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|. Le cancer colorectal

A.Geénéralités sur le cancer colorectal

1. Epidémiologie
Le cancer colorectal (CCR) est le troisieme cancer le plus fréquent dans le
monde, et au second rang des décés par cancer dans le monde, quel que soit I'age
ou le sexe (Figure 1). Son incidence tend a diminuer chez 'homme, alors qu’elle
reste stable chez la femme. On observe une diminution de la mortalité par CCR

depuis les années 1990 (1,2).
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Figure 1 : Estimation de l'incidence et de la mortalité du CCR dans le monde, age et sexe confondus.
Le CCR est au troisieme rang sur l'incidence mondiale, apres le cancer du poumon et le cancer du sein. Il est au

second rang de mortalité par cancer dans le monde, derriére le cancer du poumon. Source : GLOBOCAN 2018. ,
produit par le Global Cancer Observatory (2).

En France métropolitaine, le CCR est le troisieme cancer le plus fréquent chez
’homme, et le deuxiéme chez la femme, avec une incidence de 43 336 nouveaux
cas en 2018. Il est placé au deuxiéme rang des décés par cancer chez 'lhomme, et

au 3¢ rang chez la femme.

L’incidence du CCR en France métropolitaine tend a diminuer depuis 1990,
chez 'homme, alors qu’elle reste stable chez la femme. La mortalité liée au CCR

régresse, autant chez ’lhomme que chez la femme (Figure 2).
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Figure 2 : Taux d’incidence et de mortalité par CCR en France métropolitaine.

On observe que chez 'homme, I'incidence et la mortalité par CCR sont en baisse. Chez la femme, l'incidence
reste stable, alors que la mortalité diminue (1). TSM : Taux standardisé mondial.

L’age médian de décés du CCR est situé a 77 ans chez 'homme, et 81 ans
chez la femme. La survie nette, standardisée sur 'age, a 5 ans est estimée a 62%
chez 'homme, et 64% chez la femme. La survie a 10 ans est de 50% chez 'lhomme
et 54% chez la femme tout stade confondu. Le stade de la maladie au moment du
diagnostic varie en fonction de I'age : les CCR a un stade précoce sont plus souvent
diagnostiqués dans la tranche d’age 40-74 ans (48% des patients atteint d’'un CCR).
A l'inverse les patients agés de moins de 40 ans (38%) ou plus de 74 ans (37%) sont

plus souvent diagnostiqués a un stade avancé de la maladie (1,3).

2. Physiopathologie de la carcinogenese colorectale

La carcinogenése colorectale résulte d'une accumulation d’anomalies
génomiques et de dérégulations épigénétiques. Ces altérations génomiques et
épigénétiques surviennent selon trois mécanismes principaux : linstabilité
chromosomique, linstabilité microsatellitaire et '’hyperméthylation des filots CpG
(Figure 3) (4,5).

a. L’instabilité chromosomique
L’instabilité chromosomique se définit parun gain ou une délétion de
chromosomes entiers, ou d’une partie d’'un ou plusieurs chromosomes (6). Cette
instabilité touche environ 84% des cas d’adénocarcinomes conventionnels. Elle peut
aboutir a la perte de génes suppresseurs de tumeurs, comme les genes APC, TP53,

SMAD4 ou PI3K, ou a linverse, induire la surexpression d’oncogénes, comme

Page | 3



“ — KRAS —
et -
/ Instabilite Délétion génes suppresseurs de
. tumeur
chromosomique

Surexpression d'oncogénes

)
‘ ) |
, — IS
‘ Instabilité Défaut de réparation et
\ \ microsatellitaire accumulation des
? mésappariements

Cellules @ @ @ Cellules coliques
épithéliales m tumorales
coliques

il I (XX =
— Ll [FEN—

Hyperméthylation des Inactivation de génes
iléts CpG suppresseurs de tumeur

Figure 3 : Mécanismes de la carcinogenése colorectale.

L’instabilité chromosomique se caractérise par un gain ou une perte de chromosomes entiers, ou d’une partie
d’un ou plusieurs chromosomes. Cette instabilité chromosomique aboutit a la délétion de génes suppresseurs de
tumeur, ou a la surexpression d’oncogénes. L'instabilité microsatellitaire est liée a une altération du systéme de
réparation MMR, ce qui entraine une accumulation des mésappariements lors de la duplication de 'ADN. Cette
accumulation peut conduire a l'altération de genes suppresseurs de tumeur. L’hyperméthylation des flots CpG, ou
CIMP, se caractérise par une hyperméthylation des cytosines situées dans des régions riches en dinucléotides
CG, au niveau des régions promotrices, avec pour conséquence une inactivation de I'expression des genes (5—
10). MMR : MisMatch Repair ; CIMP : CpG Island Methylator Phenotype. (Créé avec BioRender.com)

KRAS, dont les mutations sont présentes dans environ 40% des adénocarcinomes

conventionnels.

Une perte d’hétérozygotie de la région 18921 est également fréquemment
observée dans les CCR. Cette région comporte notamment le géne suppresseur de
tumeur DCC (Deleted in Colorectal Carcinoma), qui code pour une protéine
transmembranaire inhibant la prolifération en absence de son ligand. Une mutation
sur I'un des alléles, associée a une délétion de l'autre alléle (perte d’hétérozygotie)

entraine une survie anormale des cellules (5,6).

b. L'instabilité microsatellitaire
Il existe au sein du génome des séquences nucléotidiques répétées, dont le
type de nucléotide et le nombre de répétition varient, appelées séquences
microsatellites. Lors de la duplication de ’'ADN, 'ADN polymérase est susceptible de

de faire des erreurs sur ces séquences, provoquant des mésappariements ou
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« mismatch ». Ces mésappariements seront détectés et réparés par le systeme
MisMatch Repair (MMR). Les protéines du systtme MMR sont codées
principalement par les genes MLH1, PMS2, MSH2 et MSH6. Les protéines MSH2 et
MSH6 forment un hétérodimére, qui détecte notamment les mésappariements, et

recrute I'hétérodiméere MLH1-PMS2 afin de corriger ces mésappariements (5,7,8).

Lorsque ce systéme est déficient, par perte de I'un de ses effecteurs, les
meésappariements ne seront pas corrigés et vont s’accumuler, entrainant des
variations de taille des séquences microsatellites. Les tumeurs avec un MMR
déficient présentent alors un phénotype micro-satellitaire instable (MSI). L'instabilité
micro-satellitaire représente environ 13% des cas dans la voie de cancérogenése

des adénocarcinomes colorectaux conventionnels.

Or, ces séquences microsatellites peuvent se situer dans des géenes ou les
promoteurs d’un géne. La modification de ces séquences peut alors altérer la
fonction protéique codée par ces genes, notamment lorsqu’elle survient sur un géne
suppresseur de tumeur (7,8). Par exemple, le gene BAX (géne pro-apoptotique)
posséde un motif répété de huit guanines. Il a été observé que, dans 50% des CCR,
ce motif présentait une mutation, avec décalage du cadre de lecture, entrainant une

perte de fonction de la protéine BAX (8).

c. L’hyperméthylation des flots CpG
L’hyperméthylation des ilots CpG, ou « CpG Island Methylator Phenotype »
(CIMP), correspond a des altérations épigénétiques. Ce phénotype se caractérise
par une hyperméthylation des cytosines, localisées au niveau de régions riches en
dinucléotides CG, dans des régions promotrices. Cette hyperméthylation sur les
régions promotrices provoque une inactivation de I'expression des génes,

notamment sur des genes suppresseurs de tumeur (5,9,10).

3. Facteurs de risque

Le CCR est une maladie a causes multifactorielles. Plusieurs facteurs
interviennent, positivement ou négativement, sur la carcinogenése et I'apparition d’'un

CCR (figure 4) (11).
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Figure 4 : Les facteurs de risque du CCR.

Le CCR est une maladie dont les causes sont multiples. 5 a 7% des CCR sont liées a un syndrome de
prédisposition héréditaire, autosomique ou dominant. Les autres sont d'origine sporadique, et le risque de
survenue d’'un CCR sporadique dépend de facteurs environnementaux, et de la susceptibilité génétique a ces
facteurs. Un age supérieur a 50 ans, des antécédents familiaux de CCR ou des antécédents personnels de MICI
constituent des facteurs de risque. L’exposition au tabac ou a l'alcool, ainsi qu’'une mauvaise hygiéne alimentaire

jouent un réle dans la carcinogenése colorectale. D’aprés Aran et al. (11) MICI : Maladie inflammatoire chronique
de lintestin.

a. Héréditaires

i). La polypose adénomateuse familiale

Il existe plusieurs syndromes génétiques prédisposant au CCR. La polypose
adénomateuse familiale (PAF) est un syndrome autosomique dominant, lié a une
altération du gene APC, situé sur le bras long du chromosome 5 (5¢g21-g22) (12,13).
Le géne APC est un géne suppresseur de tumeur ; il code pour la protéine APC.
Cette protéine intervient notamment dans la voie Wnt/B-caténine, ou elle forme un
complexe protéique avec l'axine et la GSK3B (Glycogen synthase kinase), qui
phosphoryle la B-caténine, entrainant son ubiquitinylation et sa dégradation. Si APC
n'est pas exprimée ou est non fonctionnelle, la B-caténine n’est plus dégradée,
s’accumule, transloque dans le noyau et exerce un rble de facteur de transcription
sur des génes impliqués dans la prolifération, comme MYC (12,14). Les patients
atteints développent plusieurs centaines de polypes adénomateux sur le colon et le
rectum, qui dégénereront dans 100% des cas en cancer s’ils ne sont pas retirés. Ces

polypes surviennent dans la deuxieme décennie. D’autres polypes, adénomateux ou
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non, peuvent se développer sur 'ensemble du tractus gastro-intestinal. Les patients
peuvent présenter également des manifestations extra-coliques, comme une tumeur
desmoide, un ostéome, un adénocarcinome du pancréas, une tumeur hépatique ou

une tumeur du systéme nerveux central (12—-14).

