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 Introduction 

1. Contexte et structure d’accueil 

Ma thèse d’exercice est en partie basée sur le travail que j’ai réalisé au cours de mon stage de 

Master 2 que j’ai effectué au sein du laboratoire de Recherche sur les Métastases dirigé par le 

Pr. Vincent Castronovo (MD, PhD) et qui dépend de la Faculté de médecine de l’Université de 

Liège, en Belgique. Le laboratoire fait partie d’un ensemble de structures regroupées sous le 

nom de Grappe Interdisciplinaire de Génoprotéomique Appliquée (GIGA), qui elle-même se 

divise en plusieurs sous-unités de recherche thématique telles que le GIGA-Cancer dont fait 

partie le LRM. Le laboratoire étudie les mécanismes moléculaires impliqués dans la croissance 

tumorale et la dissémination métastatique. Plus récemment, le Laboratoire a contribué à l’étude 

de l’implication du stress dicarbonyle dans ces processus. Une autre thématique d’intérêt pour 

le Laboratoire consiste en la recherche de nouveaux biomarqueurs permettant le ciblage 

thérapeutique. C’est au cours de ce stage que j’ai réellement pu faire mes armes sur des notions 

de biologies avancées, ainsi que sur le travail de recherche au quotidien. Si l’exigence et la 

philosophie du laboratoire ne me laissera pas un souvenir impérissable, l’expérience que j’ai 

tiré de ses 6 mois de stage aura été déterminante pour acquérir le savoir-faire (notamment 

technique) que je pratique aujourd’hui dans le cadre de ma thèse de sciences à la faculté 

d’Angers et qui a pour thème « Innovation dans la thérapeutique du mélanome, implication de 

la NADPH oxydase 4 dans le microenvironnement tumoral ». Si on passe du cancer colorectal 

au mélanome et du stress dicarbonyle au stress oxydant, les thématiques restent proches et les 

savoirs acquis pendant ce stage de Master m’ont permis d’aborder le défi que représente cette 

thèse de façon plus sereine.  

2. Introduction thématique 

Aujourd’hui, le cancer devrait se classer comme la principale source de décès et la cause la plus 

importante d’absence d’augmentation de l’espérance de vie dans tous les pays du monde au 

21ème siècle. Selon les estimations de l’OMS (Organisation Mondiale de la Santé) en 2015, le 

cancer était la première ou deuxième (selon le sexe) cause de décès avant 70 ans dans 91 pays 

sur 172, et se classe troisième ou quatrième dans 22 autres. Parmi l’ensemble des cancers, le 

cancer colorectal (CCR) constitue un modèle particulièrement intéressant. En effet il est depuis 

longtemps établi que son incidence est étroitement liée à l’hygiène de vie. On constate ainsi une 

incidence largement supérieure dans les pays développés, et qui tend à augmenter dans les pays 

en transition économique. Ces facteurs de risque, associés à l’âge comme facteur de risque 
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principal ont conduit de nombreux pays à instaurer un dépistage systématique pour le CCR, en 

faisant un bon sujet d’étude de l’impact de la prévention sur l’incidence de la maladie.  

En parallèle, le CCR fait partie des cancers pour lesquels ont été développés un certain nombre 

de thérapies ciblées, ouvrant de nouvelles perspectives dans le traitement de ces pathologies. 

Les inhibiteurs de tyrosine kinase ciblant l’EGFR (Epithelial Growth Factor Receptor) en sont 

un exemple majeur. Malheureusement, ces thérapies se sont heurtées à l’émergence de 

résistances ainsi qu’à des écueils comme la mutation KRAS en aval de l’EGFR qui rend la 

thérapie inefficace. Le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques constitue donc un 

enjeu majeur. Dans ce contexte, la compréhension du métabolisme particulier des cellules 

cancéreuses ainsi que des différents stress présents dans le microenvironnement tumoral 

(comme le stress dicarbonyle) apparaît être une piste prometteuse.  

Ce document s’articulera donc autour de deux grandes parties. La première se consacrera à 

décrire le CCR, son épidémiologie, sa clinique et les différentes stratégies médicamenteuses ou 

non mises en œuvre pour le combattre. La deuxième partie se focalisera sur l’étude du 

métabolisme tumoral, et plus précisément de la place du stress dicarbonyle dans ce dernier, et 

intégrera les travaux de recherche réalisés au sein du laboratoire de Recherche sur les 

Métastases (LRM) dans le cadre de mon stage de Master 2, et portant sur l’impact du stress 

dicarbonyle (notamment médié par le méthylglyoxal) sur le développement des CCR KRAS 

mutés. 

  

 Rappels anatomiques 

3. Anatomie du côlon 

a. Morphologie externe 

Le côlon forme un cadre qui entoure le jéjunum et l’iléon. Commençant dans la fosse iliaque 

droite par le cæcum et l’appendice, il se poursuit par le côlon ascendant, qui va du flanc droit à 

l’hypochondre droit. Juste sous le foie, il tourne vers la gauche, formant l’angle colique droit 

(angle hépatique), puis traverse l’abdomen jusqu’à l’hypochondre gauche, devenant le côlon 

transverse. À ce niveau, juste sous la rate, le côlon tourne vers le bas, formant l’angle colique 

gauche (angle splénique, plus haut que l’angle droit) et se poursuit par le côlon descendant à 

travers le flanc gauche jusqu’à la fosse iliaque gauche. Il devient le côlon sigmoïde et pénètre 

dans la partie supérieure de la cavité pelvienne, puis se prolonge le long de la paroi postérieure 

du pelvis par le rectum (figure 1).  
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b. Morphologie interne 

Contrairement à ce qui est observé dans l’intestin grêle, il n’y a pas de dispositifs 

d’amplification de surface dans le côlon. La couche longitudinale externe de la musculeuse a la 

particularité d’être discontinue et d’être composée de trois bandes épaisses, les Tænia coli, alors 

qu’entre ces bandes, la musculeuse longitudinale est quasi inexistante, seulement réduite à 

quelques fibres. Ces trois bandes, équidistantes, existent du cæcum jusqu’à la charnière 

rectosigmoïdienne. Elles fusionnent au niveau de cette charnière. La musculeuse circulaire, 

interne, comporte des épaississements réguliers (les haustra) qui délimitent ainsi, entre les 

bandelettes longitudinales, une succession de petites chambres séparées par les haustrations. 

La paroi colique est constituée d’une muqueuse (épithélium, membrane basale, chorion, 

musculaire muqueuse), d’une sous-muqueuse, d’une musculeuse, et d’une sous-séreuse. La 

muqueuse colique (figure 2) ressemble à la muqueuse intestinale, mais n’a pas de villosités. 

Elle a uniquement des cryptes ou glandes de Lieberkühn. L’épithélium des cryptes est constitué 

principalement de cellules caliciformes (mucosécrétantes), de colonocytes (cellules 

absorbantes), et de rares cellules neuroendocrines. On trouve, à l’état normal, des lymphocytes 

(CD8+) au sein de l’épithélium de surface, dans une proportion inférieure à 10 lymphocytes 

pour 100 cellules épithéliales. Il y a quelques particularités histologiques en fonction des 

segments du côlon : 

 On trouve des cellules de Paneth dans la base des cryptes seulement au niveau du côlon 

droit. Plus on progresse dans le côlon, plus il y a de cellules caliciformes et moins il y a de 

cellules absorbantes. 
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 Le reste de la paroi ne présente pas de particularités. La couche longitudinale externe de la 

musculeuse est discontinue formant trois bandelettes épaisses (Tænia coli) reliées par de 

fins faisceaux musculaires longitudinaux. 

4. Anatomie du rectum 

a. Morphologie externe  

Le rectum fait suite au côlon sigmoïde. Il est moulé sur la concavité sacrée, médian et 

globalement vertical dans un plan frontal d’où son nom (rectum en latin veut dire droit). Il 

commence en regard de S3, et est dépourvu de bandelette, d’haustration et d’appendice omental, 

ce qui le différencie du côlon. Long de 15 cm, le rectum a une partie supérieure recouverte de 

péritoine viscéral (partie péritonisée) et une partie non péritonisée (partie sous-péritonéale). 

Le rectum peut être divisé en trois parties en fonction de la distance par rapport à la ligne 

pectinée (ou bord supérieur du sphincter) : 

• le bas rectum, à moins de 2 cm du bord supérieur du sphincter, soit moins de 5 cm de la marge 

anale  

• le moyen rectum, étendu de 2 à 7 cm du bord supérieur du sphincter, soit de 5 à 10 cm de la 

marge anale 

• le haut rectum, étendu de 7 à 15 cm du bord supérieur du sphincter, soit de 10 à 18 cm de la 

marge anale. 

Dans le plan sagittal, le rectum et le canal anal forment deux courbures : une courbure sacrale 

(le rectum est plaqué contre le sacrum), et une courbure périnéale (ou cap anal), au niveau de 

laquelle le rectum se poursuit par le canal anal. La courbure périnéale fait un angle de 90° vers 

le bas et l’arrière et correspond au passage du rectum à travers le diaphragme pelvien. Le canal 

anal se dirige vers l’arrière lorsqu’il passe au-dessous du plancher pelvien (figure 3 A). 

Le canal anal commence à la terminaison de l’ampoule rectale lorsqu’elle arrive au plancher 

pelvien. Le canal anal traverse le périnée sur une longueur de 3 à 4 cm et se termine par l’anus. 

Le canal anal est entouré sur toute sa longueur par deux sphincters, interne et externe (l’appareil 

sphinctérien), responsables de la continence anale. 

La partie supérieure du canal anal est revêtue d’une muqueuse glandulaire identique à celle 

tapissant le rectum et se distingue par un certain nombre de plis orientés longitudinalement. 

Ceux-ci sont connus sous le nom de colonnes anales (colonnes de Morgani), qui sont réunies 
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en bas par des replis en croissants appelés les valvules anales. Les valvules anales forment 

ensemble un cercle sur la circonférence du canal anal, appelée à cet endroit la ligne pectinée, 

située au milieu du canal anal. Au-dessus des  valvules se trouvent des dépressions appelées 

sinus anaux au fond desquels s’abouchent les canaux des glandes d’Hermann et Desfosses 

(glandes anales). Ces glandes sont situées dans la sous-muqueuse et dans le sphincter interne. 

Rarement, il existe quelques glandes anales dans l’espace entre le sphincter interne et externe, 

voire dans le sphincter externe (figure 3 B). 
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b. Morphologie interne 

La paroi rectale est constituée de fibres lisses organisées en deux couches principales, circulaire 

interne et longitudinale externe. La couche circulaire interne s’épaissit dans sa partie basse pour 

former de façon indissociable le sphincter anal interne. Le sphincter anal interne est une 

structure circulaire continue de 3 à 4 mm d’épaisseur entourant la partie haute et moyenne du 

canal anal. Il assure une activité tonique permanente qui participe majoritairement aux pressions 

de repos du canal anal. La couche longitudinale externe est renforcée dans sa partie basse par 

des fibres striées du muscle puborectal et des fibres conjonctives des fascias pelviens. 

La plupart des caractéristiques histologiques du rectum sont les mêmes que celles du côlon. Il 

existe de minimes variations de l’histologie par rapport à la muqueuse colique : dans le rectum, 

les colonocytes (cellules mucosécrétantes) sont plus nombreux, le chorion est moins cellulaire, 

et les cryptes un peu irrégulières. 

 Epidémiologie du cancer colorectal 

Le CCR est une pathologie hétérogène causée à la fois par des facteurs génétiques et 

environnementaux. La majorité des CCR sont sporadiques (70% à 80%), l'âge étant le facteur 

de risque le plus important. Seule une faible proportion de cas est due à des formes héréditaires, 

que ce soit une polypose adénomateuse familiale (moins de 1%), une CCR héréditaire non 

polyposique ou un syndrome de Lynch (2% -5%) ou une polypose associée au gène MYH (<1%) 

(Farrington et al., 2005). On estime que 20% à 25% des cas sont associés à une 

composantehéréditaire, qui n'a pas encore été bien établie. On les regroupe sous l’appellation : 

« CCR familial ».  

Le CCR est le 3ème cancer le plus commun et constitue la 2ème cause de décès par cancer dans 

le monde. Il représente environ 1.8 millions de diagnostics par an ainsi que 881 000 décès dans 

le monde (pour environ 40 000 diagnostics et 17 000 décès en France) (Bray, et al. 2018). 

L’incidence est très faible chez les sujets jeunes et dans plus de 9 cas sur 10, le diagnostic se 

fait à plus de 50 ans, avec la majorité des diagnostics établis entre 50 et 74 ans, 70 ans 

constituant l’âge médian dans les pays développés. Bien que l’incidence varie grandement dans 

le monde, le rapport hommes/femmes reste similaire avec un taux d’incidence et une mortalité 

en défaveur des hommes (figure 4). 
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Bien qu'historiquement, les taux d'incidence et de mortalité aux États-Unis soient restés 

supérieurs à ceux observés en Europe, cette relation a récemment changé. Selon les dernières 

données GLOBOCAN (Bray, et al. 2018), le taux d’incidence standardisé aux États-Unis par 

âge se situe à 29,2 cas pour 100 000, avec un taux de mortalité de 8,8. Il a été estimé que 

l'Europe, quant à elle, subissait une augmentation de l’incidence annuelle du CCR d’au moins 

0,5%. 
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En se basant sur les taux d'incidence et de mortalité actuels, ainsi que sur les changements 

démographiques prévus dans le monde pour les prochaines décennies, L’Organisation 

Mondiale de la Santé (OMS) estime une augmentation de 77% du nombre de cas de CCR 

nouvellement diagnostiqués et une augmentation de 80% des décès dus au CCR d'ici 2030 

(Bray, et al. 2018). 

Depuis les années 90, il y a eu une amélioration du taux de survie à 5 ans du CCR qui peut être 

expliquée par : (i) un diagnostic précoce aux stades initiaux, notamment lié à un dépistage 

organisé efficace, (ii) une percée dans le traitement de la maladie dans les stades Ⅱ et Ⅲ ainsi 

que par (iii) une diminution de la mortalité post-opératoire. 

 

 Cancer Colorectal 

D’une façon générale, un cancer se développe à partir d’une cellule initialement normale qui se 

transforme et se met à se multiplier de façon anarchique. L’ensemble des différents types 

cellulaires présents dans le colon et le rectum peut être à l’origine d’une forme de cancer 

spécifique. Dans la plupart des cas, les cancers colorectaux se développent à partir des glandes 

de Lieberkühn qui tapissent l’intérieur de la paroi du côlon et du rectum. Cette forme de cancer 

est appelée adénocarcinome et représente plus de 90% des CCR.  

Dans environ 80 % des cas, l’adénocarcinome se développe à partir d’un adénome. Des cellules 

cancéreuses apparaissent, d’abord peu nombreuses et bien localisées. On parle de cancer « in 

situ » : seule la première couche de la paroi du côlon ou du rectum (la muqueuse) est atteinte. 

Avec le temps et si aucun traitement n’est effectué, la tumeur grossit et s’étend plus 

profondément à l’intérieur de la paroi du côlon ou du rectum. 

Des cellules cancéreuses peuvent ensuite se détacher de la tumeur pour aller envahir d’autres 

parties du corps : les ganglions lymphatiques proches de la tumeur, le foie ou les poumons 

notamment. De nouvelles tumeurs apparaissent alors : ce sont les métastases. 

Dans moins de 5 % des cas, d’autres tumeurs malignes se développent au niveau du côlon ou 

du rectum. Il s’agit notamment : 

 Des tumeurs carcinoïdes : les tumeurs carcinoïdes représentent 1,5 % des cancers 

colorectaux. Elles se développent à partir de cellules nerveuses digestives, qui sécrètent 

des hormones ou des neurotransmetteurs. 
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 De lymphomes : les lymphomes sont des tumeurs qui se développent dans les organes 

lymphoïdes et notamment dans les ganglions lymphatiques. 

 De sarcomes : les sarcomes regroupent différents types de tumeurs qui se développent 

à partir des os ou des tissus mous qui relient, soutiennent et entourent tous les organes 

du corps (muscles, tendons, graisse, etc.). 

 De mélanomes : un mélanome est une tumeur qui se développe à partir de cellules 

appelées mélanocytes. Les mélanocytes sont présents essentiellement dans la peau, mais 

également dans les muqueuses de la bouche, du rectum (canal anal) ou des organes 

génitaux. 

Au moment du diagnostic, c’est l’évaluation de la propagation et de la dissémination des 

cellules cancéreuses qui va permettre de de définir le stade du cancer. On associe pour ce faire 

la progression des cellules cancéreuses (que l’on note T pour « Tumor »), l’invasion des nœuds 

lymphatiques (que l’on note N pour « Nods ») et la présence ou non de métastases (que l’on 

note M pour « Metastatsis »). On obtient ainsi la classification dite TNM majoritairement 

utilisée pour le diagnostic et le pronostic du CCR, mais aussi d’autres cancers. Les différents 

stades TNM et leurs définitions sont résumé dans le Tableau I 
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 Prévention et dépistage 

1. Prévention primaire 

Comme mentionné précédemment, plus de 70% des cas de CCR sont sporadiques et fortement 

liés au mode de vie. 

Bien qu’étant l'un des cancers les plus fréquents, le CCR fait partie de ceux qui pourraient 

bénéficier le plus de la prévention, notamment primaire. On estime qu’entre 66 et 75% des cas 

de CCR pourraient être évités avec un mode de vie sain (Giovannucci, 2002). 

Les facteurs de risque connus pour le CCR sont : un régime alimentaire faible en fruits et en 

légumes, une consommation excessive de viande rouge et de graisses saturées, la consommation 

d'alcool, un mode de vie sédentaire, le tabac et le surpoids. Néanmoins, le principal facteur de 

risque demeure l’âge (50-75 ans).  

La prévention primaire reste la meilleure stratégie pour éviter le CCR. Cependant, les 

programmes qui visent à changer les habitudes alimentaires et d'hygiène ont des résultats à long 

terme et devraient donc être complétés par d'autres stratégies telles que la prévention 

secondaire. 

