique droite a été observée. La mutation du géne KRAS était associée a des stades avancés
et métastasiques (72,58%). Une enquéte nutritionnelle de type cas-témoins (68 cas) a révélé des corrélations entre I’évolution
des CCR et la situation socioéconomique, le tabagisme (RC=0,0751 ; p=0,0174) et les antécédents familiaux (OR=5,2500 ;
p=0,0034). Un effet protecteur de la consommation de produits laitiers (OR=0,9808 ; p=0,0437) et des céréales (RC=0,9865 ;
p=0,0100) a été démontré. Les tumeurs proximales du cdlon étaient associées a une faible consommation de fruits, de légumes,
de céréales et de produits laitiers, alors que, la consommation de viande rouge n’a eu aucun effet. La transcriptomique est devenue
de plus en plus une approche efficace et pertinente. Ainsi,nous avons employé le criblage différentiel sur filtres HD pourchercher
des ARNm dont I’expression est altérée et quipeuvent constituer un réservoir de génes candidats pourdévelopper des stratégies
thérapeutique et/ou diagnostique. Nos résultats ont permis de présélectionner deux clones codant deux génes régulateurs de
I’énergie cellulaire comme étant potentiellement surexprimés. Il s’agissait d’IF1 et de la GAPDH. En particulier, ’expression
de ces deux génes a été analysée par Northern blot et la séquence compléte de TARNm d’IF1 a été obtenue. Nous avons suggéré
que la formation excessive de ’ATP pourrait étre, du moins partiellement, due a l'expression accrue d’IF1 et de la GAPDH dans
les cellules malignes, ce qui inhiberait leur activité de dégradation de ’ATP. L'accumulation d’IF1 et de la GAPDH dans la
tumeur colorectale pourrait participer dans la promotion du cancer, par I'amélioration du métabolisme énergétique. Cette
hypothése, si elle est confirmée, fournirait une thérapeutique contre le CCR, en utilisant une stratégie anti-sens basée sur les
régulateurs de I'énergie cellulaire.

Mots clés : CCR ; profils épidémiologique, biologique, clinique et nutritionnel, KRAS, transcriptome, criblage
différentiel, surexpression, ARNm, IF1, GAPDH, métabolisme énergétique

Abstract. The CRC is a real public health problem; its frequency is constantly increasing in Algeria. It is a complex genetic
pathology characterized by qualitative and quantitative alteration of the expression of many genes. Some of these genes are
potential therapeutic targets, while others are likely tumor markers. The main objective of my thesis work was to look for genes
with therapeutic and/or diagnostic interest; however, it was very judicious and useful to precede it by a multifactorial
retrospective study and a nutritional_investigation. We have established the epidemiological, pathological and clinical profiles of
62 cases of CRC in the Wilaya of Jijel. The data collected allowed us to confirm a very dark state of the CRC: accelerated
progression, late diagnosis and chemotherapy treatment. The predominance of well-differentiated adenomas of Lieberkiihn
(98%) and right colic localization was observed. The KRAS gene mutation was associated with advanced and metastatic stages
(72.58%). A case-control nutrition survey (68 cases) revealed correlations between CRC trends and socioeconomic status,
smoking (RC=0.0751; p=0.0174) and family history (OR=5.2500; p=0.0034). A protective effect of the consumption of dairy
products (OR=0.9808; p=0.0437) and cereals (RC=0.9865; p=0.0100) has been demonstrated. Proximal tumors of the colon
were associated with low consumption of fruits, vegetables, cereals and dairy products, while consumption of red meat had no
effect. The transcriptome alteration is becoming an original and useful approach. Thus, we have used differential screening on
high-density filters to look for MRNAs whose expression is impaired and which can constitute a reservoir of candidate genes for
developing therapeutic and/or diagnostic strategies. We preselected two clones, encoding two cell energy regulatory genes, as
potentially overexpressed. These were IF1 and GAPDH. In particular, the expression of these two genes was analyzed by
Northern blot, and the complete sequence of the IF1 mRNA has been obtained. We suggested that the excessive formation of
ATP could be, at least partially, due to the increased expression of IF1and GAPDH in malignant cells, which would inhibit th eir
ATP hydrolysis activity. The accumulation of IF1 and GAPDH in the colorectal tumor could participate in the promotion of
cancer by improving cellular energy metabolism. This hypothesis, if confirmed, will provide possible treatment against CRC,
using an antisense strategy against the regulators of energy metabolism.

Key words: CRC; epidemiological, biological, clinical and nutritional profiles, KRAS, transcriptome, differential
screening, overexpression, mMRNA, IF1, GAPDH, energy metabolism
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