Certains patients atteints de PAF développent moins d’'une centaine de polypes
colorectaux, et a un age plus tardif, correspondant a une forme atténuée de PAF.
Plusieurs altérations, situées aux extrémités 5’ et 3’ du géne APC, ou sur I'exon 9 ont
été observées dans des formes atténuées de PAF. Des variations de I'épissage,
notamment un épissage alternatif du transcrit avec une excision des exons 3 et 4
pourraient étre impliquées. Ces formes atténuées peuvent parfois poser le probléme
au diagnostic avec des polypes d’origine sporadique, puisque les polypes
surviennent en nombre réduit, et plus tardivement que dans la PAF classique
(12,14,15).

ii). Le syndrome de Lynch

Le syndrome de Lynch est un syndrome autosomique dominant, lié & une
altération des genes du MMR. Les genes MLH1 et MSH2 sont les plus fréquemment
mutés (60 a 80% des cas) ; les mutations de PMS2 et MSH6 sont plus rares. Il existe
d’autres altérations pouvant affecter les génes du systéme MMR, comme la mutation
du géne EPCAM provoquant une méthylation du promoteur de MSH2, mais elles
sont tres rares (16). Les personnes atteintes présentent un risque accru de
développer un CCR ou un cancer du corps de I'endomeétre, mais également d’autres
cancers, développés aux dépends de l'ovaire, des voies biliaires, de I'estomac de
lintestin gréle, des voies excrétrices urinaires hautes ou des glandes sébacées

(14,17).

iif). Autres syndromes de prédisposition

D’autres syndromes génétiques peuvent prédisposer au CCR :

- Les mutations du gene APC peuvent étre a l'origine du syndrome de Gardner ou
du syndrome de Turcot. Le syndrome de Gardner se caractérise par une
polypose intestinale diffuse, des ostéomes, fiboromes et kystes épidermiques ou
sébacés. Le syndrome de Turcot comporte [I'association de CCR et
médulloblastome (14,18),
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- La polypose associée a une mutation du gene MYH, géne impliqué dans le
systeme de réparation des cassures simple brin « base excision repair » (BER).
Les patients atteints présentent un phénotype similaire a la forme atténuée de
PAF, mais la transmission de la maladie s’effectue sur un mode récessif (14,17),

- Le syndrome de Peutz-Jeghers, lié a une mutation des genes LKB1 ou STK11,
est a l'origine d’hamartomes multiples du tractus gastro-intestinal (14),

- Le syndrome de Cowden, dont le géne majoritairement en cause, PTEN, se
caractérise par le développement d’hamartomes multiples au niveau de la peau,
des seins, de la thyroide et du célon. Les patients atteints ont un risque augmenté
de développer un cancer du sein, du célon, de 'endomeétre ou de la thyroide
(14,19).

b. Environnementaux

). Alimentation

Les CCR liés a un syndrome de prédisposition ne représentent que 5 a 7%
des CCR. Les CCR sporadiques sont liés a divers facteurs environnementaux
(11,20), telles les habitudes alimentaires. Plusieurs études ont analysé, sur des
cohortes, la corrélation entre divers types d’aliments et le risque de survenue d’un
CCR. Ces études ont observé qu’une alimentation riche en fruits et légumes était
associée a un plus faible risque d’apparition d’'un CCR, alors que ce risque était
plutdt augmenté avec la consommation réguliere de viande rouge et d’aliments
transformés (21-24). Levine et al ont observé un lien entre une alimentation riche en
protéines et le taux d’IGF-1, et qu’un taux plus élevé d’'IGF-1 favoriserait la survenue
d’'un CCR. Par ailleurs, la consommation de poisson (riche en acide gras a longues

chaines de type oméga-3) aurait un effet protecteur (21,25).

L’alimentation exerce également un effet sur la carcinogenése colorectale par
les modifications qu’elle engendre sur le microbiote intestinal. Le microbiote évolue
au cours de la vie, en fonction des conditions micro-environnementales au niveau
gastro-intestinal. L’existence d’une maladie inflammatoire chronique ou
l'alimentation, peuvent modifier la composition du microbiote. Or, des études ont
observé que certaines espéces bactériennes peuvent étre en lien avec la
carcinogenése colorectale (26-28) comme les Fusobacterium nucleatum (F.

nucleatum) et les Bacteroides fragilis (B.fragilis) (26—30)
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i). Tabagisme

Le tabagisme est reconnu comme facteur de risque dans plusieurs cancers,
comme les cancers du poumon, des voies aéro-digestives supérieurs, de la vessie et
du rein; son rdle dans la carcinogenése colorectale a été controversé mais est
actuellement bien démontré (31,32). La méta-analyse menée par Tsoi et al montre
que les fumeurs réguliers ou occasionnels présentent un risque relatif (RR) de
développement d'un CCR de 1,20, par rapport aux non-fumeurs. Cette augmentation
du risque de CCR est plus particulierement présente chez 'homme (RR de 1,38), par
rapport a la femme (RR de 1,06) (33). Le tabagisme favorise le développement de
CCR notamment du colon droit et du rectum, plutét que du cblon gauche (33-35).
Ces données concordent avec le fait que le tabagisme est plus frequemment associé
a la présence d’'une instabilité microsatellitaire. |l est également plus fréquemment
associé a des mutations des génes TP53 et BRAF, ainsi qu'avec un phénotype

hyperméthylé des cellules tumorales (36).

ii). Alcool

La consommation d’alcool est un autre facteur de risque de développement
d’'un CCR. La méta-analyse menée par Wang et al montre un RR de développer un
CCR de 1,43 avec intervalle de confiance a 95%, pour une consommation réguliére
de 100g par jour (37). L’alcool serait responsable de modifications épigénétiques, en
particulier une modification du phénotype de méthylation des promoteurs des genes.
L’alcool engendre également une altération des mécanismes de réparation de 'ADN,
la production de métabolites pro-oncogéniques par la voie du cytochrome P450, ainsi
gu’une immunosuppression (37). Le métabolite de I'alcool, 'acétaldéhyde, serait a
I'origine d’un déficit en folates ; ce déficit serait a I'origine d’altérations au niveau des
telomeéres, source d’une instabilité chromosomique, ainsi que d’une hypométhylation

globale de 'ADN et d’incorporation d’uracile lors de la réplication de 'ADN (37,38).

4. Aspects macroscopiques

Un CCR peut se présenter sous plusieurs formes sur le plan macroscopique
(Figure 5) :

- un développement principalement intra-luminal, donnant un aspect exophytique,

bourgeonnant
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Figure 5 : Aspect macroscopique de tumeurs coliques (étoiles). Elles peuvent présenter un aspect exophytique,
bourgeonnant (a gauche), ou un aspect infiltrant, ulcéré, avec parfois une sténose pariétale associée (a droite).

- une croissance endophytique principalement intra-pariétale, avec une ulcération

en surface et un bourgeonnement en périphérie
- plus rarement, une infiltration diffuse de la paroi colique, de type linite

- un développement circonférentiel, souvent responsable d’une sténose.

Les CCR associent fréquemment plusieurs aspects macroscopiques. Les
tumeurs du cblon ascendant ont tendance a présenter une croissance exophytique,
alors que celles du colon transverse et gauche se développent de fagon

endophytique, cu circonférentielle.

A la coupe, les CCR présentent un aspect assez homogeéne, de couleur gris-
blanchatre, et comportant parfois des zones de nécrose. Les adénocarcinomes

mucineux comportent fréquemment des flaques mucoides (39).

5. Aspects histologiques
L'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a défini plusieurs types
histologiques, décrits dans la WHO Classification of Tumors — Digestive System
Tumours, 58 édition 2019 (39). Quatre-vingt-dix pourcent des CCR correspondent a
un adénocarcinome (ADK), généralement de type non spécifique (not otherwise
specific « NOS »). Certains ADK correspondent a un type histologique particulier,

avec des aspects microscopiques spécifiques :

- ADK mucineux : il se définit par la présence d’'une composante mucineuse sur au

moins 50% de la surface tumorale. Celle-ci est constituée de flaques de mucine
comportant des cellules tumorales isolées ou en amas de taille variable (39,40).
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- Carcinome a cellules « a bague a chaton » : ce type histologique est rare, avec une
prévalence en Europe et aux Etats-Unis de 0,6 a 1,1%. Il se développe plus
freqquemment avant 60 ans (41). Histologiquement, il se caractérise par la présence
sur au moins 50% des cellules tumorales d’une vacuole intra-cytoplasmique,
refoulant le noyau en périphérie, donnant un aspect dit « en bague a chaton ». Ce
type histologique peut étre associé a un adénocarcinome de type mucineux, ou dans
une composante mucineuse d'un adénocarcinome non speécifigue. Toute
composante « a bague en chaton » doit étre signalée sur le compte-rendu anatomo-
pathologique, car elle est associée a un plus mauvais pronostic avec un taux de
survie a 5 ans entre 0 et 12%, et a un plus haut risque de récidive (41,42). Sur le
plan moléculaire, les cellules tumorales présentent une perte d’expression de I'E-
cadhérine, protéine d’adhésion transmembranaire, expliquant I'aspect dyscohésif,

avec fréquemment un phénotype CIMP+, MSI, et une mutation de BRAF (41,43).

- Carcinome médullaire : ce type histologique se caractérise par un aspect peu

différencié de la prolifération tumorale, avec une architecture solide, formant peu de
glandes. Les cellules tumorales comportent un noyau a chromatine vésiculeuse, et
un cytoplasme fortement éosinophile, abondant. La prolifération s’accompagne d’'un
intense infiltrat lymphocytaire intra et péri-tumoral. En immunohistochimie, les
cellules tumorales n’expriment pas CK20 ni CDX2, contrairement, a 'ADK non
spécifiqgue de grade peu différencié. Ce type histologique présente fréquemment une
déficience du systeme de réparation MMR, et une mutation de BRAF. Il présente

plutét un bon pronostic, malgré sa morphologie peu différenciée (39,44,45).

- ADK festonné: 'ADK de type festonné appartient au spectre des lésions

festonnées, caractérisées par des altérations moléculaires distinctes, comprenant
egalement les polypes hyperplasiques, les adénomes festonnés traditionnels, et les
lésions festonnées sessiles avec ou sans dysplasie. En histologie, 'ADK festonné
ressemble morphologiquement aux lésions festonnées, avec la présence de glandes
tumorales infiltrantes d’aspect festonné. On observe plus fréquemment des
mutations des genes KRAS et BRAF. La majorité des ADK festonnés se développent
sur un adénome festonné traditionnel, avec un phénotype MSS, mais environ 20%
d'entre eux se développent sur adénome festonné sessile et présentent un
phénotype MSI par hyperméthylation du promoteur de hMLH1. Par ailleurs, des

études ont observé des altérations génomiques potentiellement utilisables comme
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biomarqueurs de I'ADK festonné, a savoir des altérations de PTCH1, HIFla et
EPHB2 (39,46,47). Ce sous-type d'ADK est un facteur de mauvais pronostic (46,47).

- ADK micropapillaire : la composante micropapillaire se caractérise par des amas de

cellules entourés par un espace optiquement vide, ressemblant a une cavité
vasculaire, sur au moins 5% de la surface tumorale. Il n'y a pas d’axe vasculaire au
centre des amas, contrairement a une papille. La présence de cette composante est
de mauvais pronostic : les emboles vasculaires et lymphatiques ainsi que les
engainements périnerveux sont trés fréquents, et la survie globale et sans récidive
est plus faible (39,48,49). Lee et al ont observé une plus forte expression de génes
impliqués dans le maintien de I'état souche des cellules tumorales des ADK avec
composante micropapillaire, comme le géne SOX2, impliquant une chimiorésistance
et un fort pouvoir métastatique. Il est également observé que I'expression de SOX2
est corrélée a la présence de métastases ganglionnaires et périphériques, ainsi qu’a

un moins bon pronostic (49).

- ADK adenoma-like : Ce sous-type a été décrit initialement sous les termes de

« tumeur Vvilleuse », « adénocarcinome Vvilleux » ou « adénocarcinome papillaire
infiltrant » (39,50). Il se définit par la présence, sur au moins 50% de la surface
tumorale infiltrante, d’'une architecture villeuse ressemblant & un adénome, et une
bordure tumorale de type expansive ou tres focalement infiltrante. Les atypies cyto-
nucléaires sont modérées, de bas grade. Ce sous-type est de meilleur pronostic par
rapport @ ’ADK NOS, et il est corrélé a une meilleure survie sans récidive (50-52).
Sur biopsie, l'aspect bien différencié, I'architecture villeuse et les atypies cyto-
nucléaires peu marquées peuvent le faire confondre avec un adénome villeux. Ces

tumeurs présentent un fort taux de mutation KRAS (50,51).