2. Prévention secondaire 

Parmi les différentes options de prévention concernant le CCR, la prévention secondaire est 

considérée comme l'une des plus appropriées, elle permet de détecter des lésions annonciatrices 

du cancer (réduisant l'incidence et la mortalité) et / ou une maladie à un stade précoce, lorsque 

le traitement est le plus efficace (réduisant ainsi la mortalité). 

Il est admis que le principal facteur pronostique du CCR est le stade au diagnostic. La survie 

moyenne à 5 ans du CCR se situe entre 50% et 60% et est plus élevée dans les premiers stades 

(75% à 90%) que dans les stades avancés (<15%) de la maladie (Ciccolallo et al., 2005). La 

majorité des CCR est détectée par la présence de signes ou de symptômes, qui apparaissent 

généralement dans les phases avancées ; dans ces cas, un diagnostic rapide ne garantit pas un 

meilleur pronostic, puisque la présentation de tout symptôme (douleurs abdominales, fatigue, 

altération de l’état général, sang dans les selles) peut indiquer la présence de CCR avancé. 

L’implémentation de stratégies de dépistage systématique est d’une importance capitale. La 

population cible de cette stratégie sont les personnes âgées de 50 à 75 ans, asymptomatiques et 
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n’ayant aucun antécédent personnel ou familial de CCR. Les personnes présentant des facteurs 

de risques spécifiques (antécédents familiaux ou personnels, prédispositions génétiques, etc…) 

bénéficient d’une stratégie de veille plus précoce et plus longue. Elles ne sont donc pas 

concernées par les stratégies de dépistage systématique.  

Le nombre de techniques de dépistage existant a grandement augmenté depuis les années 2000 

avec l’émergence des technologies de marquage moléculaire. Bien que toutes les techniques de 

dépistage n’y parviennent pas, elles ont pour vocation de remplir les critères suivants :  

 Présenter une bonne sensibilité et spécificité 

 Permettre une baisse significative de la mortalité due au CCR 

 Être acceptée par la population cible 

 Présenter un coût acceptable 

A ce titre les trois techniques de dépistage les plus acceptées et largement utilisées sont le test 

du sang dans les selles (Hemoccult ou FOBT (Fecal Occult Blood Test)), La coloscopie et la 

sigmoïdoscopie.  

En Europe, le dépistage s’organise principalement autour d’un test FOBT tous les deux ans qui 

en fonction du résultat orientera, ou non, vers une coloscopie (Zavoral et al., 2009). Dans 

d’autres pays comme le Japon, ce test est recommandé tous les ans. Les recommandations 

américaines, quant à elles, proposent un FOBT tous les ans, une sigmoïdoscopie ou une 

colonographie tous les 5 ans ou une coloscopie tous les 10 ans.  

L’ensemble des techniques de dépistage utilisées peuventêtre divisées en deux catégories : Les 

explorations permettant d’obtenir des images (directes ou non) du côlon, et les analyses 

d’échantillons biologiques. L’ensemble de ces techniques est résumé dans le tableau II. 
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a. Les tests biologiques 

Stratégie de dépistage classique 

Le test de l’hémoglobine fécale ou Fecal occult blood test (FOBT) consiste en la détection 

d’infimes pertes sanguines dans les selles. En effet, du sang est très souvent retrouvé dans les 

selles, dans des proportions d’abord invisibles à l’œil, en cas de lésions coliques de taille 

supérieure à 10mm. Ceci permet la détection des lésions néoplasiques à un stade précoce. Pour 

réaliser le test, le patient doit prélever un échantillon de selle dans un flacon qui lui est fourni.  

Le test FOBT est la méthode de primo détection la plus utilisée dans le cadre de dépistage dans 

le monde et rentre dans la composition de nombreux programmes de dépistage organisés en 

Europe. Il s’agit de la première ligne de détection en France pour la population se trouvant dans 

la tranche d’âge du dépistage et ne présentant pas de risque particulier. Ce test a rencontré une 

très large acceptation par le public due à son absence d’invasivité, sa facilité de réalisation. Il 

présente de plus un faible coût.  

Il existe deux types de test FOBT : ceux basés sur l’utilisation de la résine de guaiac (test 

gFOBT) qui reposent sur des réactions biochimiques et qui sont essentiellement qualitatifs, et 

ceux basés sur des interactions immunologiques (Fecal Immunochemical Testing ; (FIT)) à la 

fois qualitatifs et quantitatifs.  
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Le test (gFOBT) est celui qui a fait l’objet du plus grand nombre d’études cliniques randomisées 

et qui a montré son efficacité à diminuer aussi bien l’incidence que la mortalité du CCR. Ces 

études mettent en évidence une réduction de la mortalité entre 15% et 33%, en grande partie 

due à une détection très précoce des lésions. La diminution de l’incidence s’explique, quant à 

elle, par le plus grand nombre de détection de lésions prénéoplasiques (adénomes) suivie de 

leur résection afin d’éviter une progression vers le développement d’un CCR. La réduction de 

la mortalité la plus importante est observée lorsque le test est proposé annuellement (33% après 

un suivi de 13 ans). Un test réalisé tous les deux ans permet d’obtenir une réduction entre 15% 

et 21% après un suivi de 8 ans et de 18%-21% après un suivi de 10 ans. C’est la politique qui 

est actuellement en vigueur en France.  

Le test gFOBT repose sur la détection de l’action de la peroxydase sur l’hème de l’hémoglobine. 

Le test n’étant pas spécifique de l’hémoglobine humaine, une réaction est possible avec une 

molécule d’hémoglobine provenant de l’alimentation (notamment de la viande rouge), mais 

également avec de la peroxydase provenant de certains légumes (Raifort, cantaloup, navets 

crus, brocoli, chou-fleur, radis rouges, et panais) qui devront être exclus du régime au moins 

deux jours avant l’examen. Le test n’est également pas spécifique pour des saignements 

colorectaux, et peut donc donner des faux positifs lors de saignements gastro-intestinaux 

provenant du tractus digestif supérieur.  

Le test gFOBT est essentiellement qualitatif, et repose sur le changement de coloration des 

selles en association avec un réactif en laboratoire. Le résultat du test est donc laissé dans une 

certaine mesure à l’appréciation du technicien. La sensibilité du test peut grandement varier 

(entre 6,2% et 83%) en fonction du test utilisé (standard ou sensible). La spécificité est plus 

constante, dépassant les 80% dans tous les cas et pouvant atteindre les 98,4% (Burch et al., 

2007; Young et al., 2002 ; Allison et al., 2007). 

Le FIT, quant à lui, est basé sur l’utilisation d’anticorps monoclonaux ou polyclonaux 

spécifiques de l’hémoglobine humaine. Le test détecte la présence d’hémoglobine via une 

réaction immunochimique. Les méthodes les plus utilisées sont l’agglutination au latex 

(turbidimétrie), l’essai enzymatique (ELISA) et l’immunochromatographie.  

En raison de sa spécificité, estimée entre 77% et 99% (Burch et al., 2007), le test FIT ne requiert 

pas de régime alimentaire particulier, le test est également spécifique pour les saignements de 

l’ensemble du tractus digestif. Le test est qualitatif, mais aussi semi-quantitatif permettant de 

déterminer le dépassement ou non d’une valeur seuil. L’ensemble de ces paramètres en font le 
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test le plus largement utilisé et partie intégrante des programmes de dépistage des pays 

européens (Italie, France, Hollande, Espagne, Slovénie), du Japon, de la Nouvelle-Zélande et 

de l’Australie. Le Royaume-Unis est actuellement en transition du gFOBT vers le FIT.  

Un inconvénient du FIT par rapport au gFOBT est que les échantillons doivent être stockés 

dans un réfrigérateur car de trop hautes températures peuvent altérer le résultat du test, 

augmentant le nombre de faux-négatifs. 

La littérature concernant le test FIT lui attribue une sensibilité très variable s’échelonnant de 

5,4% à 98% (Young et al., 2002 ; Allison et al., 2007 ; Dam et al., 2010 ; Grazzini et al., 2010; 

Vilkin et al., 2005). Des différences significatives ont été rapportées en fonction de 

l’emplacement de la lésion avec une meilleure sensibilité pour des lésions distales.  

Des études montrent une nette supériorité du FIT par rapport au gFOBT dans la détection du 

CCR, ainsi qu’un meilleur taux de participation. Quel que soit le test FOBT utilisé, une 

coloscopie doit impérativement suivre un résultat positif. L’un des désavantages majeurs des 

tests FOBT est le fort pourcentage de faux-positifs et faux-négatifs. Il existe aujourd’hui sur le 

marché plus de 70 tests différents de type FOBT.  

ADN et ARN fécal 

Les avancées sans précédent dans la connaissance du génome, du méthylome, du transcriptome, 

et du protéonome ont conduit à l'exploration de nouvelles méthodes de diagnostic du CCR. 

Le CCR est une maladie très hétérogène. Bien que l’on puisse noter quelques exceptions (APC, 

p53, KRAS), la plupart des mutations géniques impliquées sont observées dans un faible 

pourcentage de cas (Wood et al., 2007 ; Sjöblom et al., 2006). De plus, l’hyperméthylation des 

promoteurs des gènes suppresseurs de tumeur est un événement précoce de la cancérogenèse 

(Shen et al., 2007) décelable dans la majorité des CCR, bien que ce phénomène ne soit pas 

universel (Ostwald et al., 2009). Ainsi, l’identification de groupes de marqueurs génétiques 

et/ou épigénétiques capables de fournir une couverture maximale pour le diagnostic du CCR 

apparaît comme une stratégie particulièrement intéressante. Récemment, l’utilisation d’ADN, 

d’ARN et de marqueurs protéiques à partir de différents échantillons biologiques a été explorée 

(Notterman et al., 2001 ; Friedman et al., 2004) comme stratégie de diagnostic du CCR. 

Les tests moléculaires non invasifs sont à ce jour les mieux évalués. Les cellules de CCR 

présentent un grand indice mitotique et une faible adhérence à la membrane basale, ce qui 

facilite leur exfoliation continue dans la lumière intestinale (Ahlquist et al., 2000), 
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contrairement à la perte de sang intermittente détectée par FOBT. Cette exfoliation constante 

peut être utilisée pour des analyses moléculaires. 

Seulement 0,01% de l’ADN fécal (sDNA (stoolDNA)) totale est d’origine humaine ; le reste 

provient de l'alimentation et de la flore bactérienne (Klaassen et al., 2003). De plus, le sDNA 

de la tumeur représente un faible pourcentage de tout le sDNA humain (Diehl et al., 2008 ; Zou 

et al., 2009) et est encore plus faible dans le cas de lésions prénéoplasiques. Cela implique que 

les techniques de détection des marqueurs doivent présenter une très forte sensibilité.  

La première mutation recherchée dans le sDNA des patients atteint de CCR est la mutation 

KRAS. Imperial et al (2004) ont constitué une cohorte représentative de la population et 

comparant les résultats obtenus par un test gFOBT et par un test sDNA analysant 21 mutations. 

La sensibilité pour le diagnostic du CCR était de 13% et 53% respectivement (P = 0.003). Les 

tests utilisant du sDNA de première génération ne comportaient pas de tampon de conservation, 

et les études démontraient une sensibilité assez faible, bien que supérieure à celle obtenue via 

gFOBT. Aujourd’hui, des tampons de conservation ont été ajoutés aux échantillons, ce qui 

empêche la dégradation des marqueurs pendant le transport ou le stockage. Également, de 

nouvelles méthodes de détection plus sensibles sont apparues permettant une détection allant 

jusqu’à 0.1% des copies de gènes mutés. Ceci améliore considérablement la recherche de petites 

lésions, comme les lésions néoplasiques. Un essai comparant un test au sDNA avec le gFOBT 

pour la détection de telles lésions a obtenu une sensibilité de 46% et 16% respectivement 

(Imperiale et al., 2004). 

L’un des inconvénients du test FOBT est sa faible sensibilité pour les lésions proximales (Vilkin 

et al., 2005). En outre, la coloscopie a été récemment remise en cause quant à sa capacité à 

détecter des lésions proximales (Brenner et al., 2010). Les tests basés sur le sDNA ne sont pas 

affectés par la localisation de la lésion. Plusieurs équipes ont évalué un panel de marqueurs qui 

permet d’identifier 85% des patients atteints de CCR avec 54% présentant des lésions 

néoplasiques, sans différence de sensibilité en fonction de l'emplacement (Brenner et al., 2010), 

(Ahlquist et al., 2012). 

La principale limite dans l’utilisation des tests sDNA est leur coût. Song et al ont calculé que 

les tests FOBT et la coloscopie étaient plus rentables que l’analyse des marqueurs fécaux. 

L’utilisation, dans le futur, de plateformes de séquençage de nouvelle génération permettant 

l’utilisation que deux marqueurs faible (l’hyperméthylation du gène codant pour la vimentine 
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et l’intégrité de la double hélice de ADN) permettra de réduire le coût et d’améliorer la viabilité 

d’une telle pratique dans un contexte clinique.  

Cette stratégie de détection a été étendue aux marqueurs d’autres natures, notamment l’ARN et 

les protéines. Ainsi l’analyse de l’ARNm de COX-2 dans les fèces présente une sensibilité de 

87% et une spécificité de 100 pour identifier le CCR. Le CCR présente également un profil 

d’expression de miARN qui lui est propre et qui peut être détecté dans les selles. On pourrait 

notamment détecter une surexpression de miR21 et du miR106 avec une spécificité de 74,1% 

et de 79% respectivement (Link et al., 2010). De la même façon certaines protéines présentes 

dans le plasma peuvent aussi être détectées dans les fèces. On peut notamment citer l’isoenzyme 

pyruvate kinase de type M2 (M2-PK) qui est surexprimée dans les cellules en prolifération. Une 

méta-analyse a évalué la concentration en M2-PK dans les selles de 704 patients atteints de 

CCR et de 11412 personnes saines provenant de 17 études indépendantes. La sensibilité pour 

le CCR et les adénomes de taille inférieure à 1cm a été évaluée à 80% et 44% respectivement 

avec une spécificité de 95%. 

Stratégies de dépistage innovantes : 

Contrairement aux selles, tout l’ADN de l’hôte se trouve dans le sang / plasma, mais le nombre 

de copies d'ADN altérées qui pourrait être retrouvé dans des lésions précoces ou 

prénéoplasiques peut être absent ou inférieur à la limite de détection (Diehl et al., 2005). 

Certaines enzymes plasmatiques pourraient affecter la stabilité de ces copies(Tamkovich & 

Anna, 2006). Par conséquent, un traitement d’optimisation de l'échantillon pour éliminer les 

inhibiteurs de la PCR, nécessaire à l’amplification de l’ADN tumoral recherché, sera nécessaire 

pour améliorer sa sensibilité (Diehl et al., 2005). 

Des cellules cancéreuses peuvent se trouver dans le sang suite à l’invasion tumorale des 

vaisseaux sanguins. Une fois dans le système sanguin, elles circulent dans l’organisme et 

relâchent des marqueurs qui seront détectables dans le plasma. Cependant, une telle invasion 

des vaisseaux ne survient généralement que dans des stades avancés de CCR et est absente dans 

le cas de lésions prénéoplasiques. Ainsi, la détection de cellules tumorales circulantes pourrait 

s’avérer être un bon marqueur pronostic, mais ne serait pas pertinent dans un contexte de 

dépistage. Par ailleurs, la présence d’acides nucléiques libres d’origine tumorale dans le plasma 

a déjà été documentée, et bien qu’ils ne soient présents qu’en faible quantité, leur utilisation 

comme biomarqueurs pourrait être envisagée.  
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Un certain nombre de marqueurs relatifs au CCR ont déjà été identifiés dans le plasma. Les 

mutations du gène APC, fréquemment présentes dans le CCR, ont par exemple été détectées 

avec une sensibilité de 73% (cette sensibilité tombe à 9% dans le cas de lésions 

prénéoplasiques) (Diehl et al., 2005).  

Comme une alternative à la recherche de mutations dans l’ADN plasmatique, la détection de 

variations épigénétiques a également été étudiée. Ainsi, l’hyperméthylation de Septine 9 (un 

gène appartenant à la classe des guanosine triphosphate) est associée au CCR. Une analyse de 

la méthylation de Septine 9 dans le plasma permet de détecter entre 58% et 98% des patients 

atteints de CCR avec une spécificité entre 86%-100% (DeVos et al., 2009 ;, Grützmann et al., 

2008 ; Lofton-day et al., 2008). Il existe actuellement un test disponible sur le marché 

(EpiproColon Early Detection Assay Kit®). L’ajout de nouveaux marqueurs pour la détection 

plasmatique permettrait d’optimiser les performances de ce test dans le futur, bien que son coût 

nettement plus élevé que celui du FOBT limite son utilisation. 

De la même façon que pour les marqueurs identifiés dans les fèces, l’investigation du plasma a 

été étendue à la recherche d’ARN et de protéines. En effet, le transcriptome des cellules 

présentes dans le sang et dans le plasma périphérique est une source de biomarqueurs potentiels. 

Han et al ont constitué un panel de biomarqueurs (BANK1, BCNP1, CDA, MGC20553 et 

MS4A1) d’après le profil l’expression d’ARNm d’un leucocyte analysé par microarray. Ce 

panel permettrait de discriminer un patient atteint de CCR d’un patient sain avec une sensibilité 

et spécificité de 88% et 64% respectivement.  

De même, l’émergence de nouvelles technologies d’analyse de données a rendu possible l’étude 

à grande échelle de profils protéiques. L’utilisation de la protéomique dans le 

diagnostic/dépistage du CCR est aujourd’hui encore au stade expérimental, mais on peut 

notamment citer l’étude de Babel et al qui identifie 43 protéines (sur une base de 8000 protéines 

évaluées par microarray) capable de discriminer un sérum tumoral d’un sérum sain. L’analyse 

ELISA de deux de ces marqueurs (MAPKAPK3 et ACVR2B) dans une population de CCR et 

une population saine a permis d’obtenir une sensibilité de 83% et une spécificité de 74% (Casal 

& Barderas, 2010). 

Urines 

Les marqueurs tumoraux peuvent pénétrer dans les urines via la circulation sanguine. Ils sont 

pour cela métabolisés en petits fragments qui passent la filtration glomérulaire (Feng et al., 

2009). La récolte d’échantillon d’urine est une tâche facile et non invasive. La purification 
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d’ADN à partir de tels échantillons est plus facile que dans les fèces car les urines contiennent 

moins de protéines d’origine exogène.  

Des nucléosides permettant de discriminer efficacement les patients atteints de CCR des cas 

contrôle ont été identifiés. Une étude a ainsi évalué les séquences mutées du gène KRAS 

présentes dans les tissus et dans les urines d’un petit nombre de patients atteint de CCR et de 

contrôles sains, rapportant 83% de concordance entre les mutations présentes dans l’ADN 

provenant des tissus et celles présentes dans l’ADN provenant des urines (Su et al., 2005).  

b. Les explorations d’imagerie 

La coloscopie : 

La coloscopie consiste à explorer la paroi interne du gros intestin (côlon) à l'aide d'un endoscope 

(fibre optique) introduit par l'anus. 

L’endoscope se compose d'un câble souple d'un centimètre de diamètre et d'un mètre cinquante 

de long, muni d'une fibre optique. Il possède une source lumineuse à l'une de ses extrémités. 

Les plus performants utilisent une mini caméra et sont connectés à un écran vidéo. Ils peuvent 

être équipés de pinces afin de réaliser des prélèvements pour une analyse en laboratoire. Un 

système de commande permet à l'extrémité de l'endoscope de pivoter pour aider la progression 

en suivant les courbures de l'intestin. 

Pour réaliser l’examen, le côlon doit être impérativement nettoyé afin que les parois puissent 

être visualisées. La préparation va commencer par un régime alimentaire adapté à mettre en 

place 3 jours avant l’examen. Il va consister en une alimentation sans fruits ni légumes (régime 

sans fibres). Afin de vider le côlon, un laxatif sous forme liquide est à prendre la veille de 

l’examen. Il est conseillé de le boire très frais afin d’en atténuer le goût salé. Le jour même, en 

raison de l’anesthésie générale, il faut être à jeun. À partir de minuit la veille de l’examen, il ne 

faut ni manger ni boire et ne pas fumer. De plus, avant l’examen, il faut prendre une douche en 

se savonnant soigneusement l’ensemble du corps avec une solution antiseptique. Il faut noter 

que le laxatif peut modifier l’action ou/et l’absorption de certains traitements médicamenteux, 

notamment la pilule contraceptive. Il faut donc signaler à son médecin tout traitement en cours 

avant de réaliser un examen par coloscopie. Une bonne préparation avant coloscopie est 

fondamentale pour le bon déroulement de l’examen. En effet, si le côlon n’est pas suffisamment 

propre, l’examen peut être interrompu et reporté. 
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La coloscopie est un examen qui dure généralement 30 minutes environ. Il est ordinairement 

indolore, néanmoins parfois inconfortable. Pour ces raisons, il est réalisé dans 95 % des cas 

sous anesthésie générale. Il peut être aussi pratiqué uniquement sous calmants selon les 

demandes du patient ou contre-indications médicales. 

Une fois sous anesthésie générale, le coloscope est introduit par l’anus puis progressivement 

amené jusqu’au côlon. Afin de déplisser les tissus, le côlon est gonflé par de l’air permettant 

ainsi une bonne visualisation de toutes les parois. Au fur et à mesure de la progression du 

coloscope, des images sont directement transmises et analysées par le gastroentérologue. Si des 

anomalies sont détectées, un échantillon de tissu est prélevé pour analyse ultérieure (biopsie). 

Il est également possible que l’intégralité du tissu anormal soit enlevée (ablation). 

La coloscopie est aujourd’hui considérée comme le test d’excellence pour le diagnostic de 

pathologies colorectales. Bien que son utilisation soit clairement associée avec une réduction 

du nombre de morts dû au CCR, il n’y a, à l’heure actuelle, aucun résultat issu d’un essai 

clinique randomisé démontrant son efficacité. Ce sont d’autres types d’études (prospective, cas-

témoin) qui ont montré une réduction significative de la mortalité et de l’incidence associées au 

CCR, atteignant, dans certains cas, 65% et 67% respectivement (Kahi et al., 2009) (Rabeneck 

et al., 2010).  

On dénombre à l’heure actuelle deux grands essais cliniques multicentriques en cours en Europe 

visant à démontrer l’efficacité de la coloscopie. L’essai NordICC est conduit dans les pays 

scandinaves, les Pays-Bas et la Pologne et compare la pratique de la coloscopie (22000 

personnes âgées de 55 à 64 ans invités à subir une seule coloscopie) à l’absence de dépistage 

(44000 personnes de la même tranche d’âge). L’essai COLONOPREV est une étude Espagnole 

dans laquelle 8 régions collaborent. L’efficacité d’une coloscopie ponctuelle (26703 sujets âgés 

de 50 à 69 ans) y est comparée à celle d’un test FOBT réalisé tous les deux ans (26599 sujets) 

(Quintero et al., 2012). Les résultats de ces deux études sont attendus pour 2026 et 2021 

respectivement.  

Cependant, l’invasivité du test confère à la coloscopie un certain nombre de désavantages. La 

procédure peut présenter des complications, la perforation de la paroi colique et le saignement 

post-polypectomie étant les plus sérieuses. D’après les “European guidelines for quality 

assurance in colorectal cancer screening and diagnosis” les complications majeures 

surviennent dans 3‰ à 16‰ des cas selon que le test est utilisé comme dépistage ou comme 

confirmation après un test FOBT positif. 
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Les autres limitations pour l’utilisation de la coloscopie comme test de dépistage sont son coût, 

ainsi que sa faible acceptation par le public. En effet la coloscopie est une intervention 

compliquée qui requiert une plus importante préparation en amont que les autres tests. La 

nécessité de prendre rendez-vous avec un anesthésiste avant l’intervention, le régime 

particulier, ainsi que la gêne et parfois la honte associée à l’examen proprement dit en font un 

examen que la population-cible du dépistage tend à considérer « en dernier recours » présentant 

une préférence claire pour des tests moins invasifs.  

La coloscopie reste néanmoins le test présentant les meilleures performances en termes de 

détection des pathologies colorectales avec une sensibilité dépassant les 98% et une spécificité 

de 99% pour les lésions de taille supérieure à 6mm (Graser et al., 2009 ; Rockey et al., 2005 ; 

Sung et al., 2003). Les différentes recommandations disponibles proposent une coloscopie tous 

les 10 ans pour une population à risque normal. Les populations présentant des facteurs de 

risque supplémentaires doivent suivre d’autres schémas de contrôle, avec notamment des 

intervalles de temps réduits entre les différents tests.  

La sigmoïdoscopie : 

La sigmoïdoscopie est aussi appelée proctosigmoïdoscopie ou rectosigmoïdoscopie. C’est une 

intervention qui permet au médecin d’observer le revêtement du côlon sigmoïde, soit la dernière 

partie du côlon, et le rectum. On pratique la sigmoïdoscopie à l’aide d’un sigmoïdoscope, qui 

est un type d’endoscope. 

La préparation à une sigmoïdoscopie est très semblable à celle nécessaire pour une coloscopie, 

si ce n’est qu’elle ne nécessite pas une prise en charge en lien avec l’anesthésie. Cette moindre 

préparation constitue un avantage par rapport à la coloscopie. Toutefois, la principale limitation 

de la sigmoïdoscopie est de ne détecter que les anomalies distales du côlon (l’examen ne 

dépassant pas, comme son nom l’indique, le côlon sigmoïde).  

L'intervention est plus rapide que la coloscopie classique, la section intestinale explorée étant 

plus courte. L'examen va durer entre 15 et 20 minutes selon les cas et la nécessité éventuelle 

d'une biopsie. Par lui-même, l'examen n'est pas douloureux c’est pourquoi une anesthésie 

générale n’est pas nécessaire. Néanmoins, les patients se voient souvent proposer des sédatifs 

(typiquement du midazolam et du fentanyl) afin de diminuer l’anxiété.  

La décision de réaliser une coloscopie dans le cas d’une néoplasie découverte par 

sigmoïdoscopie est controversée. Les facteurs de risque associés à l’apparition de lésions 

proximales du côlon sont : un âge supérieur à 65 ans, une histologie villeuse dans le côlon distal, 
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la présence d’un adénome distal ≥ 1cm ou de multiple adénomes dans le côlon distal, des 

antécédents familiaux de CCR (Levin et al. 1999; Imperiale et al., 2000). Un certain nombre 

d’études démontre que la prévalence d’adénomes avancés dans la partie proximale du côlon 

chez les patients sans lésions distales n’est que de 2% à 5%. De plus, des données suggèrent 

également que le risque de développer une néoplasie avanscée dans la partie proximale du côlon 

est le même chez les patients qui présentent des polypes hyperplasiques distaux que chez ceux 

qui n’en présentent pas (Farraye & Wallace, 2002). 

Contrairement à la coloscopie, il existe des résultats provenant d’essais cliniques randomisés 

attestant l’efficacité de la sigmoïdoscopie. Dans les résultats d’une étude américaine (Schoen 

et al., 2012) les auteurs admettent une réduction de 33% de l’incidence du CCR ainsi qu’une 

réduction de 43% de la mortalité. La sensibilité de la sigmoïdoscopie pour détecter des 

néoplasies avancées est plus faible que celle de la coloscopie, avec des résultats compris entre 

78% et 83% (Levin et al. 1999 ; Imperiale et al., 2000). Les recommandations font état d’une 

sigmoïdoscopie tous les 5 ans pour les personnes à risque normal. Une sigmoïdoscopie peut 

être réalisée seule, ou en association avec un test FOBT annuel ou tous les deux ans (Segnan et 

al., 2015 ; B. Levin et al., 2008). 

Le lavement baryté double contraste.  

L’examen radiologique appelé lavement baryté double contraste (DC) vise l’exploration du 

côlon à l’aide de deux produits de contraste : le baryum et l’air. Les deux produits sont introduits 

dans l’intestin par voie rectale à l’aide d’une canule. Pour réaliser cet examen, on utilise la 

radioscopie (visualisation des organes en mouvement grâce aux rayons X) et des radiographies 

standards. 

Pour passer un lavement baryté DC, on demande au patient de suivre une diète très stricte qui 

commence la veille de l’examen. Cette diète a pour but de vidanger le côlon pour permettre une 

bonne visualisation de la paroi intestinale. Le matin de l’examen, le patient doit être à jeun. Le 

patient peut en revanche prendre ses médicaments avec un peu d’eau. Une mauvaise préparation 

peut nécessiter la reprise de l’examen. 

Une radiographie standard ne peut pas démontrer des lésions situées sur la paroi interne ou 

muqueuse de l’intestin. La muqueuse est le lieu où naissent les polypes et les cancers. Pour 

qu’elle puisse être examinée, la muqueuse doit être tapissée par un produit de contraste opaque 

aux rayons X. Pour y arriver, le radiologue introduit un peu de baryum et de l’air à l’aide d’un 

dispositif d’injection. Par la suite, le radiologiste demande au patient de tourner sur lui-même 
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pour s’assurer que le baryum se colle bien à la paroi de tout le côlon. Enfin, il reste à prendre 

des images dans différentes positions pour examiner toutes les parties du gros intestin.  

Pendant l’examen, le patient peut se sentir ballonné, ce qui peut provoquer un certain niveau 

d’inconfort. Certains patients ressentent aussi des crampes intestinales. L’examen est décrit 

comme désagréable, mais non douloureux. Après un lavement baryté DC, le liquide et l’air sont 

évacués par les voies naturelles. Le patient peut retourner à ses occupations, mais il est 

recommandé de boire beaucoup car le baryum peut causer de la constipation. Dans les jours qui 

suivent l’examen, il est normal que le patient retrouve dans ses selles des résidus de baryum 

(substance blanchâtre). 

Il existe à l’heure actuelle peu de données sur le lavement baryté DC, et les quelques résultats 

disponibles ne proviennent pas d’essais cliniques randomisés. La « National Polyp Study » 

estime que le lavement baryté DC permet de détecter 53% des polypes entre 6mm et 10mm, 

48% des polypes plus large que 10mm et 32% de ceux inférieur à 6mm (Winawer et al., 2000). 

Dans une étude non-randomisée conduite dans des conditions de pratiques cliniques, la 

sensibilité de ce test a été évaluée à 73% pour détecter des adénomes > 7mm et à 85% pour 

détecter des CCR. Le lavement baryté DC n’est que très rarement utilisé comme premier test 

pour le dépistage en raison de son coût élevé, et de sa pauvre acceptation par la population. Il 

est préférentiellement utilisé comme test complémentaire d’une technique d’exploration 

endoscopique.  

CT colonographie : 

La CT colonographie ou colonoscopie virtuelle par scanner multibarrette permet de réaliser une 

étude virtuelle en 3 dimensions de l’intérieur du côlon de manière moins invasive qu’une 

colonoscopie classique. 

Le patient est couché sur un lit mobile qui glisse doucement dans un anneau. Pendant l’examen, 

le soignant procède à l’insufflation progressive du côlon à l’aide d’une petite sonde rectale, ceci 

permet d’obtenir une distension correcte des différentes parties du côlon. Deux passages sont 

ensuite réalisés : l’un sur le dos et l’autre sur le ventre. L’examen ne nécessite pas d’injection 

de produit de contraste intraveineux. Pour la parfaite netteté des images le patient doit rester 

immobile pendant quelques secondes et retenir sa respiration pendant 5 à 10 secondes. 

L’examen dure environ 15 minutes au total. 

Une préparation laxative du côlon est nécessaire pour la réalisation de cet examen. Deux jours 

avant l’intervention, le patient doit s’astreindre à un régime sans fibre, qui se poursuivra la 
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veille de l’examen par la prise d’un laxatif. Le patient devra également boire un liquide 

opacifiant permettant de colorer les éventuelles selles résiduelles. Aucune sédation n’est 

nécessaire pour cet examen. 

Bien que la CT colonographie présente une meilleure acceptation de la part des patients 

symptomatiques que la coloscopie (von Wagner et al., 2012), cette méthode est encore très 

récente et reste peu utilisée dans le contexte du dépistage. Dans le cas où des lésions seraient 

détectées pendant une colonographie, un examen exploratoire complémentaire devra être 

conduit afin de reséquer ou du biopsier ces dernières. Deux méta-analyses sont parvenues aux 

mêmes conclusions concernant l’utilisation de la colonographie : Elle démontre une sensibilité 

élevée associée à une bonne spécificité pour l’identification de polypes de taille supérieure à 

10mm (82%), mais pas pour les polypes de taille inférieure, la spécificité étant de 56% pour les 

lésions inférieures à 5mm. Un des principaux désavantages concernant l’utilisation de la 

colonographie comme méthode de dépistage est sa forte propension à détecter des lésions 

extracoliques (jusqu’à 66%). Un tiers de ces lésions nécessiteront des tests de suivi 

complémentaires ce qui engendre un surcoût imprévisible.  

 L’arsenal thérapeutique des CCR : 

Le traitement du CCR s’articule autour de trois grands axes majeurs : La chirurgie, la 

chimiothérapie et la radiothérapie. L’ordre et la combinaison de ce différents traitements varie 

en fonction du stade de la maladie, et notamment de la présence ou de l’absence de métastases. 

Environ la moitié des patients diagnostiqués pour un CCR développeront des métastases. Le 

site le plus commun d’apparition de métastases dans ce contexte est le foie. Environ 20% des 

patients sont diagnostiqués avec des métastases hépatiques associées. La résection des 

métastases hépatiques peut permettre l’apparition de rémission allant jusqu’à une DFS à 5ans 

de 20%. Pour cette raison, il est particulièrement important de sélectionner les patients 

présentant des métastases résécables (Pulitanò et al., 2011). Cela a rendu l’approche 

thérapeutique envers les CCR métastatiques plus complexe, avec des possibilités de traitement 

nombreuses et justifiant de plus en plus une approche multidisciplinaire.  

1. La chirurgie 

a. La chirurgie des CCR Loco-régionaux 

L’intervention chirurgicale proposée consiste en l’excision de la tumeur avec une marge de 

sécurité de 5 cm minimum autour de la tumeur afin de ne pas laisser de cellules cancéreuses en 
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place. La zone retirée est plus ou moins importante selon la localisation de la tumeur et son 

degré d’avancement : 

 L’hémicolectomie droite ou gauche est nécessaire lorsque la tumeur est respectivement 

dans le côlon droit ou gauche, ce geste consiste à retirer la moitié droite ou gauche du 

côlon ainsi que la moitié adjacente du côlon transverse. 

 On parle de sigmoïdectomie lorsque la tumeur est située dans le côlon sigmoïde. 

 Pour quelques cas très avancés, il est nécessaire de retirer la totalité du côlon : on parle 

de colectomie totale. 

 Pour les tumeurs localisées au niveau du rectum, ce dernier doit être retiré : c’est 

une proctectomie. 

Dans tous les cas, les ganglions lymphatiques drainant la région anatomique doivent également 

être retirés car ils peuvent contenir quelques cellules cancéreuses ayant déjà réussi à se 

disséminer (West et al., 2010). Par ailleurs, le retrait de la partie du mésocôlon ou 

du mésorectum qui entoure la tumeur permet d’améliorer le succès de l’opération en diminuant 

le risque de récidive. On entend par mésocôlon ou mésorectum l’ensemble du pédicule 

vasculaire ainsi que les fascias associés. Une excision locale grâce à une microchirurgie 

endoscopique peut également être réalisée sur des tumeurs qui ne dépassent pas le tiers 

supérieur de la sous-muqueuse (Tytherleigh et al., 2008). 