- Carcinome adénosquameux : ce type de carcinome est rare, avec une incidence

comprise entre 0,05 et 0,2% des CCR (53). Il se caractérise par I'association d'une
composante de type ADK et d’'une composante de type carcinome épidermoide. Il
présente un plus mauvais pronostic par rapport a un ADK non spécifique, avec une
plus forte tendance a former des métastases notamment pour la composante
épidermoide (53-55).

- Carcinome avec composante sarcomatoide : il existe, dans de rares cas, une

hY

composante sarcomatoide associée a un ADK, en proportions variables. Cette
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composante se présente comme une zone tumorale non différenciée, avec des
cellules d'aspect fusiforme, ou des cellules d'aspect rhabdoide, avec un cytoplasme
éosinophile abondant, refoulant le noyau en périphérie. Les cellules n‘expriment pas
ou peu les marqueurs épithéliaux (56,57). Sur le plan moléculaire, il existe
freguemment une altération du complexe SWI/SNF, impliqué dans le remodelage de
la chromatine, notamment par altération de la sous-unité SMARCB2, mais également
des sous-unités SMARCA2 et SMARCAA4. Des altérations des protéines de structure
des centrosomes (« Ciliary Rootlet Coiled Colil ») ont également été observées. La

présence d'une composante sarcomatoide est de mauvais pronostic (56-59).

- Carcinome indifférencié : la prolifération tumorale est désignée comme

"indifférenciée" lorsqu'elle ne présente aucune caractéristique morphologique,
immunohistochimique ou moléculaire permettant de caractériser sa différenciation.
L'aspect morphologique peut ressembler au carcinome médullaire, mais a la
différence de celui-ci, les cellules tumorales ne présentent pas d'aspect syncitial, ni
d'infiltrat inflammatoire marqué. Par ailleurs, les carcinomes indifférenciés ne

présentent que rarement un phénotype micro-satellitaire instable (39).

6. Facteurs pronostiques
En plus du type histologique, plusieurs critéres histologiques constituent des
facteurs histopronostiques. La prise en charge thérapeutique dépend donc de ces

facteurs.

a. Stade pTNM
L'évaluation de l'envahissement tumoral, locorégional et a distance, est le
facteur histopronostique le plus important, et doit étre précisé dans tout compte-
rendu anatomo-pathologique. La huitieme classification pTNM des tumeurs
colorectales de I'Union for International Cancer Control (UICC), et 'American Joint
Committee on Cancer (AJCC) est parue en 2017. La pTNM précise I'envahissement
local (T), I'extension aux ganglions lymphatiques régionaux (N), et I'extension

métastatique a distance (M) (60).
Pour les CCR, la classification est la suivante :

e Envahissement local (T) : selon la profondeur d'infiltration pariétale (Figure 6).

- pTO : absence de tumeur
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Figure 6 : lllustration des différents niveaux d’infiltration de la classification pTNM
(A) pT1 : la prolifération franchit la musculaire muqueuse (fleche noire) et infiltre le sous-muqueuse (HES x50). (B)

pT2 : la prolifération infiltre la musculeuse (HES x20), (C) pT3 : la prolifération infiltre la sous-séreuse, sans atteindre
la séreuse (HE x20). (D) pT4a : la prolifération atteint focalement la séreuse péritonéale (fleches bleues) (HES x50)

- pTis : carcinome intra-épithélial ou carcinome intra-muqueux, avec infiltration de
la lamina propria

- pT1:infiltration de la sous-muqueuse

- pT2:infiltration de la musculeuse

- pT3:infiltration de la sous-séreuse

- pT4:
» pT4a :infiltration et ulcération du péritoine viscéral
» pT4b : invasion directe d'autres organes ou structures
e Extension aux ganglions lymphatigues régionaux (N) : les ganglions

lymphatiques régionaux sont individualisés macroscopiquement dans le
mésocoblon et le mésorectum. Ce critére est également subdivisé en plusieurs
groupes, selon le nombre de ganglions lymphatiques envahis.

- pNO : absence de métastase ganglionnaire lymphatique
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pN1 : métastase dans 1 a 3 ganglions lymphatiques régionaux
» pN1la: métastase dans 1 ganglion lymphatique régional
» pN1b : métastase dans 2 a 3 ganglions lymphatiques régionaux
» pNlc : présence de dép6t tumoral satellite dans la sous-séreuse,
sans métastase ganglionnaire lymphatique identifiable.
pN2 : métastase dans au moins 4 ganglions lymphatiques régionaux
» pNZ2a: métastase dans 4 a 6 ganglions lymphatiques régionaux
» pN2b : métastase dans au moins 7 ganglions lymphatiques

régionaux

e Extension métastatique a distance (M) :

pMO : absence de métastase a distance
pM1 : présence de métastase a distance
» pMla : métastase dans un seul organe (dont les ganglions

Tableau 1 : Tableau des différents stades cliniques des CCR, selon les critéres TNM (88,89).

Stade T N M

0 Tis NO MO
I T1-2 NO MO
A T3 NO MO
11B T4a NO MO
1c T4b NO MO
T1-2 N1 MO

A
T1 N2a MO
T3-4a N1 MO
1B T2-3 N2a MO
T1-2 N2b MO
T4a N2a MO
1nc T3-4a N2b MO
T4b N1-2 MO
IVA ToutT Tout N M1la
IVB ToutT Tout N M1lb
IvVC ToutT Tout N Milc
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lymphatiques non régionaux), sans atteinte de la séreuse
péritonéale

» pM1lb : métastase dans plus d'un organe, sans atteinte de la
séreuse péritonéale

» pMlc : métastase péritonéale

La définition de ces trois criteres permet ensuite de définir le stade d'évolution
de la maladie, qui permettra ensuite de définir la prise en charge la plus adaptée
(Tableau 1) (60).

b. Grade de différenciation

L'évaluation du grade des CCR prend en compte le degré de formation
glandulaire (Figure 7). Le grade doit correspondre au contingent tumoral le moins
différencié, quelle que soit sa proportion. Les CRC bien et moyennement différenciés
correspondent a des CRC de bas grade, alors que les CRC peu différenciés sont de
haut grade. L'OMS précise que le « budding » et les « clusters peu différenciés »
(PDC) ne doivent pas étre pris en compte pour la détermination du grade, mais ils
doivent étre signalés a part en raison de leur impact pronostique (39).

Figure 7 : lllustrations des différents grades de différenciation des ADK.
(A) ADK bien différencié : structures glandulaires bien individualisées, plus ou moins ramifiées
(HES x20). (B et C) ADK moyennement différencié : structures glandulaires d’aspect cribriforme,
aspect de glandes fusionnées (HES x20 et x100). (D) ADK peu différencié : formation de massifs,
avec de rares lumiéres glandulaires persistantes (HES x100)
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c. Emboles lymphatiques tumoraux

lls se définissent par la présence de cellules tumorales, isolées ou en amas,
dans la lumiére des lymphatiques (Figure 8A). La présence d'emboles lymphatiques
tumoraux constitue un facteur pronostique important pour les stades précoces,
notamment pour les patients ne présentant pas de métastase ganglionnaire
lymphatique, puisqu’ environ 30% des patients décederont avec des métastases a
distance (61,62). En cas de doute diagnostic, une étude immunohistochimique avec
l'anticorps anti-D2-40 (ciblant la podoplanine), marqueur vasculaire lymphatique,

peut permettre d'objectiver des emboles tumoraux lymphatiques (61).

: 2. s, i =
Figure 8 : lllustration des emboles vasculaires et lymphatiques tumoraux, et des engainements péri-nerveux

(A) Des amas de cellules tumoraux sont situés dans des lymphatiques (fleche bleue), ainsi qu'au niveau
vasculaires (fleches noires) (HES x 50). (B) Les cellules tumorales encerclent et infiltrent une structure nerveuse
(astérisque), correspondant a un engainement péri-nerveux (HES x 100).
d. Emboles vasculaires tumoraux

La présence de cellules tumorales au sein d'une veine ou d'une artere (Figure
8A) a un impact négatif sur le pronostic des patients atteints d'un CCR. lls peuvent
étre subdivisés en deux groupes : les emboles vasculaires intra-muraux (situés dans
la sous-muqueuse ou la musculeuse) et les emboles vasculaires extra-muraux
(situés dans la sous-séreuse) (63—66). Les emboles extra-muraux sont bien décrits
dans la littérature comme ayant un impact négatif sur la survie des patients,
notamment lorsqu'il n'y a pas de métastase ganglionnaire synchrone associée. En
revanche, l'impact des emboles intra-muraux est moins étudié. La revue de Knijn et
al, sur la frequence et l'impact des emboles vasculaires intra-muraux dans les CCR,
tous stades confondus, montre que ces patients présentent une survie a cinq ans

plus faible par rapport aux patients ne présentant pas d'embole vasculaire. En
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revanche, ils n'ont pas observé de différence significative entre une localisation

extra-murale ou intra-murale des emboles vasculaires (63).

Jiang et al ont étudié les altérations génomiques chez des patients atteints
dun CCR avec emboles vasculaires. lls ont observé des remaniements
chromosomiques récurrents, notamment des anomalies en 22q, 17q, 10q et 6q. Les
altérations géniques ayant potentiellement un lien avec la formation d'emboles
vasculaires sont impliqguées dans I'EMT, l'angiogenése et le remodelage de la

matrice extra-cellulaire (64).

e. Engainements périnerveux

Les engainements périnerveux constituent un facteur pronostique péjoratif
indépendant, similaire a d'autres facteurs pronostiques comme le niveau d’infiltration,
le grade de différenciation, et les emboles lymphatiques et vasculaires tumoraux. lls
sont associés a une survie globale moindre, et a un plus haut risque de récidive,
locale ou a distance. Sur le plan histologique, ils correspondent a la présence de
cellules tumorales envahissant les trois tuniques d'un nerf (épinévre, périnevre et
endoneévre), sur au moins un tiers de la circonférence du nerf (39,67—70) (Figure 8B).
lls sont rapportés comme moins fréquents dans les CCR (environ 20%), par rapport
a d'autres cancers, comme les ADK pancréatiques (98%), les cholangiocarcinomes
(75 a 85%), les ADK prostatiques (75%) et les ADK gastriques (60%) (39,68).

f. Deépobts tumoraux
Les dépbts tumoraux correspondent a des amas tumoraux, quelle que soit
leur taille, situés dans la graisse péri-colique. lls ne possedent pas de continuité avec
la tumeur primitive, et ils difféerent d'un envahissement ganglionnaire métastatique
par I'absence de parenchyme ganglionnaire identifiable au niveau du dépdét (Figure
9). Les emboles vasculaires et lymphatiques tumoraux, ainsi que les engainements

péri-nerveux ne sont pas considérés comme des dépbts tumoraux (39).