Dans la majorité des cas, un cœlioscopie/laparoscopie est possible. Le principe est d’accéder à 

la cavité abdominale sans ouvrir la paroi abdominale. Pour cela le chirurgien utilise un 

endoscope, ainsi que du CO2 pour dilater les parois du côlon (sur le même principe qu’une 

coloscopie) et des trocarts qui font office d’extensions sur lesquelles le chirurgien peut installer 

les instruments dont il a besoin pour réaliser les différentes étapes de l’opération (pinces, 

ciseaux, instruments de coagulation et de suture, etc..). Plusieurs méta-analyses (Friedman et 

al., 2004 ; Shen et al., 2007 ; Ostwald et al., 2009) ont montré que des résections de CCR 

pratiquées via laparoscopie permettent d’obtenir les mêmes résultats sur le long terme que celles 

obtenues via une chirurgie « ouverte », et sont associées avec un plus faible nombre de patients 

requérants une transfusion sanguine (3,4% contre 12,2%), une reprise des fonctions digestives 

plus rapide (premiers mouvements de l’intestin après 3,3 jours contre 4,6 jours) et une durée 

d’hospitalisation plus courte (9,1 jours contre 11,7 jours). Cependant, l’opération en elle-même 

est plus longue (208 min contre 167 min) et les coûts intrinsèques sont plus élevés. 
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a. La chirurgie des CCR métastatiques 

Dans le cas d’une résection de métastases hépatiques, sont décrits comme facteurs de bon 

pronostic : un faible nombre de métastases, des lésions de taille inférieure à 5cm, pas d’atteinte 

majeure du réseau vasculaire, l’absence d’affection hépatique,  

la présence de bonnes réserves hépatiques, et des marges négatives lors de la résection du foie 

(Fong et al., 1999 ; Altendorf-Hofmann & Scheele, 2003). Les métastases extra-hépatiques, 

bien qu’étant un facteur de mauvais pronostic, peuvent être réséquées et ainsi apporter une 

réelle amélioration du DFS. La résection de métastases pulmonaires a un impact sur la survie 

dans certains cas (Girard et al., 1996). 

2. La radiothérapie 

a. La radiothérapie dans le CCR 

La radiothérapie n’est généralement pas utilisée dans le cancer du côlon, sauf si la tumeur ne 

peut être retirée en totalité du fait d’un envahissement important. La radiothérapie consiste à 

délivrer des doses de rayons dont l’énergie est capable de tuer les cellules cancéreuses. La 

radiothérapie est principalement néoadjuvante, c’est-à-dire qu’elle vise à réduire le volume de 

la tumeur en préopératoire afin de rendre son excision plus facile ou simplement possible. Le 

traitement est réalisé en séances courtes de quelques minutes, cinq jours par semaine pendant 

cinq semaines en moyenne, et se termine par une intervention chirurgicale six semaines après. 

La radiothérapie est de plus en plus souvent associée à une chimiothérapie néo-adjuvante. 

Concernant les cancers rectaux, la complexité de la région anatomique du pelvis les rend 

difficiles à traiter. Le risque de récurrence locorégionale est plus élevé dans le cas de cancers 

rectaux que de cancers du côlon et est généralement associé à un plus mauvais pronostic. Ce 

risque est dû à l’absence de séreuse dans le rectum, et à sa proximité avec d’autres organes et 

structures pelviennes, ce qui rend difficile l’obtention de marges chirurgicales suffisantes 

(Kapiteijn et al., 1998). Le traitement de référence pour les cancers du rectum de stade II et III 

(cliniquement T3 ou T4 ou avec propagation ganglionnaire) inclut des séances de radiothérapie 

préopératoires pour une dose totale de 50.4Gy répartie en 28 séances.  

L’ajout d’une chimiothérapie concomitante à de la radiothérapie dans le traitement du cancer 

rectal locorégional que ce soit préopératoire ou postopératoire permet d’accroitre l’efficacité de 

cette dernière. Ceci améliore la réponse au traitement et permet une possible éradication des 

micro-métastases. Les traitements les plus utilisés sont la 5-fluorouracile (5-FU) en perfusion, 
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ou plus récemment la capecitabine (prodrogue orale du 5-FU), les deux ayant montré des 

résultats équivalents (Hofheinz et al., 2012).  

Actuellement, des outils technologiques très performants permettent de mieux cibler la dose 

d’irradiation sur la tumeur : la radiothérapie à modulation d’intensité permet à beaucoup de 

malades d’être traités avec moins de risque d’effets secondaires.  

Concernant les effets secondaires de la radiothérapie, ils sont variables selon les personnes. On 

note souvent une rougeur de la peau qui peut être atténuée par des soins locaux. Une envie 

impérieuse d’uriner associée à des sensations de brûlures, appelée cystite radique, peut 

apparaître. Boire beaucoup, et en particulier une eau riche en bicarbonates, permet de la 

soulager. 

b. La radiothérapie des CCR métastatiques 

Dans la pratique clinique, d’autres techniques, comme l’ablation des métastases par 

radiofréquence (Wong et al., 2010), la chimiothérapie artérielle hépatique (Fiorentini et al., 

2012) administrée directement au foie, la radio-embolisation avec des microsphères de yttrium-

90 (Seidensticker et al., 2012) et la radiothérapie stéreotaxique, ont été implémentées dans le 

traitement de patients sélectionnés présentant un faible nombre de métastases hépatiques, ou 

comme complément à la chirurgie pour atteindre la résécabilité. L’impact de tels traitements 

n’est pas encore complètement élucidé dans la mesure où il n’existe pas à ce jour d’essai 

clinique permettant de les évaluer. 

3. La chimiothérapie 

a. Liste des médicaments et classes thérapeutiques 

Les agents alkylants  

L’oxaliplatine 

L'oxaliplatine est un agent antinéoplasique, appartenant à une nouvelle classe de dérivés du 

platine dans laquelle l'atome de platine est complexé avec un 1,2 diaminocyclohexane (DACH) 

et un groupe oxalate. L'oxaliplatine présente un large spectre d'activité cytotoxique in vitro et 

anti-tumorale in vivo dans divers systèmes de modèles tumoraux, y compris des modèles de 

cancer colorectal de l'homme. 

L'oxaliplatine s'est aussi montré efficace in vitro et in vivo dans différentes lignées résistantes 

au cisplatine. Une action cytotoxique synergique avec le 5-fluorouracile (5-FU) a également été 

mise en évidence in vitro et in vivo. 
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Les études sur le mécanisme d'action, bien que celui-ci ne soit pas totalement élucidé, montrent 

que les dérivés hydratés résultant de la biotransformation de l'oxaliplatine interagissent avec 

l'ADN pour former des ponts intra- et inter-brins entraînant une interruption de la synthèse de 

l'ADN, cause de l'activité cytotoxique et anti-tumorale. Les différents conditionnements sont 

des formes injectables à 50 mg, 100 mg ou 200 mg ainsi que des solutions pour perfusion à 5 

mg/mL 

Les antimétabolites 

Le 5-FU 

Le 5-FU est un antinéoplasique cytostatique de la classe des antimétabolites (antipyrimidine). 

Son action cible principalement les cellules cancéreuses car l'uracile joue un double rôle 

fondamental dans les tissus à croissance rapide : d'une part, en étant le précurseur (via la 

thymidilate-synthétase (TS)) de la thymine, base nécessaire à la synthèse d'ADN (acide 

désoxyribonucléique) qui préside à la division cellulaire ; d'autre part, en entrant dans la 

composition des ARNs qui président à la synthèse des protéines et des enzymes cellulaires. 

Ainsi, le 5-FU exerce plusieurs effets antimétaboliques : tout d'abord, il est métabolisé en 5-

fluorodéoxyuridine 5'-monophosphate (FdUMP) qui, en présence de 6-

méthylènetétrahydrofolate, se lie à la TS, bloquant la méthylation de l'uracile en thymine, 

provoquant ainsi une inhibition de la synthèse d'ADN qui freine la prolifération cellulaire ; 

d'autre part, il est phosphorylé et triphosphaté (FUTP) et incorporé à la place de l'uracile dans 

les ARNs (acides ribonucléiques), entraînant des erreurs de lecture du code génétique lors de la 

synthèse de protéines et d'enzymes, et de la production de coenzymes inefficaces et de 

ribosomes immatures. Les différents conditionnements sont des perfusions IV de 50mg/ml, de 

1000mg/20ml ou de 5000mg/100ml. Le 5-FU est réservé à l’usage hospitalier. 

La capécitabine 

La capécitabine est un carbamate de la fluoropyrimidine non cytotoxique. Il se comporte 

comme un précurseur, administré par voie orale, de la fraction cytotoxique, le 5-fluoro-uracile 

(5-FU). L'enzyme impliquée dans la conversion finale en 5-FU, la thymidine-phosphorylase 

(ThyPase) est localisée principalement dans les tissus tumoraux. La capécitabine est 

couramment utilisée dans la prise en charge des cancers colorectaux, du sein et de l’estomac. 

Les différents conditionnements des comprimés sont de 150mg ou 500mg. 
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Les inhibiteurs de topoisomérases 

L’rinotécan 

L'irinotécan est un dérivé hémi-synthétique de la camptothécine. Il s'agit d'un agent anti-

néoplasique qui agit comme inhibiteur spécifique de l'ADN topo-isomérase I. L'irinotécan est 

métabolisé par la carboxylestérase dans la plupart des tissus en un métabolite actif, le SN-38, 

qui s'est révélé plus actif que l'irinotécan sur la topo-isomérase I purifiée, et plus cytotoxique 

sur plusieurs lignées de cellules tumorales murines ou humaines. L'inhibition de l'ADN topo-

isomérase I par l'irinotécan ou le SN-38 induit des lésions simple-brin de l'ADN qui bloquent 

la fourche de réplication de l'ADN et sont responsables de l'activité cytotoxique. Celle-ci est 

fonction du temps de contact avec les cellules et est spécifique de la phase S. 

L’irinotécan est disponible en flacon pour solutions injectables de 40mg/2ml, 100mg/5ml et 

300/15ml.  

Les antianémiques 

Acide folinique (Leucovorine) 

L'acide folinique, dérivé de l'acide L-glutamique, est un mélange racémique de dérivés 

dextrogyre et lévogyre. Le lévofolinate de calcium est la forme lévogyre (L), forme active du 

racéminque DL-acide folinique. Il est, utilisé comme antagoniste biochimique des antifoliques 

en particulier du méthotrexate. Il est également utilisé à très fortes doses pour potentialiser 

l’activité cytostatique du 5-FU. Cette synergie d’action a été démontrée notamment dans les 

cancers colorectaux métastasés.  

L’acide folinique existe dans une grande variété de conditionnements différents, en association 

avec le 5-FU il est prescrit sous forme IV à 200mg/m2/jour ou 100mg/m2/jour. Avec le 

méthotrexate il est prescrit à 10 à 25mg/m2 ou 5 à 12.5mg/m2 par voie IM, IV lente ou orale. 

b. Implication de la chimiothérapie dans les protocoles de soin du CCR 

La chirurgie reste le seul traitement curatif du CCR, cependant, une chimiothérapie peut être 

prescrite en fonction du stade d’avancement de la maladie. Les schémas décisionnels et les 

différents protocoles de chimiothérapie sont résumés dans les figures ci-dessous : pour le cancer 

du côlon dans la figure 5 et pour le cancer du rectum dans la figure 6. 
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 Fig.5&6 (3) Chimiothérapie adjuvante (après chirurgie) : Elle fait appel, en cas de 

risque élevé de récidive (stade IIb), aux protocoles FOLFOX 4 (5-fluoro-uracile (5FU), 

Oxaliplatine, Acide folinique) ou LV5FU2 (5-fluoro-uracile (5FU), Acide folinique). 

Au stade III, le traitement de référence est le FOLFOX 4 pendant 6 mois. En cas de 

contre-indication à l'oxaliplatine, les alternatives sont : LV5FU2, 5FU oral. 

 Fig.5&6 (4) Chimiothérapie néoadjuvante (avant chirurgie) : Indiquée en présence de 

métastases, elle a pour but de réduire le volume tumoral et de tester la sensibilité de la 

tumeur et des métastases à la chimiothérapie. Le protocole de référence est le FOLFOX 

4, seul ou associé à des thérapies ciblées (bévacizumab, cétuximab). 

 Fig.5&6 (5) Thérapies ciblées : Il s'agit de médicaments dirigés contre des cibles 

moléculaires spécifiques (récepteurs, gènes ou protéines jouant un rôle dans la 

cancérogenèse). Le bévacizumab et le cétuximab sont indiqués, en présence de 

métastases, en association aux protocoles FOLFOX 4 (avant et après chirurgie) ou 

FOLFIRI (Irinotécan ; 5-fluoro-uracile (5FU), Acide folinique) (après chirurgie). 

 Fig.5&6 (6) Chimiothérapie palliative : Le choix entre différents schémas (5FU seul ou 

associé à l'irinotécan, plus ou moins bévacizumab ou cétuximab), est à discuter selon 

les toxicités et les contre-indications. En cas de métastases hépatiques, une 

chimiothérapie intra-artérielle hépatique par 5FU ou oxaliplatine peut être discutée. 

Les différents protocoles de chimiothérapie sont détaillés dans le tableau III  
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Le traitement de choix pour un CCR de stade III reste le protocole FOLFOX qui permet aux 

patients de bénéficier d’une amélioration de 3% de leur « disease free survival » (DFS) à 3 ans. 

De même, le schéma associant la capécitabine à de l’oxaliplatine (CapeOx) s’est révélé plus 

efficace que le schéma traditionnel associant du 5-FU à de l’acide folinique, permettant 

d’augmente le DFS à trois ans des patients de 4.4% (Haller et al., 2011). Les associations 

comportant de l’oxaliplatine sont privilégiées, on ne réservera les schémas dépourvus 

d’oxaliplatine qu’en cas de contre-indication de son utilisation. 

L’utilisation de chimiothérapie adjuvante au stade II est plus controversée. Pour un sous-groupe 

de patients ayant un fort risque de récurrence, l’utilisation de chimiothérapie, selon les 

associations décrites ci-dessus peut être envisagée (Benson et al., 2004). Il est recommandé de 

discuter avec le patient des avantages et inconvénients qu’une telle thérapie pourrait lui 

apporter. Il a cependant été rapporté dans certains cas que l’utilisation de chimiothérapie 

adjuvante à ce stade ne pouvait apporter qu’un bénéfice négligeable voir même des effets 

négatifs. Sur cette base, l’utilisation systématique d’une chimiothérapie adjuvante dans le CCR 

de stade II n’est pas recommandée. 
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c. La chimiothérapie des CCR métastatiques 

Une chimiothérapie doit être envisagée pour tout patient présentant un CCR métastatique. Ces 

traitements peuvent jouer un rôle synergique en association avec la chirurgie, un rôle 

néoadjuvant afin de rendre les métastases résécables, ou bien un rôle palliatif en dernier recours. 

Une étude comparant l’utilisation du schéma de chimiothérapie FOLFOX pendant 6 mois suivi 

d’une chrurgie avec une chirurgie seule chez des patients ayant jusqu’à 4 métastases hépatiques 

résécables, a démontré une amélioration de 3 ans de la survie sans progression (PFS). Le 

schéma FOLFOX est considéré comme la meilleure thérapie adjuvante à la chirurgie des 

métastases hépatiques (Nordlinger et al., 2008). 

Concernant l’utilisation néoadjuvante de la chimiothérapie sur des atteintes hépatiques 

potentiellement résécables, FOLFOX et FOLFIRI ont montré un taux de réponse similaire 

d’approximativement 30% (Colucci et al., 2005), alors que la combinaison associant 

l’oxaliplatine, l’irinotecan et le 5-FU (FOLFOXIRI) a montré un plus haut niveau de réponse 

(66%), permettant d’atteindre plus fréquemment un état résécable qu’avec FOLFIRI (Falcone 

et al., 2007). 

La chimiothérapie à usage palliatif permet d’augmenter la survie, de réduire la 

symptomatologie et peut augmenter la qualité de vie. Un tel traitement peut être prescrit pendant 

6 mois ou jusqu’à la progression de la maladie en fonction de la toxicité. Les ajustements en 

temps, et le choix exact de la composition de la thérapie vont dépendre des thérapies 

précédentes, des voies d’administrations, du profil de toxicité, ainsi que des objectifs poursuivis 

par ce traitement. FOLFOX et FOLFIRI atteignent des résultats similaires avec une survie 

globale de 15 mois, équivalente aux schémas associant l’oxaliplatine et à ceux substitutant le 

5-FU par la Capécitabine (Díaz-Rubio et al., 2007). 

4. Les thérapies ciblées 

a. Les molécules 

Le cétuximab 

Le cetuximab est un anticorps monoclonal chimérique IgG1 dirigé contre le récepteur du facteur 

de croissance épidermique (EGFR) produit en excès dans les tumeurs. Le cétuximab bloque la 

liaison des ligands endogènes de l'EGFR aboutissant à une inhibition de la fonction du 

récepteur. De plus, il induit l'internalisation de l'EGFR, ce qui peut entraîner une régulation 

négative de l'EGFR. Le cétuximab recrute également les cellules immunes effectrices 
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cytotoxiques contre les cellules tumorales exprimant l'EGFR (cytotoxicité médiée par les 

cellules dépendantes des anticorps-ADCC). 

La protéine produite par le proto-oncogène RAS (rat sarcoma) joue un rôle central dans la 

transduction des signaux en aval de l'EGFR. Au sein des tumeurs, l'activation de la protéine 

Ras par l'EGFR contribue à l'augmentation de la prolifération et de la survie.  

Les gènes RAS (notamment KRAS) constituent l'une des familles d'oncogènes le plus 

fréquemment activées dans le cadre des cancers humains. Les mutations des gènes RAS au 

niveau de certains hot-spots des exons 2, 3 et 4 engendrent une activation constitutive des 

protéines RAS indépendamment des signaux de l'EGFR.  

Le cétuximab existe en conditionnement pour préparations injectables à 5mg/mL de 100mL ou 

200mL.  

Le bévacizumab 

Le bévacizumab est un anticorps monoclonal humanisé anti-VEGF (Vascular Endothelial 

Growth Factor). Il inhibe la liaison du VEGF à ses récepteurs flt-1 (VEGFR-1) et KDR 

(VEGFR-2) à la surface des cellules endothéliales, réduisant ainsi la vascularisation et la 

croissance tumorale. La neutralisation de l'activité biologique du VEGF fait régresser les 

vaisseaux tumoraux, normalise les vaisseaux tumoraux restants, et inhibe la formation de 

nouveaux vaisseaux tumoraux. Le bévacizumab se présente en préparations pour solutions 

injectables de 100mg/4mL ou de 400mg/16mL. 

b. Implication dans la thérapeutique 

Depuis les 10 dernières années, de nouveaux traitements ciblés, en particulier des anticorps 

monoclonaux, ont fait leur apparition dans les schémas de prise en charge du CCR (en 

particulier du CCR métastatique) ainsi que dans celle d’autres cancers. 

Certaines études ont montré le bénéfice apporté par l’ajout du Bevacizumab à une thérapie 

oxaliplatine/irinotecan. On obtient une augmentation à la fois du PFS et de la survie globale. 

Sa combinaison avec des protocoles comportant uniquement de l’oxaliplatine a permis 

d’augmenter la PFS mais pas la survie globale (Saltz et al., 2008 ; Cassidy et al., 2008).  

La présence de mutation de l’EGFR dans un nombre important de CCR (et de cancers du 

poumon) a conduit à l’émergence de l’utilisation du Cetuximab. La combinaison du Cetuximab 

avec le protocole FOLFIRI permet d’augmenter le PFS et la survie globale (Van Cutsem et al., 

2011). En revanche l’utilisation du Cetuximab n’a pas montré de bénéfice sur la survie 
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statistiquement décelable en association avec FOLFOX (Maughan et al., 2011). Il a été montré 

que le Cetuximab pouvait lever la résistance à l’irinotecan. Les mutations des gènes KRAS et 

BRAF dans les voies de signalisation en aval de l’EGFR dans les tumeurs, sont incompatibles 

avec une réponse positive au Cétuximab. Déterminer le statut mutationnel de KRAS est donc de 

première importance afin de déterminer quels patients seront éligibles à une thérapie au 

Cetuximab. 
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 Cancer colorectal et métabolisme 

1. La mutation KRAS dans le CCR 

L’apparition de nouvelles thérapies ciblées comme le bevacizumab un anticorps monoclonal 

inhibiteur de l’angiogenèse, ou le cetuximab, un anticorps inhibiteur de l’Epithelial Growth 

Factor Receptor (EGFR), a contribué à l’amélioration de la prise en charge des formes avancées 

de CCR. Néanmoins, ces médicaments ne sont pas administrables chez tous les patients. Le 

cetuximab n’est par exemple pas indiqué dans les formes de CCR présentant une mutation de 

l’oncogène KRAS : l’activation de la protéine codée par ce gène intervient en aval de celle de 

l’EGFR, et rend inefficace l’inhibition du récepteur. De plus, les patients traités par ces 

molécules sont très souvent sujets à l’apparition de résistances qui conduisent à la 

recrudescence de la tumeur (Deschoolmeester, et al. 2010). Le développement de nouvelles 

stratégies thérapeutiques permettant de prendre en charge les formes les plus avancées de CCR 

constitue donc un enjeu de santé publique majeur. 

Le gène ras est l’un des oncogènes les mieux caractérisés et les plus étudiés à ce jour. Parmi 

les trois isoformes humains, KRAS est le plus fréquemment altéré. Les mutations du gène KRAS 

sont particulièrement fréquentes dans les cancers du pancréas et du côlon dans lesquels elles 

représentent environ 90% et 40% des cas respectivement. Entre 30 et 50% des patients atteints 

d’un CCR métastatique présentent une mutation KRAS. Les mutations les plus fréquentes sont 

sur le codon 12 (G12D, 13% et G12V, 9%) ou 13 (G13D, 8%) (Osumi. et al. 2015) (Figure 7). 

Les gènes de la famille ras codent pour des protéines de 21 kDa (118 acides aminés), associées 
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à la face interne la membrane plasmique. Sous leur forme inactive, les protéines ras sont 

exprimées de façon ubiquitaire. Elles s’activent dès lors qu’un récepteur tyrosine kinase proche 

(notamment les récepteurs aux facteurs de croissance comme l’EGFR) se lie à son ligand. Elles 

changent alors d’état, passent d’une conformation GDP-liée (Guanosine Diphosphate liée) 

inactive à une conformation GTP-liée (Guanosine Triphosphate liée) active. Une fois activées, 

les protéines Ras vont entraîner une activation de voies de signalisation en aval, comme les 

voies PI3K (phosphoinositide 3-kinase) et MAPK (Mitogen-activated protein kinases), 

impliquées dans la survie et la prolifération cellulaire. Lorsque Kras est muté, la protéine se 

trouve perpétuellement dans un état GTP-lié, conduisant à une activation constitutive des voies 

de survie, indépendamment des signaux transmis par les récepteurs aux facteurs de croissance 

(Arrington, et al. 2012) (Figure 8). La transduction de ces signaux mène in fine à une 

prolifération anarchique et à la prédominance des signaux de survie, deux caractéristiques 

majeures des cellules cancéreuses.   
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2. Métabolisme du cancer 

a) Métabolisme énergétique  

Les cellules cancéreuses présentent un certain nombre d’altérations caractéristiques, qui 

participent à leur développement et à leur survie. Elles sont regroupées sous l’appellation 

« hallmarks of cancer », rassemblées en 2001 puis actualisées en 2011, par Hanahan et 

Weinberg (Hanahan & Weinberg, 2011). Ces caractéristiques incluent notamment la 

dérégulation du métabolisme énergétique. 

Le métabolisme énergétique des cellules normales a pour but de maintenir l’homéostasie ce qui 

nécessite de produire de l’énergie principalement sous forme d’adénosine triphosphate (ATP). 

Dans ce but, le glucose est dégradé par le biais de différentes voies métaboliques : la glycolyse 

dans le cytoplasme, le transfert dans la mitochondrie sous forme d’acétyl-Coenzyme A 

(Acétyle-CoA), le cycle de Krebs (ou cycle des acides tricarboxyliques, cycle TCA) dans la 

matrice mitochondriale puis le long de la chaine de transport des électrons qui, couplée à l’ATP 

synthase permet la production d’ATP a raison de 36 à 38 molécules d’ATP par molécule de 

glucose oxydée (Figure 9A). Ceci constitue la voie primordiale de l’utilisation du glucose et 

permet d’atteindre un taux optimal de production d’énergie pour assurer la maintenance 
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cellulaire et entretenir des processus tels que le renouvellement protéique et la réparation de 

l’ADN. Les cellules cancéreuses ont des besoins énergétiques et anaboliques très élevés du fait 

de leur activité de prolifération exacerbée. Pour se multiplier, elles requièrent de l’énergie, des 

acides aminés pour produire de nouvelles protéines, des nucléotides pour répliquer leur ADN 

(Acide Désoxyribonucléique) ainsi que des lipides pour constituer membrane plasmique et 

organites cellulaires.  

b)  L’effet Warburg 

Afin de répondre à leurs besoins énergétiques et anaboliques, et également pour maintenir un 

statut oxydatif (rédox) correct, la majorité des cellules cancéreuses présentent une augmentation 

de la prise de glucose, du flux glycolytique et de la production de lactate, et ce même en 

présence de dioxygène. Ce comportement particulier avait déjà été observé par O. Warburg 

dans Les années 20 et avait initialement été attribué à un dysfonctionnement mitochondrial. 

Cette dégradation incomplète du glucose avec conversion du pyruvate en lactate a depuis été 

appelée glycolyse aérobie ou effet Warburg (pour revue, voir Koppenol, et al. 2011) (Figure 

9B). Aujourd’hui, on sait que cette glycolyse aérobie n’est pas la conséquence d’une déficience 

au niveau des mitochondries. Les mitochondries des cellules proliférantes sont fonctionnelles 

mais au lieu de réaliser prioritairement la phosphorylation oxydative pour la production 

d’énergie, elles sont reprogrammées pour servir d’organelles biosynthétiques (Ward & 

Thompson. 2012). Le pyruvate étant réduit en lactate par la lactase déshydrogénase (LDH), la 

voie de la respiration cellulaire n’est pas favorisée. 

Cependant, bien que la glycolyse seule conduise à un rendement énergétique moins élevé que 

les phosphorylations oxydatives (2 molécules d’ATP contre 36-38), elle confère sans nul doute 

d’autres avantages à la cellule cancéreuse. 

En premier lieu, le processus glycolytique est 10 à 100 fois plus rapide ce qui permet une 

fourniture rapidement mobilisable d’énergie et adaptable en fonction de la disponibilité du 

glucose et de la demande en ATP de la cellule (Shestov, et al. 2014.).  
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De plus, la prolifération cellulaire requiert non seulement de l’ATP mais aussi des nucléotides, 

des acides aminés et des lipides. Les intermédiaires métaboliques de la glycolyse peuvent servir 

de précurseurs pour générer ces molécules (Figure 10). 

Le glucose-6-phosphate peut être dévié vers la voie des pentoses phosphates, converti en ribose-

5-phosphate pour in fine produire des nucléotides avec production de NADPH (nicotinamide 

adenine dinucleotide phosphate). Les intermédiaires de la glycolyse peuvent également être 

détournés vers la synthèse de lipides : le dihydroxyacétone phosphate peut être réduit en 

glycérol-3-phosphate, précurseur du triacylglycérol et phospholipides, participant ainsi au 

renouvellement des membranes. Le 3-phosphoglycérate peut être converti en sphingolipides, 

qui entrent également dans la composition des membranes. Le 3-phosphoglycérate et le 

pyruvate peuvent être transformés en acides aminés comme la sérine, la glycine, la cystéine ou 

l’alanine. Une très grande partie des intermédiaires de la glycolyse peut donc servir de base 

pour générer les principales macromolécules biologiques nécessaire à la prolifération cellulaire.  
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L’effet Warburg procure d’autres avantages pour le développement tumoral. Il permet à la 

cellule cancéreuse de survivre dans un environnement bien souvent hypoxique, ou 

transitoirement hypoxique. De plus, la forte production de lactate conduit à une baisse du pH, 

d’abord intracellulaire, puis extracellulaire via les transporteurs de monocarboxylate (MCT). 

Cette acidification a, d’une part, des effets mutagènes et clastogènes en inhibant la réparation 

de l’ADN et participe à l’instabilité génétique caractéristique des cellules tumorales (Morita, et 

al. 1992.). D’autre part, l’acidification du milieu extracellulaire favorise l’invasion cellulaire et 

le processus métastatique. Le pH bas va entrainer la mort des cellules voisines par apoptose via 

l’activation de p53 et des caspases. Les cellules cancéreuses ayant très souvent une mutation de 

p53, ce mécanisme affecte préférentiellement les cellules saines (Park, et al 1999). Enfin, un 

milieu acide favorise l’activité des métalloprotéases qui pourront conduire à une dégradation 

de la matrice extracellulaire et des lames basales et, in fine favoriser l’invasion tumorale 

(Martinez-Zaguilan, et al. 1996 ;El-Kenawi et al., 2019).  

Un autre avantage à l’utilisation préférentielle de la glycolyse par les cellules tumorales est le 

maintien d’un niveau bas des espèces réactives de l’oxygène (ROS) qui sont dommageables  
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pour les cellules. En effet, la mitochondrie est la source majeure de production de ROS tels que 

l’anion superoxyde (O2-), le peroxyde d’hydrogène (H2O2) et le radical hydroxyle (OH•). Les 

ROS sont formés à partir de la liaison de l’oxygène à des électrons qui s’échappent de la chaine 

de transport mitochondriale. L’accumulation excessive de ROS entraine un stress oxydant qui 

est toxique pour la cellule. La glycolyse prenant le pas sur la respiration mitochondriale, on 

observe une diminution de la formation des ROS par la mitochondrie. De plus, la déviation du 

glucose vers la voie des pentoses phosphates permet la production de NADPH, un facteur 

essentiel pour le réapprovisionnement en glutathion réduit (GSH), un facteur antioxydant 

majeur (Figure 11).  

On notera cependant qu’il existe une hétérogénéité au sein des tumeurs, et que bien que la 

majorité des cellules cancéreuses présentent un métabolisme du glucose essentiellement 

glycolytique, certaines cellules maintiennent un métabolisme énergétique dépendant de la 

respiration cellulaire. Il existe ainsi une coopération entre les zones tumorales glycolytiques qui 

produisent du lactate et les zones oxydatives qui importent le lactate pour le convertir en acétyl-

CoA et ainsi alimenter le cycle de Krebs (Sonveaux, et al. 2008.). Il faut, de plus, remettre cette 

dérégulation métabolique dans un contexte physiologique dynamique avec de nombreuses 

variations qui peuvent survenir au court du temps en fonction des différents stades de 

développement de la tumeur (Danhier, et al. 2017). Des travaux ont montré que des cellules 

issues de cancer du sein présentaient une augmentation de leur métabolisme oxydatif au cours 

du processus métastatique via l’activation du facteur de transcription PGC-1α (peroxisome 

proliferator-activated receptor gamma, coactivator 1 alpha) qui favorisent les voies de la 

respiration cellulaire (Lebleu, et al. 2014). Cette observation est cohérente avec le modèle selon 

lequel l’effet Warburg aurait comme but principal de favoriser la synthèse de macromolécules 

nécessaire à la prolifération plus qu’à générer de l’énergie sous forme d’ATP. Pour initier un 

phénotype invasif et mobile, les cellules auraient donc besoin de revenir vers un métabolisme 

permettant de produire plus d’énergie. 

c) Régulation de la reprogrammation métabolique par les oncogènes 

La transformation maligne est accompagnée de certaines mutations, amplifications ou pertes de 

gènes qui ont un impact non seulement sur les capacités prolifératives mais aussi sur le 

métabolisme. Les perturbations métaboliques rencontrées au niveau des cellules cancéreuses, 

au premier rang desquels l’effet Warburg, sont notamment la conséquence d’altérations 

génétiques, que ce soit l’activation d’oncogènes, ou la perte de fonction de gènes suppresseurs 

de tumeur.  
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On peut notamment citer l’oncogène Myc qui régule la synthèse des nucléotides (Miller, et al. 

2012), ainsi que la biogenèse mitochondriale et induit la glycolyse aérobie. Myc favorise la 

consommation de glucose en augmentant l’expression de ses transporteurs (Osthus, et al. 2000) 

ainsi que la production de lactate (Shim, et al. 1997). Akt induit l’augmentation de l’expression 

de transporteurs du glucose (Jacobs, et al. 2008) et de l’hexokinase (Elstrom, et al. 2004 ; Robey 

& Hay 2009), favorisant l’effet Warburg et l’addiction des cellules cancéreuses au glucose. En 

aval d’Akt, mTORC1 (mammalian target of rapamycin 1) est impliqué dans la régulation du 

métabolisme mitochondrial. Il favorise la production des acides aminés par les réactions de 

transamination au niveau de la mitochondrie comme la production d’aspartate à partir 

d’oxaloacétate et de glutamate (Ward & Thompson 2012) 

HIF1a (Hypoxia inducible factor 1a) est un facteur de transcription qui présente un impact 

majeur sur la régulation du métabolisme énergétique. En normoxie HIF1a est normalement 

adressé vers le protéasome pour y être dégradé. Cette dégradation est empêchée en cas 

d’hypoxie. Et HIF1a peut alors jouer son rôle au niveau du noyau et stimuler la transcription 

de gènes liés au métabolisme anaérobie et donc liés à la glycolyse. Dans les tumeurs, HIF1a est 

maintenu actif et favorise la glycolyse aérobie en induisant l’expression de transporteurs du 

glucose et de la pyruvate kinase déshydrogénase (PDK) (Kim, et al. 2006). PDK inhibe 

l’activité de la pyruvate déshydrogénase (PDH) ce qui favorise la conversion du pyruvate en 

lactate plutôt que son envoi dans le cycle de Krebs sous forme d’acétylCoA (Kim, et al. 2006). 

Enfin, en plus de leurs effets déjà mentionnés sur la prolifération et la survie les mutations de 

Ras, majoritairement représentées par KRAS, favorisent l’expression du transporteur de 

glucose GLUT1 (Sasaki, et al. 2012). Il est intéressant de noter que la carence en glucose 

augmente le taux d’apparition de mutations Ras au niveau de cellules de carcinome du côlon 

(Yun, et al. 2009), ce qui indique l’avidité de ces cellules pour le glucose. Ras favorise 

également l’absorption et la synthèse des acides gras (Kamphorst, et al. 2013). 

En conclusion, la dérégulation du métabolisme énergétique des cellules tumorales constitue une 

adaptation essentielle permettant aux cellules cancéreuses de produire une fourniture 

énergétique et un apport d’intermédiaires métaboliques suffisamment important pour soutenir 

leur importante réplication tout en maintenant un statut rédox acceptable. Ces altérations sont 

une réponse à un environnement carencé ainsi qu’à des altérations génétiques (Figure 12).  
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3. Le méthylglyoxal 

a) Origine et caractéristiques chimiques 

Le méthylglyoxal (MG, C3H4O2) est un dicarbonyle également appelé pyruvaldéhyde ou 2-

oxopropanal qui est principalement formé dans les cellules lors de la glycolyse (Figure 13). 

Plus précisément, cette molécule est un sous-produit formé au cours de la quatrième réaction 

de la glycolyse. C’est la perte spontanée d’un groupement phosphate à partir des trioses 

phosphates, glycéraldéhyde-3-phosphate (GAP) et dihydroxyacétone phosphate (DHAP), qui 

engendre la création de MG (Phillips & Thornalley 1993.). 
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L’enzyme glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH) est importante pour la 

régulation du taux de formation de MG car elle catalyse la réaction suivante de la glycolyse, 

transformant les trioses phosphates en 1,3-bisphosphoglycérate. Une activité faible de GAPDH 

favorise l’accumulation des trioses phosphates et ainsi la production spontanée de MG 

(Beisswenger, et al. 2003) (Figure 14). L’activité de cette enzyme clé est notamment régulée 

par sa modification par le MG suggérant que le MG exercerait un rétrocontrôle sur sa propre  
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production. La glycolyse ne produit, cependant, que relativement peu de MG, qui représente 

environ 0.1% du flux glycolytique. Cette proportion peut augmenter jusqu’à 1% dans les 

conditions d’hyperglycémie associées au diabète (Rabbani & Thornalley 2011).  