Actuellement, la présence de dép6t tumoral sans métastase ganglionnaire
lymphatique associée est signalée comme pN1c dans la classification pTNM, et n'est
pas prise en compte si des métastases ganglionnaires lymphatiques sont présentes.
Cependant, il s'avere, daprés des études récentes que les dépdts tumoraux
pourraient constituer un facteur pronostique péjoratif indépendant de la présence ou
non de métastases ganglionnaires lymphatiques. Il serait donc proposé d'inclure une
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Figure 9 : lllustration de la différence entre métastase ganglionnaire lymphatique et dépét tumoral

(A et B) Dépdts tumoraux situés dans le mésocoélon sans parenchyme ganglionnaire identifiable (HES
x20). (C et D) Métastase ganglionnaire lymphatique. Parenchyme ganglionnaire, bien visible,
(astérisque) envahi par la prolifération tumorale, (HES x50 et x20)

nouvelle catégorie dans le statut « N » de la classification TNM pour les dépbts
tumoraux, quel que soit le nombre de métastase ganglionnaire lymphatique, lors de
sa prochaine révision (71-73).

g. Front d'invasion tumoral

Histologiqguement, les CCR envahissent la paroi coligue de deux maniéres :
selon un mode expansif (ou « pushing »), se caractérisant une bordure bien limitée
et visible entre les structures tumorales et le tissu non tumoral (Figure 10A) ; ou
selon un mode infiltrant, lorsque I'on ne pas définir de limite nette entre les cellules
tumorales et le tissu non tumoral adjacent (Figure 10B) (74). Qwaider et al ont
observé que les patients atteints d'un CCR avec un mode d'invasion de type infiltrant
présentaient une moins bonne survie globale, et sans récidive, que lorsque le mode
d'invasion est de type expansif (74). Par ailleurs, Karamitopoulou et al ont observé
gue la présence de plus de 90% de composante infiltrante était un facteur de
mauvais pronostic pour les stades Il et lll (75).
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Figure 10 : IIIusratio du e d‘invasio umoral h
(A) Front d'invasion tumoral selon un mode expansif, appelé pushing. La délimitation entre les glandes tumorales
et le parenchyme normal adjacent est bien visible (HES x 20). (B) Front d'invasion tumoral selon un mode
iZn(;i)I.trant. Il n'y a pas de délimitation claire entre les structures tumorales et le parenchyme normal adjacent (HES x
h. Budding et PDC
Le « Tumor budding » ou bourgeonnement tumoral se définit par la présence
de cellules isolées ou disposées en amas comportant jusqu'a 4 cellules tumorales.
La recherche de budding doit se faire, selon les recommandations publiées par Lugli
et al, sur le front d'invasion de la prolifération tumorale. On évalue le budding sur 10
champs microscopiques a grossissement x100, puis on sélectionne le champ
comportant le plus de budding. On compte ensuite le nombre de cellules isolées ou
d'amas comportant jusqu'a 4 cellules, au grossissement x200. On détermine enfin le
nombre de cellules en budding sur une surface de 0,785 mmz2, puis on classe le
budding en grade 1(faible) si on observe entre 0 et 4 cellules isolées ou amas, grade
2 (intermédiaire) pour 5 a 9 cellules isolées ou amas, ou grade 3 (élevé) pour au

moins 10 cellules isolées ou amas (Figure 11) (76).

L'évaluation du budding constitue un important facteur pronostic. En effet,
I'impact sur la survie des patients est d'autant plus péjoratif que le budding est de
haut grade (76—78). Pour les CCR de stade pT1, la présence de budding est corrélée
avec un plus haut risque de métastase ganglionnaire lymphatique. Il apparait
également que, la présence de budding sur des CCR au stade Il entraine un
pronostic équivalent aux patients de stade métastatique (76—79). Le budding serait
lié a 'EMT, et il y aurait une forte corrélation entre une altération des genes KRAS et
BRAF, et la présence de budding (77,78).
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Figure 11 : lllustration du budding. (A et B) Budding grade 1 : sur la (A), il n'est pas observé de cellule isolée se
détachant des glandes tumorales. Sur la (B), on observe de deux cellules isolées au niveau du front d'invasion
(HES x 200). (C) Budding grade 2 : on observe quelques cellules isolées ou amas de moins de 5 cellules se
détachant des glandes tumorales (HES x 200). (D) Budding grade 3 : de nombreuses cellules isolées ou amas de
moins de 5 cellules se détachent des glandes tumorales (HES x 200) (76).

Le budding est a différencier des clusters peu différenciés (PDC). Les PDC se
caractérisent sur le front d'invasion par des amas tumoraux d'au moins 5 cellules,
sans formation de structure glandulaire identifiable. La détermination du grade est
identigue a la technique utiliser pour grader le budding (Figure 12). Les études
montrent que la présence de PDC est également un facteur de mauvais pronostic
dans les stades pT1, puisqu'il est corrélé a un plus haut risque de métastase
ganglionnaire lymphatique. Par ailleurs, il est également observé des altérations plus
fréquentes des génes KRAS et BRAF dans les CCR avec un grade élevé de PDC
(76,80-82).

i. Infiltrat inflammatoire intra-tumoral
L'intensité de l'infiltrat inflammatoire lymphocytaire, en réaction a l'invasion
tumorale, constitue un facteur pronostic important. En effet, les patients présentent
une meilleure survie globale lorsqu'il existe un important infiltrat inflammatoire

lymphocytaire tumoral (83,84). L'étude menée par Haruki et al a cherché a
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Figure 12 : Clusters peu différenciés (PDC). (A) PDC grade 1 : absence de PDC sur le front d'invasion tumoral
(HES x 200). (B) PDC grade 2 : on note la présence de quelques amas de plus de 5 cellules tumorales, sans
différenciation glandulaire visible, sur le front d'invasion tumoral (HES x 200). (C) PDC grade 3 : on note plusieurs
amas de plus de 5 cellules tumorales, sans différenciation glandulaire visible, sur le front d'invasion tumoral (HES
x 200) (76).

caractériser l'impact de cet infiltrat inflammatoire sur la survie des patients atteints
d'un CCR en s'intéressant non seulement a l'intensité de l'infiltrat, mais également a
sa localisation. lls ont défini l'intensité de l'inflammation de maniere semi-quantitative
(coté de 0 (nul), 1+ (faible), 2+ et 3+ (élevé)) (Figure 13), et ont déterminé la
localisation de [linfiltrat inflammatoire selon quatre composantes : [infiltrat
inflammatoire transmural (aussi appelé « réaction lymphocytaire Crohn-like »,
péritumoral, intratumoral péri-glandulaire, et les lymphocytes infiltrant la tumeur
(TILs). Leurs résultats montrent que les patients présentent une meilleure survie
globale lorsque l'infiltrat inflammatoire est modéré ou intense (2+ a 3+), qu'il soit
transmural, péritumoral ou intra-tumoral péri-glandulaire. Un score 2+ ou 3+ pour les
TILs est également corrélé a une meilleure survie des patients (83). L'intensité de
l'infiltrat inflammatoire est associée a une localisation proximale, un grade de

différenciation bien ou moyennement différencié, un phénotype MSI et la présence
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Figure 13 : lllustration de lintensité de linfiltrat inflammatoire intra-tumoral et péri-tumoral. (A) Infiltrat
inflammatoire faible (HES x 50). (B) Infiltrat inflammatoire modéré (HES x 50). (C) Infiltrat inflammatoire marqué
(HES x 20). (D) Infiltrat inflammatoire marqué de type Crohn-like, avec formation d'flots lymphoides a centre
germinatif (HES x 50).

d'une mutation du gene BRAF ; et limpact sur la survie des patients apparait
indépendant de ces facteurs (83).

La composition de cet infiltrat semble également avoir un impact significatif sur
le pronostic. En effet, la méta-analyse, menée par Idos et al, montre que la présence
de TILs CD3+ et CD8+, caractéristique des lymphocytes T cytotoxiques, serait de
meilleur pronostic. Paradoxalement, la présence de TILs FOXP3+, correspondant a
des lymphocytes T régulateurs ayant un réle immuno-modérateur, serait également
de meilleur pronostic (84).

Un intense infiltrat inflammatoire de type Crohn-like est souvent observé dans
les CCR de phénotype MSI. Cependant, méme si les patients atteints d'un CCR de
phénotype MSI, a un stade localisé, présentent une meilleur survie globale, il semble
que l'infiltrat lymphocytaire intra-tumoral soit un facteur histopronostique indépendant
du phénotype micro-satellitaire (83-85).
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j. Marges de résection
La positivité des marges de résection est un critére important, notamment sur
le risque de récidive locale. On distingue d'une part les marges proximale et distale,
et d'autre part la marge circonférentielle. Ces marges minimales d'exérese étaient
initialement définies a 5 cm dans les années 1950 (86), mais les études ont ensuite
montré que des marges de résection & 1 cm pour les tumeurs du rectum étaient
suffisantes (87). Actuellement, ces marges sont fixées a 5 cm pour les tumeurs

coliques, et 1 cm pour les tumeurs du rectum (88,89).

La mesure de la marge circonférentielle s'applique aux cancers du rectum.
Bien que des études tendent & montrer l'importance de I'évaluation de la marge
circonférentielle sur des cancers du caecum, il n'y a actuellement pas encore assez
de preuves, par rapport aux cancers du rectum (39). On évalue a I'état frais la qualité

de I'exérése du mésorectum en 3 catégories (90,91) :

- Exérése compléte : le mésorectum présente un aspect lisse, sans perte de
substance de plus de 5 mm, sans aspect conique distal, et la marge
circonférentielle apparait intacte et lisse

- Exérése presque complete : le mésorectum est modérément épais, mais présente
une perte de substance de plus de 5 mm, un aspect conique distal modéré, la
marge circonférentielle apparait irréguliere, sans que la musculeuse ne soit
visible.

- Exérése incompléte : le mésorectum est peu épais, il présente une perte de
substance avec musculeuse apparente, la marge circonférentielle présente un

aspect tres irrégulier.

Une fois la piece fixée et encrée, la tumeur est échantillonnée, puis la marge
circonférentielle est mesurée a partir de la structure tumorale la plus proche, que ce
soit la tumeur primitive, un ganglion métastatique ou un dépo6t tumoral. Une marge
circonférentielle inférieure & 1 mm est considérée comme positive (R1), cependant il
apparait qu'une marge comprise entre 1 et 2 mm soit liée a un risque significatif de

rechute locale (89).

k. Evaluation de la régression tumorale
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Tableau 2 : Comparaison des classifications établies par Dworak et par I'AJCC, 7¢ édition (39,93). TRG : Tumor
Regression Grade

Dworak AJCC 7° édition

Grade 4 : Absence de cellule tumorale Absence de cellule tumorale

TREE résiduelle résiduelle

Grade 3 : rares cellules tumorales,
TRG 1 |dispersées dans un tissu fibreux, avec
ou sans plages mucoides
Grade 2 : Remaniements fibreux
TRG 2 prédominants avec quelques cellules
tumorales isolées ou en amas

Cellules tumorales isolées ou en
petits amas

Cellules tumorales résiduelles avec
réponse desmoplasique

TRG 3 Grade 1 : masse tumorale Preuves minimales de réponse
prédominante, avec fibrose tumorale
TRG 4 Grade 0 : absence de régression -

En fonction du stade évolutif d'un CCR, les patients peuvent recevoir une
chimiothérapie adjuvante pour les cancers coliqgues, ou une radio-chimiothérapie
néo-adjuvante pour les cancers rectaux. L’efficacité des traitements néo-adjuvants

peut étre déterminée par I'évaluation de la régression tumorale histologique (89,92).

Plusieurs classifications ont été mises au point pour évaluer la réponse
histologique dans les suites d’'une chimiothérapie néo-adjuvante. La classification
établie par Dworak et al, la plus ancienne, est encore largement utilisée (93).
Cependant, ces différentes classifications souffrent de problemes de reproductibilité
et d'une mauvaise concordance inter-observateurs (92). Trakarnsanga et al ont
observé que la classification établie par I'AJCC, 7¢ édition semblait la plus
reproductible chez les patients avec un cancer rectal & un stade avanceé (Tableau 2)
(39,94).

7. Prise en charge thérapeutique
La prise en charge thérapeutique dépend principalement du stade d'évolution
de la maladie, mais aussi des différents facteurs pronostiques, et du bilan
d'opérabilité du patient. La classification TNM permet de définir les différents stades
cliniques, afin de guider la thérapeutique (Tableau 1) (88,89). Le traitement des

formes non métastatiques repose principalement sur la chirurgie carcinologique, a
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laquelle s'adjoint ou non des traitements néo-adjuvants et/ou adjuvants selon le

stade étabili.

a. Traitement chirurgical
Concernant les cancers coliques de stade non métastatique, I'exérése doit
étre faite en monobloc sur le segment colique atteint, avec exérese du mésocdlon
associé, avec des marges de 5 cm minimum et en privilégiant la voie ccelioscopique.

Les différents types de résection colique sont :

- L'iléo-colectomie droite si la tumeur est située dans le caecum, le c6lon droit ou
I'angle colique droit

- La colectomie droite avec le transverse, ou la colectomie sub-totale (emportant le
cblon gauche, sans le sigmoide) pour les localisations tumorales dans le c6lon
transverse

- La colectomie angulaire gauche, I'hnémi-colectomie ou la colectomie sub-totale
pour les lésions du cblon gauche

- La sigmoidectomie pour les tumeurs du colon sigmoide (88).

Les cancers du rectum sont différenciés selon trois étages (haut, moyen et
bas rectum), en fonction de leur distance par rapport a la marge anale. L'étage atteint

conditionne la taille des marges de résection nécessaires :

- 5 .cm de marge latérale rectale et mésorectale pour les cancers du haut rectum

- Exérése compléte du rectum et mésorectum pour les cancers du moyen rectum

- Exérese compléte du rectum et mésorectum pour les tumeurs du bas rectum,
avec possibilité de chirurgie conservatrice du sphincter anal si la tumeur est
située a au moins 1 cm de la marge distale, sans envahir les structures
musculaires striées. En cas de marge infra-millimétrique ou envahissement des
structures musculaires striées, une amputation abdomino-périnéale est

nécessaire (89).

b. Traitements adjuvants
En plus de la chirurgie carcinologique, les patients atteints d'un CCR non
meétastatique peuvent bénéficier d'une chimiothérapie adjuvante pour les cancers du
cblon et du haut rectum, ou d'une chimiothérapie associée a une radiothérapie néo-
adjuvante et/ou adjuvante dans les cancers du bas et moyen rectum. L'indication

d'un traitement adjuvant se discute selon le stade d'évolution de la maladie.

Page | 26



I). Cancers du célon et du haut rectum :

Stade | : pas d'indication a un traitement adjuvant, en raison du faible risque de
récidive et des effets indésirables liés a la chimiothérapie

Stades Il : une chimiothérapie peut étre discutée selon la présence ou non de
facteurs de mauvais pronostic, en classant la tumeur soit en haut risque de
récidive, soit en risque moyen ou faible. Les tumeurs a haut risque de récidive
sont les tumeurs de phénotype MSS avec au moins un des criteres suivants :
stade pT4, analyse histologiqgue de moins de 12 ganglions lymphatiques,
morphologie peu différenciée, présence d'embole vasculaire ou lymphatique
tumoral, présence d'engainement péri-nerveux, perforation ou occlusion
digestive. Cependant, les tumeurs de phénotype MSI présentent un bon pronostic
méme en présence de facteur de mauvais pronostic, et ne constitue pas une
indication a la chimiothérapie. Un haut risque de récidive est une indication
potentielle & un traitement adjuvant, a savoir une chimiothérapie a base de fluoro-
pyrimidines, ou d'oxaliplatine.

Stades lll : Les patients atteints d'une tumeur de stade Il présentent un
envahissement ganglionnaire lymphatique, qui est un facteur de mauvais
pronostic majeur, et les études ont montré que l'administration d'une
chimiothérapie constitue un bénéfice chez ces patients, que la tumeur soit de
phénotype MSS ou MSI. Les recommandations préconisent une chimiothérapie a
base d'oxaliplatine, associée ou non a des fluoro-pyrimidines. Le caractere bas

risque ou haut risque de récidive conditionne la durée du traitement (88).

i). Cancers du bas et moyen rectum

L'indication d'un traitement néo-adjuvant, pour les cancers du bas et moyen

rectum, est posée en fonction du stade évolutif de la tumeur en imagerie. A partir du

stade T2, une radio-chimiothérapie préopératoire est préconisée (89). L'indication

d'un traitement adjuvant dépendra des résultats de I'analyse histologique, ainsi que

de l'instauration antérieure ou non d'un traitement néo-adjuvant (89) :

Si_un_traitement néo-adjuvant a été administré, un traitement adjuvant sera

discuté en fonction de I'age du patient, du stade ypTNM et de la qualité de

I'exérése, cependant il n'existe pas de consensus précis actuellement. La
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présence de métastase ganglionnaire lymphatique ou une résection chirurgicale
incompléte (R1) constitue un argument en faveur de la chimiothérapie

S'il n'y a pas eu de traitement néo-adjuvant, un traitement par chimiothérapie,

associée ou non a une radiothérapie est proposé en présence de métastase
ganglionnaire lymphatiqgue ou de résection R1. Il faut tenir compte de I'age du
patient, notamment pour les patients de plus de 70 ans pour lesquels il peut
exister une contre-indication a la radiochimiothérapie déterminée aprés évaluation

gériatrique. Dans ce cas, une chimiothérapie seule peut étre proposeée.

iif). CCR de stade métastatiques (stade 1V)

Parmi les patients atteints d'un CCR, 40 a 60 % d'entre eux présenteront des

by

meétastases a distance, hépatiqgues et/ou extra-hépatiques, dont 25 % seront

synchrones. Les différents traitements adjuvants permettent une amélioration de la

survie, cependant une rémission compléte ou une guérison ne peut étre obtenue que

par un traitement local chirurgical ou par destruction des métastases (95).

Les indications des différentes modalités thérapeutiques disponibles seront

discutées en réunion de concertation pluri-disciplinaire :

Métastases hépatigues ou extra-hépatigues résécables d'emblées, ou

secondairement aprés traitement adjuvant : I'exérése chirurgicale de la ou des

métastases est effectuée par une hépatectomie, ou par résection atypique de
type wedge hépatique, en association avec une chimiothérapie péri-opératoire ou
post-opératoire. D'autres alternatives thérapeutiques sont possibles, comme la
destruction par radio-fréequence, la radiothérapie stéréotaxique, ou la
chimiothérapie intra-artérielle hépatique post-opératoire.

Métastases non résécables : un traitement par mono-, bi- ou tri-chimiothérapie est

indigué en fonction de |'état général du patient et de I'évolution des métastases.
Les thérapies ciblées peuvent étre associées, notamment les anti-Vascular
Endothelium Growth Factor (VEGF), ou les anti-Epithelial Growth Factor Receptor
(EGFR) si la tumeur ne comporte pas de mutation des génes KRAS et NRAS.
Les traitements anti-PD1 et anti-PD-L1 peuvent se discuter dans le cadre d'essais

clinigues pour les tumeurs de phénotype MSI (95).
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B. Aspects moléculaires

1. Facteurs prédictifs et théranostiques

Les CCR peuvent présentent des altérations géniques susceptibles de les
rendre sensibles a une thérapie ciblée. L'étude de ces marqueurs moléculaires
permet donc de prédire une réponse ou une non-réponse a ces thérapies. Dans les

CCR, il est recommandé d'étudier :

- Les genes KRAS et NRAS, dont la mutation confere une résistance aux anti-
EGFR

- Le géne BRAF, dont la mutation est un facteur de mauvais pronostic et ne
confére pas de bénéfice des anti-EGFR

- L'instabilité microsatellitaire, qui confere un meilleur pronostic mais une moindre

efficacité des chimiothérapies a base de fluoro-uracile (39).

a. Mutations des genes KRAS et NRAS

L'EGFR est un récepteur transmembranaire, comportant des domaines
tyrosines-kinases sur sa portion intracellulaire. Le ligand de I'EGFR, I'Epithelial
Growth Factor (EGF) entraine la dimérisation des EGFR, activant les voies de
signalisation des Mitogen-Activated Protein Kinases (MAPK) et PI3BK-AKT-mTOR. La
voie MAPK comprend notamment les kinases de la famille RAS, codées par les
genes KRAS, NRAS et HRAS. Ces voies de signalisation sont impliquées dans
l'initiation de la carcinogenese, l'invasion, l'angiogenése, l'inhibition de l'apoptose et

la formation de métastase (96).

Les anti-EGFR inhibent la dimérisation des EGFR et |'activation des voies de
signalisation impliquées dans la carcinogenése. Cependant, la présence d'une
mutation activatrice sur les genes KRAS ou NRAS entraine une activation
constitutive des kinases codées par ces genes, rendant inefficace les anti-EGFR.
Ces deux genes constituent des facteurs prédictifs de réponse aux anti-EGFR
(39,96). Les recommandations actuelles préconisent d'analyser les codons 12, 13,
59, 61, 117 et 146 de ces génes, en raison de la résistance aux anti-EGFR conférée

par ces mutations (39).

b. Mutation du géne BRAF
Le géne BRAF code pour une sérine/thréonine kinase, impliquée dans la voie
de signalisation de 'EGFR. Une mutation sur le codon 600 (mutation V600E) de la
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séquence protéique entraine une activation constitutive de cette kinase (97). La
présence de cette mutation est exclusive avec une mutation des genes KRAS ou
NRAS, et est de mauvais pronostic. Par ailleurs, l'utilisation d'anti-EGFR chez les
patients dont la tumeur comporte une mutation BRAF n'apporte pas de bénéfice
thérapeutique (39,96,97).

La recherche d'une mutation de BRAF présente €galement un intérét dans les
tumeurs de phénotype MSI par inactivation de MLH1-PMS2 ; lorsque cette mutation
est présente, elle est associée a une hyperméthylation du promoteur du gene codant

pour MLH1, et exclut un syndrome de Lynch (39).

c. Etude du phénotype micro-satellitaire

La recherche d'une instabilité microsatellitaire s'effectue par étude
immunohistochimique et/ou en biologie moléculaire. L'étude immunohistochimique
s'effectue sur les prélevements inclus en paraffine, comportant du tissu tumoral, ainsi
gue du tissu non tumoral comme témoin interne positif, en ciblant MLH1, PMS2,
MSH2 et MSH6. Les tissus non tumoraux et les cellules tumorales de phénotype
MSS expriment ces 4 protéines, alors que les cellules tumorales de phénotype MSI
présentent soit une perte d'expression du couple MLH1-PMS2 ou MSH2-MSHS6, soit
une perte isolée de PMS2 ou de MSH6 (39,98). Une perte d'expression de MSH2-
MSH®6 est constitutionnelle et est associée a un syndrome de Lynch, alors qu'une
perte de MLH1-PMS2 est le plus souvent liée a une hyperméthylation du promoteur
de MLH1 et est d'origine sporadique (98).