D’autres voies conduisent à la formation de MG comme l’oxydation de l’acétone lors du 

catabolisme des corps cétoniques (Casazza, et al. 1984) et l’oxydation de l’aminoacétone dans 

le catabolisme de la thréonine (Lyles & Chalmers 1992). La dégradation oxydative des lipides 

(peroxydation) (Esterbauer, et al. 1982), celles des protéines glycquées par le glucose ou des 

monosaccharides (Thornalley, et al. 1999) contribue également à la formation de MG (Figure 

14). La famille des dicarbonyles compte deux autres membres majeurs, le glyoxal (GO) et le 3-

déoxyglucosone (3-DG). Ils sont principalement formés lors de la dégradation non-

enzymatique du glucose et des protéines glycquées par le glucose (Thornalley, et al. 1999). La 

peroxydation lipidique (Loidl-Stahlhofen & Spiteller 1994) et la dégradation de nucléotides 

peuvent aussi former le GO alors que le 3-DG peut être produit par la dégradation du 

fructosamine-3- phosphate lors de la réparation des protéines glycquées ou lors de la 

dégradation du fructose-3-phosphate (Lal, et al. 1997 ; Delpierre, et al. 2000). Dans les résultats 

qui seront présentés par la suite, les effets du MG seront considérés comme représentatifs du 

stress dicarbonyle dans son ensemble. 

b) Le stress dicarbonyle 

Le MG possédant deux groupements carbonyles (une cétone et un aldéhyde), il présente une 

très grande réactivité. Il est notamment capable de réagir avec les groupes amines et guanides 

des macromolécules biologiques pour former les produits de glycation avancés (AGEs). Ces 

produits de glycations ont été impliqués dans l’étiologie de nombreuses maladies chroniques, 

telle que le diabète et ses complications (Bierhaus, et al. 2012), les maladies neurodégénératives 

(Kuhla, et al. 2007), le vieillissement prématuré, l’obésité, l’insuffisance rénale, les maladies 
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cardiovasculaires, l’ostéoarthrite et, dans une moindre mesure, le cancer (Santarius, et al. 2010; 

pour revue voir Rabbani & Thornalley 2015) (Figure 15). 

 On considère donc le MG comme un agent glycquant extrêmement réactif. Son activité de 

modification des protéines est ainsi par exemple 10 000 à 50 000 fois supérieure à celle du 

glucose. Contrairement à la glycosylation, la glycation est un processus qui ne requiert pas 

d’activité enzymatique. La glycation se déroule en une succession de réactions non-

enzymatiques regroupées sous le nom de réaction de Maillard. Ce procédé met en jeu des  
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groupements carbonyles et amines, menant à la formation d’AGEs et s’apparente à une 

caramélisation (Figure 16).  

Les adduits de glycation formés par le MG réagissent principalement avec les résidus amines 

libres des protéines, des nucléotides et des lipides. La proportion des molécules modifiées par 

le MG est de 0,1-1% des résidus lysine et arginine des protéines, 1/100000 des nucléotides et 

0,1% des phospholipides basiques (Thornalley, et al. 2003). Les hydroimidazolones (MG-

H1/2/3), les argpyrimidines, les tétrahydropyrimidines (THF) sont les adduits formés par le MG 

sur les arginines. La formation d’adduits du MG à partir de lysine résulte en Nε-

(carboxyethyl)lysine) (CEL) ou en dimères 1,3-di(Nε–lysino)-4-methyl-imidazolium (MOLD). 

L’adduction de lysine et d’arginine ensemble par le MG forme les adduits MODIC 

(methylglyoxal-derived imidazolium cross-link) (Figure 17). Puisque le MG est présent dans 

toutes les cellules, et est le dicarbonyle le plus réactif in vivo, l’identification de ses cibles est 

d’un intérêt scientifique certain. L’accumulation des adduits formés au niveau des 

macromolécules biologiques entraine un nouveau type de stress cellulaire : le stress 

dicarbonyle. 
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c) Détoxification du MG 

Le stress cellulaire induit par le MG a de nombreux effets délétères avec notamment un impact 

sur la structure et la fonction des protéines et la stabilité génétique. Physiologiquement, cette 

toxicité est compensée par des voies de détoxification, dont la principale est la voie des 

glyoxalases. Ce système comprend deux enzymes glyoxalases (Glo1 et Glo2) qui détoxifient le 

MG en D-lactate. Le glutathion réduit (GSH) joue ici le rôle de cofacteur en formant 

spontanément un hémithioacétal avec le MG, qui sera converti en S-D-lactoylglutathion par 

GLO1, puis en D-lactate par Glo2 avec régénération du GSH (Figure 18).  
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Le lactate ainsi formé peut quitter la cellule par diffusion passive au travers de la membrane, 

ou via un transporteur spécifique. L’inhibition de cette voie de détoxification conduit à une 

accumulation de MG dans la cellule. D’un point de vue structural, Glo1 est une isomérase 

homodimérique dépendante du Zn2+. Elle est régulée par des mécanismes de modifications 

post-traductionnelles parmi lesquels on peut citer la glutathionylation qui induit une inhibition 

de son activité en réponse au statut rédox de la cellule. Glo2 est une thiolestérase monomérique 

qui contient un site de liaison pour des métaux binucléaires, comme le zinc ou le fer, ce qui est 

essentiel à la liaison du substrat et à son activité catalytique. Elle est à la fois exprimée dans le 

cytosol et dans la mitochondrie, bien que son rôle dans cette dernière ne soit pas encore élucidé 

(Talesa, et al. 1988).  

Le MG peut également être pris en charge par les enzymes de la superfamille des aldoses 

réductases qui peuvent le réduire. Elle se décompose en deux classes : la classe A (AKR1A) 

qui comprend les aldéhydes réductases (EC 1.1.1.2) et la classe B (AKR1B) qui est composée 

des aldo-kéto réductases (EC 1.1.1.21). Cette dernière possède une activité de réduction du MG 

100 fois plus efficace que celle des AKR1A (142). Parmi les AKR1B, l’isoenzyme AKR1B1 

est la plus active pour détoxifier le MG (Rabbani & Thornalley 2012 ; Baba, et al. 2009). Dans 

les cellules endothéliales, la contribution à la détoxification du MG a été évaluée à 60% par le 
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système Glo1 et à 40% par AKR1B1 dans des conditions de faible concentration en MG (1-

20μM) (Baba, et al. 2009) alors qu’à de plus fortes concentrations de MG, la contribution de 

Glo1 augmente. La détoxification du MG par les AKRs nécessite la présence de NAPDH 

comme co-facteur et peut mener à la production de 2 produits différents en fonction de la 

disponibilité de GSH. En cas d’absence de GSH dans le milieu, les produits principalement 

formés sont l’acétol à 95% et le lactaldéhyde à 5% Alors qu’en présence de GSH, AKR forme 

principalement le lactaldéhyde (Vander Jagt, et al. 2001).  

Le MG peut également être détoxifié par les enzymes appartenant au groupe des aldéhydes 

déshydrogénases (ALDH). En particulier, l’isoenzyme ALDH9 oxyde le MG en pyruvate en 

présence de NAD+ (Izaguirre, et al. 1998) (Figure 18). 

Les cellules cancéreuses glycolytiques produisent une quantité de MG significativement 

supérieure à celle des cellules saines. L’adaptation des cellules tumorales à une forte 

concentration en MG, notamment via une augmentation de l’activité des mécanismes de 

détoxification, est donc un mécanisme important pour leur survie (Wang, et al. 2012). 

 

d) « MG scavenger » 

Dans le but de moduler la concentration de MG intracellulaire et le stress dicarbonyle, il est 

possible d’utiliser des molécules capables de capturer le MG, empêchant ainsi la glycation des 

macromolécules et la formation des AGEs. Ces molécules sont appelées des « MG 

scavengers ». Parmi les molécules ayant déjà fait montre d’une action inhibitrice sur le MG on 

peut notamment détailler :  

La carnosine, qui est un dipeptide naturel (ß-alanyl-L-histidine) produit au niveau du cerveau, 

du foie, des reins et des muscles. La carnosine est capable de capturer les ROS, les NRS 

(espèces réactives de l’azote), les dicarbonyles et a un pouvoir chélateur (pour revue voir 

Boldyrev, et al. 2013). La carnosine capture le MG (Hipkiss, et al. 1995) et est capable 

d’interférer à différents niveaux de la réaction de Maillard pour empêcher la formation des 

AGEs (Szwergold. 2005) et serait également capable d’inverser la formation d’AGEs (Seidler, 

et al. 2004). La carnosine a donc un effet protecteur à différents niveaux vis-à-vis du stress 

dicarbonyle et du stress oxydant. Malheureusement, cette molécule est dégradée dans le sérum 

humain par la carnosinase (Gardner, et al. 1991) ce qui restreint son utilisation thérapeutique. 
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La metformine, qui est une molécule utilisée par le traitement des diabétiques de type II inhibe 

la néoglucogenèse hépatique et favorise l’absorption cellulaire du glucose ce qui induit une 

action hypoglycémiante (Viollet, et al. 2012). Elle est aussi capable de capturer le MG par 

liaison entre leurs groupes guanidium et carbonyles (Lo, et al. 1994). Le traitement de patients 

diabétiques à la metformine permet de réduire leur taux plasmatique de MG (Beisswenger, et 

al. 1999) (Figure 19), et il est d’ailleurs intéressant de noter que de nombreuses études se sont 

tournées vers la metformine comme potentiel anticancéreux (Saini & Yang 2017). L’inhibition 

de la croissance tumorale par la metformine serait cohérente avec sa capacité à réduire la 

concentration de MG. 

 

4. Stress dicarbonyle et cancer 

Alors que l’accumulation de MG et le stress dicarbonyle qui en résulte conduisent à des effets 

délétères connus et étudiés depuis longtemps dans le contexte de pathologies telles que le 

diabète ou la maladie d’Alzheimer, leur rôle dans le processus tumoral n’est encore que peu 

documenté. 

a) Le MG comme facteur anti-tumoral 

Le MG étant vecteur d’un stress cellulaire, il a d’abord été pensé comme un anti-cancéreux. 

Son activité anti-tumorale a été démontrée après des injections intra-péritonéales et intra-

veineuses sur des animaux porteurs de tumeurs xenogréffées (Egyud & Szent-Gyorgyi. 1968). 

Les diverses études qui ont suivi ont permis de détailler les différents mécanismes anti-

tumoraux du MG. Il a ainsi été montré que son activité anti-tumorale reposait sur une inhibition 

de Myc et de la glycolyse (He, et al. 2016), mais aussi sur une inhibition de la GAPDH 

(Chakrabarti, et al. 2014). Le MG peut également induire l’apoptose dans les cellules 

cancéreuses via différents mécanismes. Ainsi l’augmentation du stress dicarbonyle génère la 

production de ROS et induit une carence en GSH (Amicarelli, et al. 2003), inhibe la respiration 
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mitochondriale (Davidson, et al. 2002), induit une instabilité génétique via des adductions 

ADN-protéines (Kang, et al. 1996), provoque une inhibition des molécules anti-apoptotiques 

tout en induisant l’expression des molécules pro-apoptotiques (MAPK ; MMP3 et Bcl-2) 

(Antognelli, et al. 2013) et perturbe la perméabilité de la membrane mitochondriale en facilitant 

le relargage du cytochrome c. (Speer, et al. 2003). En outre, des études plus récentes ont montré 

la capacité du MG à diminuer le potentiel migratoire et invasif des cellules cancéreuses de côlon 

(He, et al. 2016) et de foie (Loarca, et al. 2013). 

Néanmoins, la trop grande toxicité du MG envers les cellules saines a mis un terme à son 

utilisation en clinique. Ainsi donc, pour induire une concentration toxique de MG dans les 

cellules cancéreuses, la stratégie adoptée a été d’inhiber Glo1, cette enzyme ayant été décrite 

comme surexprimée dans de nombreux cancers, comme le cancer du sein (Rulli, et al. 2001), 

du pancréas (Wang, et al. 2012), de la prostate (Romanuik, et al. 2009), du côlon (Ranganathan 

& Tew. 1993), des poumons (Sakamoto, et al. 2001), ainsi que dans le mélanome (Bair, et al. 

2011). L’inhibition de Glo1 par le S-p-bromobenzylglutathion cyclopentyl diester (BBGC), une 

pro-drogue inhibitrice de Glo1 qui peut diffuser au travers de la membrane cellulaire, induit un 

stress dicarbonyle élevé qui induit l’apoptose dans des cellules de cancer du poumon 

(Sakamoto, et al. 2001).  

b) Le MG comme facteur pro-tumoral 

Cependant, l’équipe LRM (laboratoire de Recherche sur les Métastases) du laboratoire GIGA-

Cancer et d’autres ont mis en évidence un effet pro-tumoral du MG et du stress dicarbonyle en 

général. Ainsi l’accumulation des AGEs ou le traitement par ces molécules induit la 

prolifération, la migration et l’invasion de cellules cancéreuses mammaires (Sharaf, et al. 2015). 

Une cible privilégiée du MG est la heat-shock-protein 27 (HSP27) qui possède une action anti-

apoptotique. Sa glycation renforce son activité (Sakamoto, et al. 2002) et protège les cellules 

de cancer du poumon (van Heijst, et al. 2006) et de cancer gastrointestinal (Oya-Ito, et al. 2011) 

de l’apoptose. HSP27 était jusqu’à présent considérée comme la seule cible du MG dans les 

cellules cancéreuses, mais le laboratoire a récemment démontré qu’une autre chaperonne, 

HSP90, subissait également un glycation par le MG dans des cellules de cancer du sein (P J 

Thornalley. 2003). Cette glycation va notamment entraîner une altération de l’activité ATPase 

de la protéine, ce qui va conduire à une diminution de l’expression de la protéine LATS1, une 

kinase clé de la voie Hippo ayant des effets anti-tumoraux. L’utilisation de MG scavengers, 

notamment la carnosine, apparaît comme une stratégie prometteuse pour inhiber les effets 

cancérogènes du MG et réduire la croissance tumorale. Dans le même ordre d’idée, Glo1 qui 
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était jusqu’à maintenant plutôt considérée comme une protéine codée par un oncogène, apparaît 

avoir dans une certaine mesure un rôle suppresseur de tumeur notamment dans les 

hépatocarcinomes et dans les carcinomes du sein. En accord avec cette hypothèse, le laboratoire 

a montré qu’une inhibition de l’expression de Glo1 via shRNAs dans des cellules de cancer du 

sein (Nokin, et al. 2016) et de CCR (Chiavarina, et al. 2017) induisait une augmentation de la 

croissance tumorale in vitro et in ovo dans une modèle CAM (chick embryo chorioallantoic 

membrane). 

c) Le MG : un facteur hormétique  

Ces effets apparemment contradictoires du MG ont conduit très récemment le laboratoire à 

démontrer le caractère hormétique du MG et du stress dicarbonyle. Ainsi, à faible concentration, 

l’instabilité cellulaire engendrée par le MG est plutôt propice à l’acquisition de caractéristiques 

tumorales et au développement d’un phénotype invasif. A l’inverse, à de fortes concentrations, 

les effets cytotoxiques du stress dicarbonyle sont fatals pour la cellule cancéreuse (Nokin, et al. 

2017) (Figure 20).  
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Le MG apparaît comme une potentielle cible thérapeutique, dont l’inhibition, notamment via 

des MG scavengers, pourrait s’avérer être une stratégie efficace pour inhiber la croissance 

tumorale comme le laboratoire l’a déjà montré in vitro et in ovo(Chiavarina, et al. 2017). A 

terme, l’utilisation de MG scavengers pourrait constituer un réel espoir dans le management de 

cancers à mauvais pronostic comme les CCR KRAS mutés. 

5. Objectifs du stage de Master 2 

Comme expliqué dans l’introduction, le CCR, et notamment le CCR KRAS muté, se trouve 

actuellement dans une impasse thérapeutique. Le développement de stratégies originales visant 

à réduire le développement tumoral constitue donc un enjeu de santé public. Dans ce contexte, 

la modulation de la concentration de MG intracellulaire, notamment via l’utilisation de MG 

scavenger apparaît comme une piste très prometteuse.  

À ce titre, notre objectif consistait à caractériser le profil énergétique et l’importance du stress 

dicarbonyle dans différentes lignées cellulaires humaines de cancer du côlon, présentant l’une 

ou l’autre des mutations KRAS : les SW480 présentant la mutation G12V, les Lovo présentant 

la mutation G13D et les HCT116 qui présentent cette même mutation mais qui présentent 

également une mutation du gène PI3K leur conférant un avantage prolifératif.  

Mon travail s’est basé sur l’hypothèse selon laquelle le type de mutation KRAS (G12V ou 

G13D) a une influence sur le métabolisme énergétique des cellules de CCR et donc sur leur 

capacité à gérer le stress dicarbonyle. 

Dans un premier temps, il a été important de caractériser nos différentes lignées dans un 

contexte de stress dicarbonyle en étudiant leur tolérance au MG, puis la présence d’adduits 

spécifique au MG (Argpyrimidines et MGH1) dans ces différentes lignées. Dans un second 

temps, nous nous sommes intéressés au système de détoxification du MG notamment à l’activité 

et à la présence de Glo1 (aussi bien sa transcription que sa traduction). En parallèle nous avons 

initié une caractérisation de ces lignées sur le plan métabolique, via le dosage du L-Lactate, 

produit final de la glycolyse aérobie, qui donnera une indication sur son importance dans les 

lignées étudiées. 
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 Matériel et Méthode : 

 

1. Culture cellulaire et traitement 

Les lignées cellulaires de CCR SW480, HCT116 et Lovo ont été obtenues auprès de l'ATCC 

(American Type Culture Collection, Manassas, VA) et cultivées dans un milieu McCoy 5A et 

HAM respectivement (Lonza, Bâle, Suisse) supplémenté avec 10% de sérum fœtal bovin (FBS, 

ThermoFischer Scientific, Waltham, MA) et 2 mM de L-Glutamine (Lonza). Les cellules sont 

maintenues à 37°C, dans une atmosphère à 5% de CO2 et 21% d’O2. Le milieu de culture est 

changé tous les 2 à 3 jours. Une fois les cellules à confluence, le tapis cellulaire est décollé par 

une solution de trypsine/EDTA (« Ethylen diamin tetraacetic acid ») (0,25% trypsine / 1mM 

EDTA) (GE Healthcare).  