En cas de phénotype MSI en immunohistochimie, il est recommandé de
confirmer le résultat par I'étude de [instabilité micro-satellitaire en biologie
moléculaire, en analysant deux séquences microsatellites mononucléotidiques
BAT25/26, et trois séquences dinucléotidiques D2S123, D5S346 et D17S250 (98).
La tumeur est ensuite classée en pMMR (proficient MisMatchRepair) ou dMMR
(deficient MisMatch Repair).

Les tumeurs de phénotype MSI sont associées a une moindre efficacité des
chimiothérapies a base de fluorouracile. De plus, les tumeurs de phénotype MSI
sans mutation BRAF associée sont de bon pronostic (39,98). Des études récentes
observent également que ces tumeurs répondent efficacement et de maniére

prolongée aux anti-PD-L1 (99).
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2. Classification moléculaire des cancers colorectaux

La carcinogenése résulte principalement d'une instabilité micro-satellitaire,
d'une instabilité chromosomique ou d'une hyperméthylation des filots CpG.
Cependant, ces trois mécanismes ne permettent pas a eux-seuls de stratifier les
différents CCR, puisqu'ils ne prennent pas en compte lI'ensemble des mécanismes
impliqgués dans la carcinogenése colorectale. Dans cet objectif, plusieurs
classifications moléculaires ont été proposées pour classer les CCR en fonction de
leur profil d'expression génique et des altérations génomiques et épigénétiques. Le
ColoRectal Cancer Sybtyping Consortium (CRCSC) a classé les CCR en 4 groupes,
dénommés les Consensus Molecular Subtypes (CMS), en fonction du profil
transcriptionnel des tumeurs (100) (Tableau 3). Le CMS1 « voie MSI Immune »
correspond aux tumeurs de phénotype MSI, ainsi qu'un phénotype hyperméthylé. Le
CMS2 « voie canonigue » se caractérise par une instabilité chromosomique et une
activation de la voie WNT/MYC. Le CMS3 « voie métabolique » concerne les

Tableau 3 : Description des anomalies moléculaires et de l'altération des voies de signalisation des sous-types
moléculaires du CCR (d'apres Fessler et al. 2016) (100,101)

Percent ' .

of total
Epithelial TGFP —> EMT
Pathways Epithelial
e JAK/STAT --> lmmyne SRC VEGF --> Angiogenesis
programs il Metabolic deregulation
WNT > MYC Integrin-f3 --> Matmf
remodeling
Selected MsI* KRAS mutations
molecular cimp* CIN* CIMPplow CIN®
features BRAF V600E
- Immune infiltrate High density of stromal
icroenvironment
(e.g., cytotoxic T cells) cells (e.g., CAFs)
@ m\~—— 2
a o o
Clinical
features
Time Time Time Time
Good prognosis;
poor prognosis Dismal prognosis

after recurrence
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tumeurs peu instables et non hyperméthylées, avec une mutation activatrice du gene
KRAS. Le CMS4 « voie mésenchymateuse » se rapporte aux tumeurs avec
instabilité chromosomique, ainsi qu'une activation des voies du Transforming Growth
Factor B (TGFB) et de I'angiogenése. Le pronostic des patients varie selon le groupe
CMS. Les CCR CMSL1 sont de meilleur pronostic, alors que les CCR CMS4 sont de
mauvais pronostic (100,101).
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La voie de signalisation RASSF/Hippo

A. Description

La voie de signalisation RASSF/Hippo est constituée de plusieurs membres :

Des régulateurs, comme les membres de la famille « Ras Associated domain
Family » (RASSF)

Des kinases, constituant le centre de cette voie : les kinases « Mammalian Ste20-
like protein » 1 et 2 (MST1 et 2), les kinases « Large Tumor Suppressor » 1 et 2
(LATSL1 et 2), et les kinases « Nuclear Dfb2-Related » 1 et 2 (NDRL1 et 2)

Des cofacteurs de transcription « Yes-Associated Protein» (YAP) et

« Transcriptionnal coactivator with PDZ-binding motif » (TAZ).

Dans une cellule saine, les régulateurs de la voie Hippo interagissent avec les

Cellule saine | l Cellule tumorale
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Figure 14 : La voie de signalisation RASSF/Hippo (d’aprés Zhang et al 2015 (42); Dubois et al 2016 (43))

Dans une cellule saine, certains membres de la famille RASSF, notamment RASS1A et RASSF2A régulent
I'activation par phosphorylation des kinases MST1/2. Ces kinases vont, a leur tour, phosphoryler les kinases NDR
(LATS1/2 et NDR1/2) L’activation de ces kinases NDR est amplifié¢e par hMOB1, qui joue un rble de co-
activateur. Les kinases NDR vont ensuite phosphoryler les cofacteurs de transcription YAP et TAZ, entrainant
leur séquestration cytoplasmique, et leur dégradation par le protéasome. L’inactivation de 'un des membres de la
voie RASSF/Hippo par hyperméthylation de son promoteur permet a YAP et TAZ de s’accumuler sous leur forme
non phosphorylée, et d’étre transloqués dans le noyau, ou ils activeront la transcription de génes (en association
avec le facteur de transcription « TEA Domain family member » (TEAD)) liés a la prolifération, la migration
cellulaire et la résistance a I'apoptose. (Créé avec BioRender.com)
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kinases MST1/2, et régulent leur activité. Activées par phosphorylation, MST1/2
phosphorylent alors les kinases LATS1/2 et NDR1/2. A leur tour, ces kinases vont
phosphoryler YAP et TAZ. La phosphorylation de ces cofacteurs de transcription
entraine leur séquestration intra-cytoplasmique, leur ubiquitinylation et leur
destruction dans le protéasome. Lorsque I'un des membres de la voie RASSF/Hippo
est inactivé généralement par hyperméthylation de son promoteur, YAP et TAZ sont
alors anormalement activés (forme déphosphorylée), et se transloquent dans le
noyau pour activer la transcription de genes liés a la prolifération, la migration

cellulaire, et la résistance a I'apoptose (Figure 14) (102—-106).

1. Les régulateurs RASSF

Les régulateurs RASSF constituent une superfamille de dix membres de
protéines, numérotées de 1 a 10. Ces protéines possedent deux domaines
principaux : un domaine « Ras-association » leur permettant d’interagir avec la
protéine Ras, et un domaine SARAH pour « Sav/RASSF/Hippo », permettant les
interactions avec d’autres protéines présentant également ce domaine, telles que les
kinases MST (107). L’implication de l'altération de I'expression des membres de la
famille RASSF a été étudiée dans de nombreux cancers, les mieux caractérisés
étant les familles RASSF1 et RASSF2 (107).

a. RASSF1

Le gene RASSF1 est situé en 3p21.3 ; il est dirigé par deux promoteurs, qui,
associés a un épissage alternatif, peuvent produire huit isoformes, nommées
RASSF1A a H. Les isoformes les mieux caractérisées sont RASSF1A et RASSF1C
(Figure 15) (107-109). RASSF1A intervient dans plusieurs mécanismes cellulaires
comme l'apoptose, la différenciation cellulaire via notamment la polymérisation des
éléments du cytosquelette (actine et microtubules), et le cycle cellulaire. RASSF1A
assure ces multiples réles en interagissant notamment avec les kinases MST1 et
MST?2 en les activant par phosphorylation, et contrélant ainsi la voie de signalisation
Hippo (107,108).

L’inactivation de RASSF1A par hyperméthylation du promoteur de RASSF1
est etudiée dans de nombreux cancers. Dans les cancers broncho-pulmonaires non
a petites cellules, [linactivation de RASSF1A induit la transition épithélio-
mésenchymateuse (EMT) des cellules tumorales, a l'origine d’'une augmentation de
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Figure 15 : Constitution des isoformes RASSF1A et 1C (109)

Le géne RASSF1 code huit isoformes, nommeées RASSF1A a H, étant dirigé par deux promoteurs et suite a un
épissage alternatif. Les isoformes les mieux caractérisées sont RASSF1A et RASSF1C. Elles possedent un
domaine ATM permettant la phosphorylation par la kinase « Ataxia Telangectasia Mutated (ATM), un domaine
RA (Ras Associated) qui correspond au domaine d’association avec des protéines de la famille Ras, et un
domaine SARAH (Sav-RASSF-Hippo) qui permet d’interagir avec des protéines comportant ce domaine
(notamment les kinases MST). Contrairement a RASSF1A, RASSF1C est dépourvu de domaine C1/DAG. Malgré

leur forte homologie de séquence, RASSF1A et RASSF1C ont des rbles opposés dans la carcinogenese :
RASSF1A ayant un réle suppresseur de tumeur, et RASSF1C se comportant a I'inverse comme oncogéne.

leurs propriétés invasives et de leur capacités a former des métastases a distance, et

pouvant donc étre un facteur indépendant de mauvais pronostic (106,110,111).

L’isoforme RASSF1C differe de RASSF1A au niveau de son extrémité N-
terminale, qui ne possede pas de domaine C1/DAG (domaine de liaison au diacyl-
glycérol). A I'inverse de RASSF1A, I'expression de RASSF1C est conservée dans les
cellules tumorales (109,112). RASSF1C présente un rble pro-tumoral ; en effet, une
surexpression de RASSF1C serait corrélée a un profil plus invasif des cellules
tumorales et a une moins bonne survie des patients atteints d’'un cancer broncho-

pulmonaire (109).

b. RASSF2

Le gene RASSF2, localisé en 20p13, peut produire 3 isoformes, hommées
RASSF2A a C. Les isoformes A et C possédent un domaine d’association a Ras,
comme RASSF1A (Figure 16) (113). RASSF2A est principalement de localisation
nucléaire ; son interaction avec les kinases MST1/2 permet sa translocation
cytoplasmique, et I'activation par phosphorylation des kinases MST1/2 (113,114). Par
ailleurs, Song et al ont observé in vivo chez des souris déficientes pour MST1 que
'expression et la stabilité de RASSF2A sont réduites en I'absence de MST1 (115).
RASSF2A présente plutét un role suppresseur de tumeur, notamment en activant
« c-Jun N-terminal kinase » (JNK), qui provoque la condensation de la chromatine

lors de 'apoptose (114).
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Figure 16 : Constitution des isoformes codées par le gene RASSF2 (113)
Le gene RASSF2 code pour trois isoformes : RASSF2A & C. RASSF2A et RASSF2C posséedent un domaine

d’association a Ras, ainsi qu'un domaine Sav-RASSF-Hippo (SARAH), leur permettant d'interagir avec d’autres
protéines possédant un domaine SARAH.

2. Les kinases MST

La famille des MST comprend cing protéines apparentées chez le
mammifére : MST1 (STK4), MST2 (STK3), MST3 (STK24), MST4 (STK26) et YSK1
(STK25 ou SOK1). Ces kinases sont des membres de la superfamille « STE » (116).
Les kinases MST1 et MST2, les mieux caractérisées des kinases MST, sont des
sérine/thréonine kinases. Elles possédent un domaine SARAH, qui leur permet de
s’homodimériser ou s’hétérodimériser avec d’autres protéines possédant également
un domaine SARAH. Elles sont activées par phosphorylation d’un résidu thréonine
(Thrl83 et Thrl80 respectivement pour MST1 et MST2). Phosphorylées, elles
activent les kinases NDR, a savoir LATS1/2 et NDR1/2, en les phosphorylant, ainsi
gue hMob1A et hMob1B, qui participent a I'activation des kinases NDR (117,118).

3. Les kinases NDR

Les kinases NDR sont constituées de quatre membres, les kinases LATS1 et

LATS2, et les kinases NDR1 et NDR2 codées respectivement par les genes STK38
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et STK38L. Les kinases NDR ont pour substrats les cofacteurs de transcription YAP
et TAZ (103,105). De par leur forte homologie, les kinases NDR assurent plusieurs
fonctions communes, mais leur spécificité protéique leur permet également d’assurer

des fonctions propres.

a. Leskinases LATS1 et LATS2

Les kinases LATS1 et LATS2 sont des sérine/thréonine kinases, dont les
genes sont situés respectivement en 6q24-25 et 13ql1-12. Elles régulent non
seulement les effecteurs terminaux de la voie Hippo, mais interviennent également
dans la régulation du cycle cellulaire : LATS1 inhibe le cycle cellulaire pendant la
transition G2/M en inhibant l'activité¢ de la kinase cdc2 ; alors que LATS2 peut
bloquer le cycle cellulaire en phase G1/S en inhibant le complexe Cycline E/CDK2
(103).

b. Les kinases NDR1 et NDR2

Les kinases NDR1 et NDR2 sont des serine/thréonine kinases, qui sont
activées par MST1 et 2 comme déja stipulé, mais également par MST3 (qui, elle,
n’interagit pas avec les kinases LATS1 et LATS2) et des kinases de la famille
MAP4K (119). Les kinases NDR1/2 régulent non seulement les effecteurs terminaux
de la voie Hippo, mais elles jouent également un réle dans la régulation du cycle
cellulaire en phase G1/S en interagissant avec c-myc et p21, dans la formation
d’autophagosomes, dans la réparation des dommages a ’ADN via le systeme de
réparation « Nucleotid Excision repair » (NER) en interagissant avec la protéine
« Xeroderma Pigmentosum A » (XPA), dans l'autophagie et la migration cellulaire
(119).

Cependant, le role des kinases NDR1/2 dans la carcinogenése est encore
débattu, avec des résultats parfois contradictoires dans la littérature. En effet, Zhang
et al ont observé sur des cellules progénitrices cryptiques intestinales que la perte de
NDR2 provoque lactivation de YAP et favorise la tumorigenése des cellules
epithéliales intestinales (105), alors que Keller et al ont observé sur des lignées
épithéliales broncho-pulmonaires tumorales que NDR2 semble jouer un réle pro-

métastasiant (120).
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4. Les cofacteurs de transcription YAP et TAZ

Les protéines YAP et TAZ sont des cofacteurs transcriptionnels. Sous forme
phosphorylée, ils sont séquestrés dans le cytoplasme par la protéine chaperonne 14-
3-3, conduisant a leur ubiquitinylation, et a leur destruction dans le protéasome. Sous
forme déphosphorylée, ils peuvent transloquer dans le noyau et interagir avec des
facteurs de transcription, préférentiellement avec « TEA Domain family member »
(TEAD), ce qui induit la transcription de génes impliqués dans la prolifération et la

migration cellulaire, la résistance a I'apoptose et 'TEMT (106).

YAP et TAZ sont régulés par plusieurs voies. Comme décrit plus haut, ils sont
inhibés par phosphorylation par les kinases NDR : il s’agit de la voie de régulation
« canonique » de YAP/TAZ. Il existe également une voie de régulation « non
canonique », impliqguant divers autres mécanismes dont la densité cellulaire, la
rigidité de la matrice extracellulaire, ou l'activation de récepteurs couplés aux
protéines G. Il est ainsi rapporté que la GTPase RhoA favorise la localisation
nucléaire de YAP (121), alors que RhoB la prévient (106). YAP/TAZ peuvent
€galement étre séquestrés par le complexe de destruction de la B-caténine. Lorsque
la voie Wnt/ B-caténine est activeée, Wnt inhibe ce complexe, ce qui libére YAP/TAZ
qui peuvent alors transloquer dans le noyau (122). L’hypoxie, qui correspond a un
apport insuffisant d’'oxygéne au sein d’un tissu, participe également a la translocation
nucléaire de YAP/TAZ, via « Hypoxia Inducible Factor » (HIF) (123).

L’activation anormale de YAP/TAZ est impliquée dans la tumorigenése de
plusieurs cancers, et cette dérégulation induit des capacités migratoires et invasives
plus importantes des cellules tumorales (106,124). Han et al ont observé que
I'expression de YAP dans les carcinomes hépato-cellulaires est corrélée a un moins

bon pronostic (125), et la méme corrélation est observée dans les sarcomes (126).

B.Place de Ila voie RASSF/Hippo dans Ila

carcinogenese colique

Les données de la littérature concernant I'altération de la voie RASSF/Hippo
dans les CCR sont encore parcellaires, et parfois contradictoires. Certains arguments
laissent cependant a penser que des altérations de cette voie de signalisation
seraient impliquées dans la transformation et la dissémination des cellules tumorales

coliques, comme observé dans d’autres cancers. En effet, Il a été décrit que la
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Figure 17 : Courbes de survie globales des patients atteints d’'un cancer colorectal en fonction de I'expression de
YAP et TAZ (127)

Corrélation entre la survie globale des patients atteints d’'un cancer colorectal et I'expression de YAP (A), ou TAZ
(B), ou les expressions associées de YAP et TAZ (C) par les cellules tumorales. L’expression de YAP et TAZ par

les cellules tumorales est corrélée au mauvais pronostic des patients, tandis que I'expression seule de YAP ou
TAZ est de pronostic intermédiaire.

surexpression de YAP dans les cancers coliques favorise la prolifération des cellules
tumorales, ainsi que l'apparition de métastases a distance, et constitue un facteur
pronostique indépendant de la survie des patients (Figure 17) (127). Cette
surexpression pourrait résulter d’'une inactivation de 'un des membres de la voie
RASSF/Hippo, par hyperméthylation de promoteur. Il a été décrit, pour les cancers
colorectaux, une hyperméthylation du promoteur du gene RASSF1, et en particulier
du gene RASSF2, puisque I'hyperméthylation du promoteur de RASSF2 est observé
entre 42 et 70% des cas, alors que le promoteur de RASSF1 est méthylé dans 15 a
45% des cas (113,128,129). Wierzbicki et al ont étudié I'expression et le statut de
meéthylation du promoteur de LATS1, et ils ont observé que I'expression de LATS1
est fréiquemment inactivé (89,4% des cas), et que le promoteur de son géne est
hyperméthylé dans 57% des cas (130). Par ailleurs, ces kinases peuvent étre
inactivées par les microARN. Par exemple, le miR-590-3p cible TARNm de LATS1, et
le miR-103 cible ’TARNm de LATS2 (131,132). Et ces micro-ARN augmentent les
capacités d’invasion et de migration des cellules tumorales coliques (131,132).
D’autre part, il est décrit qu’'une perte de NDR2 favorise la prolifération des cellules
intestinales cryptiques, ainsi que la tumorigenése. De plus, la perte de NDR2 serait

un événement de survenue précoce, puisqu’observé au stade d’adénome (105).
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La suractivitt de YAP dans certaines cellules tumorales pourrait étre
également liée au microenvironnement tumoral, en particulier par son caractere
hypoxique. L’hypoxie, décrite dans toutes les tumeurs solides y compris dans les
CCR, joue un réle majeur dans les cancers, car elle régule I'expression de plusieurs
genes associées a la néoangiogenése, linvasion tumorale, la dissémination
métastatique et la résistance aux traitements anti-tumoraux (123). Notamment, le
facteur de transcription HIF-2 favorise la croissance des cellules tumorales coliques
en potentialisant I'activité de YAP (123). Un autre membre de la famille HIF, HIF-1q,
maintient le caractere indifférencié des cellules souches dans les niches de cellules

souches coliques, via la voie Notch1, et favorise 'EMT (127).
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Les objectifs de ce travail étaient, a partir d’'une cohorte rétrospective de
patients atteints d’'un cancer colique et opérés au CHU de Caen, de localisation et de

stade variables :

- D’étudier lI'impact de facteurs histo-pronostiques sur la survie globale et sans
récidive des patients

- D’évaluer la fréquence de méthylation du promoteur des génes impliqués dans la
voie RASSF/Hippo, ainsi que I'impact sur la survie globale et sans récidive des

altérations de cette voie de signalisation.
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A.Matériels

1. Population étudiée

Nous avons sélectionné une population rétrospective de patients opérés d’un
cancer colique au CHU de Caen a partir de janvier 2010. Tous les patients ont été
sélectionnés de maniére continue sans tenir compte du stade de la maladie. Tous les
patients atteints de cancer du rectum ont été écartés du fait de la réalisation d’'une
radiothérapie néo-adjuvante, pouvant étre a l'origine d’altérations génomiques et
moléculaires des cellules tumorales. L'étude comprend 229 patients opérés de

janvier 2010 a septembre 2013.

2. Données cliniques

Les données cliniques de chaque patient ont été recueillies sur le serveur du
CHU (logiciel Référence), dans les dossiers cliniques des patients ou apres appel
téléphonique. Ces informations concernent principalement la localisation colique
droite ou gauche de la tumeur, la date opératoire, le caractere occlusif ou non, la
présence de métastase synchrone hépatique ou extra-hépatique, I'apparition d’'une
récidive, avec sa date de découverte et un traitement éventuel. L’administration
d’'une chimiothérapie adjuvante, d'une chimiothérapie adjuvante en premiére,
deuxieme ou troisieme ligne, et les différentes thérapeutiques utilisées ont été
également recueillies. Enfin, afin d'établir des données de survie globale et sans
récidive, la date des dernieres nouvelles et la date de déces ont été récupérées

parfois aprés appel téléphonique. La date de point a été fixée au 30/06/2018.

3. Criteres morphologiques
Les criteres morphologiques d’intérét ont été recueillis sur le compte-rendu
macroscopique et tous les critéres histologiques ont été analysés et revues par deux
pathologistes (Docteur Céline BAZILLE et Marc RIFFET) sur les lames histologiques,

colorées a I'Hématoxyline Eosine Safran :

- Talille de la tumeur en centimétre

- Grade de différenciation : bien différencié, moyennement différencié, peu
différencié, variant mucineux

- Stade pTNM selon la classification de 'UICC de 2017 (8e édition)
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- Présence ou absence d’emboles tumoraux lymphatiques et/ou vasculaires

- Présence ou absence de dépbts tumoraux

- Le «budding » a été évalué sur le front d'invasion tumoral et classés en 3
grades.

- Les PDC ont été évalués sur le front d'invasion tumoral et classés en 3
grades.

- L’intensité de linfiltrat inflammatoire intra-tumoral et péri-tumoral. Cet infiltrat a
été classé en 4 grades, de maniére semi-quantitative : faible, modérée,
marquée, et de type Crohn-like avec formation de follicules lymphoides a
centre germinatifs

- Le type de stroma, défini comme mature (fibreux), intermédiaire (fibreux avec
la présence de fibres chéloides) ou immature (myxoide)

- Le front d’invasion, bien délimité (de type « pushing ») ou mal délimité (de

type infiltrant).