Les cellules sont ensemencées dans des plaques 6 puits ou 24 puits à raison de 500 000 cellules 

par puits pour les Lovo et les HCT 116 et de 400 000 cellules par puits pour les SW480. Les 

cellules sont incubées dans leur milieu respectif, comme décrit plus haut, overnight à 37°C. 

Elles sont ensuite traitées, ou non, avec le méthylglyoxal (Sigma) à 300µM pendant 6h, ou selon 

la gamme de concentration 0, 50, 100, 300, 500, 1000, 2000, 3000µM pendant 24h pour les 

IC50.  

2. Détermination de l’IC50 au MG  

On détermine la dose inhibitrice 50 (IC50) au MG par mesure de l’incorporation de l’Hoechst, 

un intercalant fluorescent de l’ADN, dans les cellules. On ajoute précisément 1ml de PBS par 

puits puis on sonique à amplitude 50 entre 10 et 15 secondes, le sonicat constitue l’échantillon. 

La courbe étalon s’effectue à l’aide d’ADN de sperme de saumon (Boehringer). On dépose dans 

une plaque 96 puits 100 µL d’échantillon dans une solution de PBS + ADN de sperme de 

saumon puis on dépose une solution de Bis-benzimide « Hoechst » (Calbiochem) dilué 100 

fois, à l’obscurité. La lecture de la plaque s’effectue à l’aide du logiciel SoftMaxPro. On mesure 

La fluorescence aux longueurs d’ondes d’excitation et d’émission suivante : 352nm et 461nm 

respectivement.  

3. Extraction d’ARN et qRT-PCR  

L'extraction d’ARN totaux a été réalisée selon le protocole du fabricant (NucleoSpin RNA, 

Macherey-Nagel, Duren, Allemagne). L’ARN extrait a ensuite été quantifié au NanoDrop ND-

1000 (ISOGEN). La « reverse transcription » a été réalisée en utilisant 2µg d’ARN extrait 
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couplé à 2 µg d’amorce universelle « Random hexamer primer » (Thermo Scientific), complété 

avec de l’eau « RNase free ». Le mix réactionnel se compose du tampon de réaction 5X 

(Promega), de « Ribolock RNase » (Thermo Scientific), d’un mix de dNTP (désoxynucléotide 

triphosphate) (Thermo Scientific) à 10nM et de l’enzyme transcriptase inverse (Promega). Le 

volume final du mélange est de 40ul. Il est incubé dans un premier temps 5min à 25°C, puis 60 

min à 42°C et 5 min à 70°C. 100ng d'ADNc ont été mélangés avec des amorces, une sonde 

(Universal ProbeLibrary System, Roche) et 2 x FastStart Universal Probe Master Mix (Roche) 

ou Fast Start SYBR Green Master Mix (Roche). Les Q-PCR ont été réalisées en utilisant le 

système de PCR en temps réel 7300 et le logiciel du fabricant correspondant (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA). L'expression du gène relatif a été normalisée avec celle de 

l'ARNr 18S. Les amorces ont été synthétisées par Eurogentec et leurs séquences sont détaillées 

dans le tableau IV. Les échantillons sont déposés en triplicats. Les résultats présentés 

correspondentà la moyenne des valeurs obtenues.  

 

4. Western Blot 

L'extraction protéique a été réalisée dans du tampon « Sodium DodecylSulfate » (SDS à 1% 

contenant des inhibiteurs de protéase et de phosphatase (Roche)). La concentration en protéines 

est déterminée en utilisant le test « BiCinchoninic acid Assay » (BCA (Pierce)). 15 µg de 

protéines ont migré sur un gel SDS-PAGE de 10 ou 12,5% et ont été transférées sur des 

membranes de PVDF (Roche). Le blocage a été réalisé dans du « Tris Buffered Saline-Tween » 

(TBS-T 0,1%) contenant 5% de lait écrémé séché (Biorad) pendant 1h. Les membranes ont 

ensuite été incubées pendant une nuit à 4°C avec des anticorps primaires. Après rinçage au 

TBS-T, elles sont incubées pendant 1h en présence d’un anticorps secondaire approprié couplé 

à la peroxydase. Le détail des anticorps utilisés est présenté dans le tableau V. Les bandes 

immunoréactives ont été détectées en utilisant un substrat Western Blotting ECL (Pierce). La 
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quantification des bandes par densitométrie et normalisation sur la β-actine a été réalisée en 

utilisant le logiciel ImageJ (NIH, Bethesda, MD). 

5. Mesure de l’activité de Glo1 

L'activité de Glo1 a été mesurée dans des lignées de cellules cancéreuses du côlon après 

extraction protéique dans du tampon RIPA (RadioImmunoprecipitation Assay Buffer), en 

mesurant le taux initial de formation de S-D-lactoylglutathion à partir de l'hémimercaptal 

obtenu par pré-incubation d'un mélange équimolaire (1mM) de MG (cat # M0252, Sigma) et 

de GSH (cat # G4251, Sigma) dans un tampon de PBS 50mM, pH 6,8, à 25°C. La formation de 

S-D-lactoylglutathion a été suivie par spectrophotométrie à une absorbance de 240nm à 25°C. 

Une unité d'enzyme a été définie comme la quantité d'enzyme qui catalyse la formation de 

1μmol de S-D-lactoylglutathione par minute à concentration saturante en substrat. La méthode 

est détaillée dans l’article du laboratoire : Chiavarina et al. 2014. 

6. Dosage du L-Lactate 

Les cellules sont ensemencées dans une boîte de pétri à raison de 1 million de cellules par boîte. 

Le milieu de culture est changé après 24h, puis les cellules sont laissées dans l’incubateur 

pendant 48h avant l’analyse. Les concentrations de L-lactate ont été évaluées dans le milieu 

conditionné, le nombre de cellules dans chaque condition a été compté pour la normalisation. 

Le milieu conditionné dilué 3 fois a été incubé en présence de NAD+, d'hydrazine et de L-

lactate déshydrogénase (Sigma). On mesure la formation de NADH à 320nm, en comparaison 

à l’absorbance d’une courbe étalon, selon la réaction L − Lactate + NAD+ ↔ Pyruvate +

NADH.  
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 Résultats  

1. Étude du profil glycolytique  

Afin d’évaluer le profil énergétique des cellules de CRC étudiées, nous avons dosé le L-Lactate, 

produit final de la glycolyse aérobie, présent dans le milieu de culture après 48 heures 

d’incubation. Cette mesure donne une bonne indication de l’importance de l’effet Warburg dans 

le métabolisme cellulaire. Les mesures sont faites en triplicats.  

Le dosage du L-Lactate (Figure 21), montre une forte propension des SW480 et des HCT116 

à générer du L-Lactate, avec des concentrations s’élevant à environ 10mM et 13mM, 

respectivement. Concernant les Lovo, la concentration de L-Lactate générée apparaît beaucoup 

plus faible, autour de 6mM. 

Ces résultats tendent à montrer que les SW480 et les HCT116 possèdent un métabolisme 

énergétique plus orienté vers la glycolyse que les Lovo. Il est difficile, à partir de ces résultats, 

de dégager une tendance concernant l’impact du statut KRAS sur le métabolisme glycolytique 

car les deux lignées G13D (HCT116 et Lovo) présentent des valeurs de L-Lactate très 

différentes. Cependant on peut supposer que les SW480 (G12V) présentent un métabolisme 

plus glycolytique que les lignées G13D, et que la forte production de L-Lactate par les HCT116 

(G13D) est liée à leur mutation du gène de la PI3K, une protéine impliquée dans la survie et le 

métabolisme des cellules cancéreuses. 
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2. Étude de la tolérance au MG des différentes lignées du cancer du côlon. 

Nous avons ensuite voulu déterminer la tolérance vis-à-vis du MG de nos différentes lignées 

présentant l’une ou l’autre des mutations sur le gène codant pour la protéine oncogénique 

KRAS. Nous avons donc déterminé l’IC50 des différentes lignées via une mesure de 

l’incorporation de l’Hoechst dans ces cellules (Figure 22). 

En ce qui concerne les SW480 (G12V), elles présentent une IC50 moyenne proche de 300 µM. 

Elles apparaissent donc comme les moins résistantes des trois lignées étudiées. Si l’on 

s’intéresse aux HCT116 (G13D), elles présentent une IC50 autour de 600 µM soit le double de 

celle des SW480. Concernant la lignée Lovo (G13D), son IC50 s’élève à environ 1000µM. Elle 

apparaît donc significativement plus résistante au MG que les SW480 et les HCT116. 

Ces résultats nous montrent une tolérance vis-à-vis du MG significativement plus faible dans 

les SW480 (G12V) qui apparaissent deux fois moins tolérantes que les HCT116 (G13D) et 

quatre fois moins que les Lovo (G13D). On aurait pu s’attendre à ce que les SW480 et les 

HCT116 soient plus résistantes au MG, sous-produit de la glycolyse, du fait de leur profil 

glycolytique mis en évidence par le dosage du L-Lactate. 
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Ces résultats ne suivent pas la tendance dégagée par le dosage du L-Lactate vis-à-vis de 

l’influence du statut KRAS. En effet, on ne parvient pas ici à identifier un seuil de tolérance 

propre à l’une ou l’autre des mutations KRAS G12V ou G13D.  

Par la suite, nous nous sommes intéressés à la manière dont le MG agit sur les protéines dans 

nos différentes lignées, qu’elles comportent une mutation G12V ou G13D.  

3. Étude des effets du MG sur la formation d’adduits protéiques  

Nous avons ensuite cherché à déterminer l’importance de la formation d’adduits du MG, qui 

constituent la forme majoritaire de glycation des protéines à la suite d’un traitement au MG 

dans les différentes lignées. L’expression de la β-Actine a servi de témoin de charge pour 

l’analyse de l’ensemble des données, et les quantifications de chaque traitement sont 

normalisées par rapport à la condition contrôle correspondante.  

Concernant l’expression des adduits de type Argpyrimidine (ArgPyr) (Figure 23A), la 

comparaison de l’expression basale des ArgPyr entre les différentes lignées montre une 

présence d’adduits plus importante dans les lignées HCT116 et Lovo que dans la lignée SW480. 

L’expression de la β-Actine ne varie pas, exceptée celle de la condition traitée de HCT116 qui 

apparaît légèrement plus faible. En ce qui concerne les adduits MGH-1 à l’état basal (Figure 

23B), il apparaît que les HCT116 et les Lovo présentent une expression de MGH-1 plus 

importante que les SW480. L’expression de la β-Actine ne varie pas, exceptée pour la condition 

traitée de SW480 qui apparaît légèrement plus élevée, et la contrôle de HCT116 légèrement 

plus faible.  

Après traitement au MG, on ne distingue pas de différence d’expression d’ArgPyr (Figure 23A) 

entre la condition contrôle et la condition traitée dans les lignées SW480 et Lovo tandis qu’on 

observe une nette augmentation pour les HCT116. Concernant l’expression des adduits de type 

MGH-1 (Figure 23B), on peut noter une très nette augmentation de leur expression en condition 

traitée. Cette augmentation est légèrement moins importante chez les Lovo mais reste évidente. 

Ces résultats sont un reflet de la très forte réactivité du MG. Il est donc cohérent que l’apport 

de MG exogène ait un effet stimulant sur la formation d’adduits protéiques, de type ArgPyr et 

MGH-1. Ces résultats présentent une tendance assez similaire à celle dégagée par le dosage du 

L-Lactate. Les SW480 et les HCT116 présentent une accumulation d’adduits de glycation 

similaire, et les Lovo en accumulent moins. Ces résultats peuvent donc laisser penser que les 

cellules de type G12V accumuleraient plus d’adduits que les G13D, et que l’abondance des 

adduits mesurée dans les cellules HCT116 pourrait être le reflet de leur mutation PI3K. 
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Dans la cellule, la gestion des adduits dépendant du MG passe par sa détoxification, qui est en 

grande partie réalisée par Glo1. Nous avons donc poursuivi par l’analyse de cette protéine afin 

de mieux comprendre le rôle qu’elle pourrait avoir dans nos différentes lignées KRAS mutées 

G12V ou G13D. 

4. Étude de l’expression de Glo1 en réponse à un traitement au MG 

a) Analyse de l’expression du transcrit de Glo1 

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés à l’expression de l’ARNm de Glo1, dans 

nos différentes lignées en réponse au traitement. Le niveau d’expression de ce transcrit dans les 

cellules non traitées reflète son niveau d’expression basale. Toutes les mesures sont normalisées 

avec la moyenne du taux d’expression de l’ARN ribosomal 18S et la condition contrôle choisie 

ici comme référence et placée arbitrairement à 1.  

L’étude du taux moyen d’expression de l’ARNm de Glo1 (Figure 24) ne montre pas de réel 

impact d’un traitement au MG sur les lignées cellulaires HCT116 et Lovo. On constate qu’il y 

a une légère diminution de l’expression de l’ARNm de Glo1 dans les HCT116 et une légère 

augmentation dans les Lovo, mais vraisemblablement trop faibles pour constituer une tendance. 

Concernant les SW480, elles présentent une augmentation du taux d’expression moyen de 
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l’ARNm de Glo1 dans la condition traitée qui passe de 1 à environ 1,6. Cependant, cette 

augmentation n’a été constatée que sur une seule des deux expériences, la deuxième n’ayant 

révélée aucun changement significatif dans l’expression de l’ARNm de Glo1.  

Les résultats obtenus n’indiquent aucune différence vis-à-vis de l’expression du transcrit de 

Glo1 en réponse à un traitement au MG dans aucune des trois lignées étudiées. Les différentes 

mutations KRAS ne présentent donc pas d’effet sur la transcription de Glo1. 

b) Analyse de l’expression protéique de Glo1 

Dans un second temps, nous nous sommes intéressés à l’expression protéique de Glo1 (Figure 

25). On observe que dans les lignées HCT116 et Lovo il n’y a pas de variation de son expression 

que les cellules soient en présence de MG ou non. Cependant, elle apparaît plus faible à l’état 

basal dans la lignée SW480. Ceci permet de dégager une tendance selon laquelle l’expression 

protéique de Glo1 serait plus élevée à l’état basal dans les cellules présentant une mutation 

G13D (HCT116 et Lovo) que dans celles présentant une mutation G12V (SW480). L’absence 

de variation dans l’expression protéique de Glo1 en réponse au MG concorde avec les résultats 

obtenus au niveau transcriptionnel. Si une étude au niveau transcriptionnel et traductionnel nous 

informait sur une éventuelle synthèse de novo de la protéine en réponse au traitement, la mesure 
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de l’activité enzymatique nous informe sur une induction potentielle de l’activité enzymatique 

en réponse à un apport de MG exogène.  

5. Étude de l’activité enzymatique de Glo1 en réponse à un traitement au 

MG 

Nous avons donc voulu mesurer l’activité de Glo1. On estime que la mesure de l’activité dans 

la condition contrôle (MG 0µM) est le reflet de l’activité maximale de Glo1 à l’état basal. On 

suppose que l’apport de MG exogène via le traitement aura un effet sur l’activité de Glo1 en 

tant que réponse adaptative dans le but de le détoxifier.  

L’activité enzymatique de Glo1 dans les SW480 présente une augmentation d’environ 1 

A.U/mg dans la condition traitée à 1000µM. Celle des HCT16 est légèrement fluctuante pour 

un minimum d’environ 2,7 A.U/mg après un traitement de 1000µM. Enfin l’activité de Glo1 

dans les Lovo augmente de 1 A.U/mg à 1,4 A.U/mg après 300µM de traitement et se stabilise 

par la suite à environ 1,2 A.U/mg (Figure 26). Ces résultats montrent une faible influence du 

MG sur l’activité Glo1 dans l’ensemble des lignées cellulaires étudiées.  
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Si l’on cherche à comparer l’intensité de l’activité enzymatique entre les différentes lignées, on 

constate que les SW480 et les Lovo présentent un taux moyen d’activité de Glo1 similaire 

quelles que soient les conditions. En revanche l’activité de Glo1 dans les HCT116 apparaît 

comme sensiblement plus élevée et reste stable autour de 3 A.U/mg. 

D’après ces résultats, les HCT116 apparaissent comme les cellules ayant le meilleur potentiel 

de détoxification du MG. Néanmoins, cela ne permet pas de conclure quant à l’effet du statut  

KRAS sur l’activité de Glo1 car les SW480 (G12V) et Lovo (G13D) présentent des profils 

d’activité très semblables, malgré le fait qu’elles possèdent des mutations KRAS différentes.  

 Discussion et perspectives 

Le cancer colorectal est aujourd’hui le 3ème cancer le plus commun dans le monde. Malgré une 

politique de dépistage organisée ayant permis une augmentation significative de la survie au 

cours des dernières années, le CCR reste actuellement la 2ème cause de décès par cancer en 

Europe et aux USA (Xie et al., 2020). Les formes avancées de CCR se trouvent aujourd’hui 

dans une impasse thérapeutique, les traitements spécifiques comme le Cetuximab ne sont pas 

toujours administrables, c’est le cas des patients présentant une mutation KRAS pour lesquels 

un inhibiteur de l’EGFR n’a aucun effet. Au final, seule une faible proportion de patients (entre 
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8% et 23%) bénéficie réellement du Cetuximab (Lièvre, et al. 2008). Le développement de 

nouvelles stratégies thérapeutiques pour faire face aux formes avancées de CCR constitue donc 

un enjeu important de santé publique.  

L’effet Warburg est au centre de la dérégulation du métabolisme de nombreux cancers. 

L’orientation du métabolisme énergétique de la cellule cancéreuse vers un phénotype plus 

glycolytique est un aspect du développement tumoral qui est étudié depuis longtemps. Il est, en 

revanche, assez nouveau de mettre en parallèle le stress engendré par cette dérégulation, et 

notamment le stress dicarbonyle, et la cancérogénèse. Récemment, le laboratoire LRM et 

d’autres ont montré que l’inhibition du MG, principal vecteur du stress dicarbonyle, notamment 

via l’utilisation de « MG scavengers » comme la carnosine, avait un effet inhibiteur sur le 

développement et la croissance tumorale. Connaître le profil énergétique des cellules 

cancéreuses, ainsi que leur comportement vis-à-vis du MG, constitue donc une information de 

première importante dans le développement de stratégies thérapeutiques basées sur ce principe. 

L’objectif de ce stage était donc de caractériser le profil énergétique et de comparer le 

comportement vis-à-vis d’un apport de MG de trois lignées cellulaires de cancer colorectal en 

fonction de leurs mutations KRAS : G12V ou G13D.  

L’étude du métabolisme énergétique par dosage du L-Lactate tend à montrer que les SW480 et 

les HCT116 se reposent bien plus sur la glycolyse que les Lovo. Si l’on met ces résultats en 

lien avec ceux des IC50, cela apparaît en désaccord avec le postulat du laboratoire selon lequel 

les cellules présentant un métabolisme glycolytique seraient plus tolérantes au MG, les Lovo 

présentant pourtant une forte résistance au MG, et ce malgré leur profil glycolytique 

apparemment plus faible que celui des autres lignées. De même, les SW480 apparaissent 

comme ne supportant pas une forte concentration de MG, alors même qu’elles présentent 

apparemment un bon potentiel glycolytique. Ces résultats ne sont pourtant pas en désaccord 

avec les observations faites par le laboratoire qui désignent les HCT116 comme une lignée très 

glycolytique et également les cellules mutées G12V comme plus orientées vers la glycolyse. 

Nos résultats pourraient donc montrer une orientation préférentielle vers la glycolyse aérobie 

dans les G12V. Le fort potentiel glycolytique des HCT116 serait donc plutôt le reflet de leur 

mutation sur PI3K que de leur statut KRAS G13D étant donné que la voie PI3K/Akt/mTOR est 

connue pour influencer la prolifération, mais aussi la glycolyse dans les cellules cancéreuses 

(Makinoshima, et al. 2015). Le caractère glycolytique des HCT116 a également été confirmé 

par la littérature, qui atteste de sa forte sensibilité à la carnosine (Iovine, et al. 2012), connue 

pour affecter la glycolyse, ce qui suggère également un rôle crucial du MG dans son 
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développement. L’analyse du métabolisme aurait pu être étayée par une mesure du MG 

endogène au Methyl diaminobenzene-BODIPY (MBo), une sonde fluorescente spécifique du 

MG développée par l’équipe de A. Spiegel (Wang, et al. 2013). La mesure du MG endogène se 

fait typiquement après une incubation des cellules dans un milieu de culture soit riche en 

glucose ou pauvre en glucose. On mesure ainsi la production de MG intracellulaire en réponse 

à la concentration en glucose de l’environnement cellulaire. Cela donne une indication quant à 

l’orientation métabolique de la cellule.  

La réalisation d’une analyse Seahorse, permettant de visualiser en temps réel la consommation 

d’oxygène des cellules HCT116, ainsi que leur production d’acides, a bien été réalisée, mais 

suite à un problème technique avec le « Seahorse analyzer » les résultats n’ont pas pu être 

exploités. 

L’analyse des résultats montre clairement que lorsque l’on expose les lignées cellulaires de 

CCR étudiées à un traitement au MG de 300µM pendant 6h, on observe une nette augmentation 

de la formation des adduits spécifiques du MG sur les protéines (ArgPyr et MGH-1). Cette 

augmentation est particulièrement marquée dans les lignées SW480 et les HCT116 mais plus 

nuancée dans la lignée Lovo. Si l’on met ces résultats en relation avec ceux obtenus lors des 

IC50 et du dosage du L-Lactate, l’importance apparente de la glycolyse dans les lignées SW480 

et les HCT116 pourrait expliquer leur plus forte accumulation d’adduits. Les deux lignées 

pourraient donc avoir un métabolisme assez proche, bien que les SW480 ne semblent pas 

supporter une concentration en MG aussi forte que les HCT116. La forte résistance des Lovo 

au MG pourrait s’expliquer en partie par une accumulation d’adduits moins importante. Cela 

renforcerait l’hypothèse selon laquelle les cellules G12V présentent un métabolisme 

énergétique plus dépendant de la glycolyse (et donc pour le MG) que les G13D, et que le fort 

potentiel glycolytique des HCT116 est une conséquence de leur mutation de PI3K. Là encore, 

une analyse au MBo serait intéressante dans le cadre d’une réponse à un traitement au MG. On 

mesurera alors l’incorporation du MG exogène dans la cellule, ce qui permet de suivre avec 

plus de précision les effets du MG comme la formation d’adduits. Ceci peut également fournir 

des informations sur l’orientation métabolique de la cellule, en effet, de récents travaux du 

laboratoire suggèrent que les cellules montrant un métabolisme glycolytique ont tendance à 

présenter une concentration de MG intracellulaire plus élevée en présence de MG 

extracellulaire (Nokin, et al. 2017).  

La gestion du stress dicarbonyle passe notamment par la détoxification du MG, majoritairement 

assurée par la voie des glyoxalases. Si l’on s’en réfère à l’expression protéique de Glo1, les 
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SW480 apparaissent comme présentant une plus faible expression que les autres lignées. Il est 

tout à fait possible que cette différence contribue à expliquer la plus faible tolérance des SW480 

vis-à-vis du stress dicarbonyle. Cependant, elle ne permet pas d’expliquer la meilleure tolérance 

apparente des Lovo. Ici la fracture G12V/G13D est évidente, et laisse entendre que les G12V 

expriment moins Glo1 au niveau protéique. Concernant l’activité, les résultats montrent 

clairement que les HCT116 présentent une plus forte activité de Glo1 que les autres lignées. 

Cela pourrait expliquer leur meilleure gestion du stress dicarbonyle qui se traduit par une 

sensibilité moins importante au MG. Cependant, malgré leur plus grande tolérance au MG, les 

Lovo montrent une activité Glo1 similaire à celle des SW480. On peut supposer que la plus 

faible accumulation d’adduits observée dans les cellules Lovo justifie cette activité plus faible 

de Glo1. Les résultats ne permettent cependant pas de savoir si cette plus faible proportion 

d’adduits est le reflet d’une forme alternative de détoxification, ou d’une plus faible 

incorporation du MG. De même, les SW480 présentent une faible activité de Glo1, malgré un 

métabolisme plutôt glycolytique, et une faible tolérance au MG. Là encore, il se peut que les 

SW480 détoxifient le MG en privilégiant d’autres voies que celle des glyoxalases.  

En effet, il faut noter que, bien que la voie des glyoxalases soit la voie de détoxification 

majoritaire du MG, des voies annexes comme celles des AKR et/ou des ALDH peuvent 

constituer une part non négligeable de la détoxification du MG, contribuant donc à la gestion 

du stress dicarbonyle. Une équipe de recherche de l’université de Heidelberg(Morgenstern et 

al., 2017) a montré que dans des cellules de Schwann Glo1-/- (obtenues grâce à la technologie 

CRISPR/CAS9), la concentration en MG intracellulaire n’augmentait pas, et que ce phénomène 

était associé à une augmentation de l’activité de AKR1B1 pour compenser la perte de Glo1. On 

peut donc supposer que, dans des conditions favorables, les voies annexes de détoxification du 

MG puissent complétement compenser une très faible activité de Glo1. L’activité de Glo1 étant 

dépendante de la présence de GSH, un important facteur anti-oxydant, il serait intéressant 

d’étudier le statut rédox des cellules. Le calcul du ratio GSH/GSSG (Glutathion disulfide) en 

est un bon indicateur (Nokin, et al. 2017). Ainsi, une faible présence de GSH diminuera 

inévitablement la capacité de détoxification de la voie des glyoxalases. 

Les résultats de l’activité Glo1 sont plus difficiles à mettre en relation avec le statut KRAS des 

trois lignées étudiées, les SW480 et les Lovo présentant une activité similaire malgré leurs 

différences de mutations KRAS. Là encore, la mutation PI3K des HCT116 peut constituer une 

piste quant à leur profil d’activité particulier. La fracture G12V/G13D n’apparait cependant pas 

aussi nette.  
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Il aurait été intéressant de compléter ces analyses avec un dosage du D-Lactate qui constitue 

une expérience complémentaire de la mesure de l’activité de Glo1. La mesure du D-Lactate 

apporte une information sur l’abondance du produit final de la voie des glyoxalases et mesure 

donc l’efficacité de la réaction enzymatique. Elle permet ainsi de corroborer ou non les résultats 

obtenus pendant la mesure de l’activité enzymatique. 

Mis en commun, les résultats obtenus tendent à montrer que ce sont les cellules HCT116 et 

SW480 qui présentent la meilleure tolérance au stress dicarbonyle. Le dosage du L-Lactate les 

présentent comme possédant un métabolisme fortement orienté vers la glycolyse. Cela est 

également souligné par leur façon similaire d’accumuler les adduits de glycation après une 

exposition au MG. La forte résistance des Lovo au MG, comme le montrent les résultats d’IC50, 

pourrait être le reflet d’une plus faible accumulation d’adduits de glycation, ce qui diminuerait 

leur besoin de détoxification. Cela apparaitrait cohérent avec les résultats du dosage du L-

Lactate qui les identifie comme peu glycolytiques. Traiter les cellules avec des concentrations 

plus importantes de MG aurait peut-être permis de discerner une tendance plus claire vis-à-vis 

de l’apparition des adduits ou de l’expression de Glo1. Au final, les expériences menées 

montrent que les cellules présentant une mutation KRAS G12V s’orientent vraisemblablement 

davantage vers un métabolisme glycolytique que celles présentant une mutation G13D. Les 

HCT116, bien qu’étant mutées G13D, présentent un profil particulier très probablement dû à 

leur mutation de PI3K. La mutation KRAS à elle seule ne permet donc pas de prédire 

complétement l’orientation métabolique des cellules de CCR et leur tolérance vis-à-vis du MG. 

Elle doit être mise en relation avec les autres altérations génétiques de la cellule ayant un impact 

sur le métabolisme. 

Si l’on remet les résultats obtenus en perspective avec la littérature sur le CCR et les mutations 

KRAS, on retrouve des tendances communes, également retrouvées via les autres travaux du 

laboratoire. En effet, les données disponibles mettent en évidence que les cellules de patients 

ayant une mutation G13D présenterait un développement tumoral moins agressif ainsi qu’une 

relative sensibilité au Cetuximab, donnant au traitement un certain bénéfice, totalement absent 

chez les cellules de patients ayant une mutation G12V, qui présenteraient, par ailleurs, un 

métabolisme plus glycolytique (Tejpar, et al. 2012). Pour étayer ces résultats, il serait 

particulièrement intéressant de tester la gestion du stress dicarbonyle, ainsi que l’orientation 

métabolique de cellules comparables en tous points, à l’exception de leur statut KRAS. 

L’utilisation d’un modèle isogénique apparait ici tout indiqué, et c’est sur ce modèle que 

travaille actuellement le laboratoire.  
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Pour faire suite à ces résultats il serait intéressant de réaliser des études in vivo que ce soit sur 

un modèle murin ou sur membrane chorioallantoïde de poulet (CAM). Ces dernières ont été 

particulièrement utilisées dans des publications récentes du laboratoire pour étudier le 

développement de tumeurs en réponse à un traitement au MG avec ou sans ajout de carnosine 

(Nokin, et al. 2017 ; Chiavarina, et al. 2017). Montrer le pouvoir anti-cancéreux de la carnosine 

sur les tumeurs issues de lignées considérées comme glycolytiques contribuerait à prouver 

l’importance du stress dicarbonyle et du MG dans le développement tumoral, en y ajoutant ici 

le modèle du CCR. Ceci fait d’ailleurs l’objet d’une récente publication du LRM, faisait état de 

travaux de ces dernières années, et qui permettent de montrer que l’utilisation de la Carnosine 

comme MG scavenger permet de resensibiliser des cellule de CCR KRAS mutées au traitement 

par le Cetuximab (Bellier et al., 2020) 

L’emploi de la carnosine en tant que potentiel anti-cancéreux est aujourd’hui au cœur des 

investigations du LRM et constitue une piste particulièrement intéressante dans le traitement 

des cancers ne disposant que de très peu d’alternatives thérapeutiques. En effet, l’effet Warburg, 

et plus précisément la glycolyse, étant une cible clairement identifiée par les scientifiques 

depuis plusieurs années, un certain nombre d’inhibiteurs de cette voie ont donc vu le jour 

comme potentiels anti-cancéreux. Le 2-desoxyglucose (2-DG), un analogue non métabolisable 

du glucose, permet d’obtenir de bons résultats in vitro, mais son efficacité est réduite en cas 

d’hypoxie (Maher, et al. 2004 ; Maher, et al. 2007), situation pourtant fréquente dans le 

microenvironnement tumoral. Les inhibiteurs de GLUT, un des transporteurs du glucose dans 

les cellules, présentent des résultats prometteurs mais leur manque de spécificité rend difficile 

leur utilisation en clinique (Liu, et al. 2012). Le Lonidamine est un inhibiteur de l’hexokinase 

2 (HK2), une enzyme majeure de la glycolyse, qui réduit la survie des cellules cancéreuses mais 

induit une toxicité sévère au niveau du pancréas (Price, et al. 1996). Toutes ces limitations qui 

freinent l’utilisation de ces molécules font de la carnosine une alternative particulièrement 

intéressante comme inhibiteur de la glycolyse à des fins anti-cancéreuses. Sa limitation 

principale reste sa faible stabilité dans le plasma humain car rapidement dégradée par le 

dipeptidase carnosinase. Un intérêt particulier a donc été placé par le laboratoire dans le 

développement d’analogues de synthèse de la carnosine. Ces analogues permettraient 

d’améliorer la capacité MG scavenger de la carnosine, sa biodisponibilité et surtout sa stabilité 

dans le sérum. Le développement de tels analogues est en cours au laboratoire, et passe 

notamment par la collaboration avec le Pr. Philippe Karoyan à Paris (Sorbonne Université). 
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Caractériser les profils métaboliques des cellules cancéreuses est un enjeu important dans 

l’amélioration de la compréhension de cette maladie complexe et dans le développement de 

nouvelles stratégies thérapeutiques originales. En réussissant à élucider les principaux axes 

d’approvisionnement énergétique des différents types de cellules, et à déterminer dans quelle 

mesure les cellules se reposent sur la glycolyse pour survivre et se développer, il serait possible 

d’estimer leur réponse à un traitement au MG scavenger, notamment à la carnosine. Cette 

nouvelle stratégie pourrait constituer une piste de premier plan dans le développement de 

nouveaux traitements pour les cancers en impasse thérapeutique. 
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CONTRIBUTION A L’ETUDE DU STRESS DICARBONYLE AU COURS DE LA PROGRESSION CANCEREUSE ET 

METASTATIQUEDANS LE CAS DU CANCER COLORECTAL KRAS MUTE 

 

Résumé 

Le cancer colorectal constitue aujourd'hui la deuxième (ou première selon le sexe) source de décès avant 70ans. Ce cancer constitue 

un modèle particulièrement intéressant car il est depuis longtemps avéré que son incidence est largement due à des facteurs 

environnementaux. Il est également l'un des seuls cancers à aujourd'hui faire l'objet d'un dépistage systématique. Cette thèse 

d'exercice fait le point sur l'ensemble des techniques utilisées pour ce dépistage, des tests biologiques aux différentes techniques 

d'imagerie, et sur les différents traitements et protocoles de soin du cancer colorectal (CCR). Une seconde partie détaille le 

métabolisme énergétique du CCR et son implication dans le développement tumoral. Le focus est plus particulièrement fait sur le 

stress dicarbonyle (SD) comme produit annexe de la glycolyse et majoritairement représenté par le methylglyoxal. L'impact de ce 

stress est mis en regard de la mutation du gène KRAS très fréquemment présente dans les CCR à des stades avancés. Cette mutation 

constitue un frein aux thérapies ciblées habituellement utilisées, et une éventuelle sensibilité des CCR mutés KRAS aux altérations du 

SD pourrait constituer une piste intéressante pour contourner l'obstacle thérapeutique que constitue aujourd'hui la mutation de 

KRAS. Les résultats obtenus au cours d'un stage de recherche de 6 mois effectué dans le cadre d'un Master 2 au sein du Laboratoire 

de recherche sur les métastases à Liège sont présentés et analysés à la fin du document comme illustration de l'intérêt potentiel du 

SD comme levier pour contrôler la survie des cellules tumorales de CCR KRAS mutés. 

 

TITLE 

CONTRIBUTION TO THE STUDY OF DICARBONYL STRESS DURING CANCEROUS AND METASTATIC PROGRESSION IN 

KRAS MUTATED COLORECTAL CANCER 

 

Summary 

Colorectal cancer is now the second (or first depending on sex) source of death before age 70. This cancer is a particularly interesting 

model because it has long been proven that its incidence is largely due to environmental factors. It is also one of the only cancers to 

be systematically screened today. This pharmacy thesis details all the techniques used for this screening, from biological tests to all 

the imaging techniques. Also it describe the different treatments and treatment protocols for colorectal cancer (CRC). A second part 

details the energy metabolism of CRC and its implication in tumor development. The focus is particularly made on dicarbonyl stress 

(DS) as a side product of glycolysis and mainly represented by methylglyoxal. The impact of this stress is put side to side with the 

mutation of the KRAS gene very frequently present in CRC at advanced stages. This mutation constitutes a obstacle to the targeted 

therapies currently used, and a possible sensitivity of KRAS mutated CRCs to alterations of DS could constitute an interesting avenue 

for circumventing the therapeutic obstacle which the KRAS mutation constitutes today. The results obtained during a 6-month 

research internship carried out as part of a Master 2 within the Laboratory for Research on Metastases in Liège are presented and 

analyzed at the end of the document as an illustration of the potential interest of DS as a lever to control the survival of mutated 

KRAS CCR tumor cells. 
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