B. Méthodes

1. Coloration standard HES

Les pieces opératoires, parvenues a I'état frais, sont ouvertes le long du bord
anti-mésocolique, puis sont placées dans du formol pendant 24h a 48h, selon la taille
du prélévement. Une fois fixée, la tumeur est échantillonnée, et les ganglions
lymphatiques sont prélevés dans le mésocblon attenant et placés dans des cassettes
identifiées.

Les prélévements ont suivi le circuit habituel des prélévements fixés et inclus
en paraffine. Brievement, les prélevements sont d’abord déshydratés par des bains
d’alcool de degré croissant, puis en bain de xyléne et en paraffine liquide. Aprés
inclusion en paraffine, des coupes de 3 um sont effectuées sur le bloc au microtome,
et déposées sur une lame de verre. Les lames sont ensuite déparaffinées et colorées

en HES (Hématoxyline, Eosine, Safran) dans 'automate de coloration.

2. Etude du phénotype micro-satellitaire par
immunohistochimie

Les coupes sont effectuées a partir des préléevements inclus en paraffine,
d’'une épaisseur de 3um, puis déposées sur lame de verre. Les lames sont ensuite
placées dans [lautomate Ventana Benchmark ULTRA. Les coupes sont
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déparaffinées par chauffage a 72°C, puis réhydratées. Elles sont ensuite incubées a
95°C, puis dans du tampon « Cell Conditioning », afin de démasquer les épitopes
d’intérét. Les coupes sont rincées dans du tampon de réaction « Reaction Buffer »,
puis sont incubées sont incubées avec I'anticorps primaire (anti-MLH1, anti-PMS2,
anti-MSH2 ou anti-MSH6) sous forme pré-dilués en kit, puis lavées avec du tampon
de réaction. Apres un nouveau ringage avec le tampon de réaction, les coupes sont
incubées, soit avec l'anticorps secondaire couplé a la péroxydase pour les anti-
MLH1, anti-MSH2 et anti-MSH®6, soit avec un anticorps secondaire puis un anticorps
tertiaire couplé a la péroxydase pour I'anti-PMS2, puis rincées. La révélation se fait
avec le chromogéne 3,3’-diaminobenzidine (DAB), substrat de la péroxydase, et dont
le produit de dégradation donnera une couleur brune sur les lames. Une contre-
coloration par incubation dans de 'hnématoxyline et du « buing reagent » permettra
de reconnaitre les noyaux des cellules lors de linterprétation de la coloration

immunohistochimique, colorés en bleu.

3. Recherche de mutation des genes KRAS, NRAS et BRAF
La recherche des mutations des genes KRAS, NRAS et BRAF est effectuée

au sein du Laboratoire de Biologie et Génétique du Cancer du Centre de Lutte
Contre le Cancer Francgois Baclesse. L’ADN est extrait a partir des prélevements
tumoraux inclus en paraffine, sur la plateforme GENECAN, puis adressé au
laboratoire. Les mutations de ces génes sont recherchées par pyroséquencage.

4. Etude du statut de meéthylation des membres de la voie
RASSF/Hippo

a. Extraction d'ADN

L’extraction d’ADN est effectuée avec le kit Maxwell® RSC DNA FFPE. Pour
chaque bloc, 4 coupes de 10 ym d’épaisseur sont réalisées au microtome, placées
dans un tube Eppendorf puis recouvertes de 300 pyL d’huile minérale. Le tube est
alors incubé a 80°C pendant deux minutes, pour liquéfier la paraffine. La lyse des
cellules est obtenue avec 250uL d’une solution de lyse (composée de tampon de
lyse Lysis Buffer, de protéinase K, et de Blue Dye qui colore la phase aqueuse
contenant les ADNs en bleu), puis le lysat est homogénéisé et centrifugé a 10 000 x
g pendant 1 minute, pour permettre la séparation des différentes phases. Le tube est

ensuite incubé a 56°C pendant la nuit, puis a 80°C pendant 4 heures, et a
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température ambiante pendant 5 minutes. La phase aqueuse est transférée dans
une cartouche Maxwell® FFPE Cartridge ; la cartouche est ensuite insérée dans
'automate Maxwell® RSC, qui capture 'ADN via des billes magnétiques, puis purifie
'ADN en passant successivement dans les puits de la cartouche. Les ADNs sont
ensuite élués par lautomate dans 50 uL d’eau nuclease-free. La concentration
d’ADN est mesurée pour chaque lignée par spectrophotométrie au Nanodrop™ et
leur pureté appréciée en considérant les ratios de DO 230/280 et 260/280. Les ADNs

sont stockés a -20°C.

b. Conversion au bisulfite de sodium
Pour évaluer le statut de méthylation des promoteurs des génes d’intérét, les
ADNSs, extraits des cultures cellulaires et des blocs tumoraux de patients, sont traités
au bisulfite de sodium, qui convertit uniqguement les cytosines non méthylées en

uraciles (Figure 18). La conversion est réalisée avec le kit EpiTec®Bisulfite
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Figure 18 : Principe de la conversion au bisulfite de sodium et de la MS-PCR

Les ADNSs extraits des blocs tumoraux sont traités avec du bisulfite de sodium, pour discriminer le statut méthylé
ou non méthylé des promoteurs des génes RASSF1/2, MST1/2 et LATS1/2. (A) Une fois les ADNs double brins
dénaturés, le bisulfite de sodium convertit les cytosines non méthylées en uracile. Les cytosines méthylées ne
sont pas converties. (B) La réaction d'amplification par PCR utilise deux couples d'amorces distincts, ayant des
tailles différentes : des amorces spécifiques des séquences méthylées (en haut), et des amorces spécifiques des
séquences non méthylées (en bas). Les produits de PCR sont ensuite séparés sur gel d'agarose. (Créé avec
BioRender.com)
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(QIAGEN). Cing cents ng (ADN extrait des lignées cellulaires) ou 1000ng (ADN
extrait des prélévements tumoraux inclus en paraffine) dADNs sont mélangés a 140
ML de mix de bisulfonation (contenant le bisulfite de sodium, un tampon de protection
de 'ADN (“DNA protect buffer"), et d’eau nuclease-free). La réaction de bisulfonation
se réalise au thermocycleur réalisant 3 cycles de dénaturation (5 minutes a 95°C) et
d’incubation (25 minutes, 1h25 et 2h55 a 60°C).

Une fois la réaction terminée, les ADNs convertis sont purifiés en étant
incubés en présence de 560 pyL de tampon "BL" puis transférés sur une colonne.
Aprés centrifugation, un lavage est effectué avec 500 pL de tampon "BW", suivi
d’'une nouvelle centrifugation, puis les ADNs convertis sont incubés en présence de
500 pyL de tampon de désulfonation "BD" pendant 15 minutes a température
ambiante. La colonne est ensuite centrifugée, puis deux lavages successifs avec du
tampon "BW" sont réalisés. L’élution des ADNs convertis se fait avec 20 uL de
solution d’élution "EB" par centrifugation. Les cytosines non méthylées, converties en
uraciles par la réaction de bisulfonation, sont transformées en thymidine lors de

I'amplification par Polymerase Chaine Reaction (PCR).

c. PCR spécifigue de méthylation (MS-PCR)

Pour chaque ADN, deux réactions d’amplification vont ainsi avoir lieu pour
déterminer la présence ou I'absence de méthylation du promoteur considéré : soit
avec un couple d’amorces reconnaissant les séquences non méthylées (U) soit avec
un couple d’amorces reconnaissant les séquences méthylées (M) (113,133,134). La
réaction d’amplification s’effectue a partir d’1 yL d’ADNs convertis mis en présence
de 24puL d’un mélange réactionnel composé de 2,5 uL de tampon 10X, entre O et 2
mM de MgCI2 selon le couple d’amorce utilisé, 2 yL d’amorces sens (20 pmol/uL) et
2uL d’amorces anti-sens (20 pmol/pL) (Tableau 4), 0,1 yL de Taqg polymérase (5
U/mL), 1 yL de dNTP et de l'eau nuclease-free. La réaction de PCR s’effectue
initialement avec une dénaturation a 95°C pendant 10 minutes ; puis entre 34 et 36
cycles successifs de dénaturation a 94°C pendant 30 secondes, hybridation des
amorces entre 58 et 63°C pendant 30 secondes, et polymérisation a 72°C pendant
30 secondes. La réaction se termine par une élongation terminale a 72°C pendant 10
minutes. Les amplicons sont déposés et séparés sur gel d’agarose 3,5%, enrichi
avec de GelRed, un agent intercalant de 'ADN. Le témoin positif de méthylation

utilisé est un ADN "méthylé” commercial (cpGenome Universal methylation DNA,
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Tableau 4 : Liste des amorces utilisées pour les MS-PCR (113,133,134)

Taille en

Séquences des amorces spécifigues des genes méthylés ou non . s
a P d g y Tm (°C) paire de Référence

méthylés

base (pb)

RASSF1 (Genbank access : NC_000003.12)

F: 5-TTTGGTTGGAGTGTGTTAATGTG-3' 60 108
u . \ Schagdarsurengi
R: 5'-CAAACCCCACAAACTAAAAACAA-3
n et al., 2002
F: 5-GTGTTAACGCGTTGCGTATC-3'
M 62 96 (133)
R: 5'-~AACCCCGCGAACTAAAAACGA-3'

RASSF2 (Genbank access : NC_000020.11)

F:5-AGTTTGTTGTTGTTTTTTAGGTGG-3'
U 63 108

R: 5'- AAMAAAACCAACAACCCCCACA-3' Hesson et al.,

T . 2005 (113)
F: 5-GTTCGTCGTCGTTTTTTAGGCG-3
M 63 108

R: 5'- AAMAACCAACGACCCCCGCG-3'
MST1/STK4 (Genbank access : NC_000020.11)

F: 5-TTTGTGGGGTGGGTTTAGGAGGTTTGT-3'
u 63 125

R: 5'-AACCAATAACCCCTCACCAACACAACAA-3' Seidel et al., 2007

F: 5-GCGGGGCGGGTTTAGGAGGTTC-3' (134)
M 63 120

R: 5'-CCAATAACCCCTCACCGACGC-3'

MST2/STK3 (Genbank access : NC_000008.11)

F: 5-TTTTAAGTGGGAGGGAGATTTGTTGTGG-3'
u 61 108

R: 5-AAAAACCAAAACACCAACCAACCAAACC-3' Seidel et al., 2007

F: 5-CGGGAGGGAGATTCGTCGCG-3' (134)
M 63 99

R: 5'-AAACCGAAACACCGACCGACCG-3'

LATS1 (acces Genbank : NC_000006.12)

F: 5'-TGAATGATTAGAGTTGTGGGTGATGT-3'
u 60 128

R: 5-AAACATTTCCCAACATCACTTACACA-3 Seidel et al., 2007

e o (134)
v |F:5-GAACGATTAGAGTTGCGGGCGAC-3 62 126

R: 5-AACATTTCCCGACGTCGCTTACG-3'

LATS2 (acces Genbank : NC_000013.11)

F: 5-GGTGTTTTGTTTGGATTGGTATGTGGTT-3’
U 5-GGTG GTTTGGATTGGTATGTGGTT-3 60 141

R: 5-CATCTTCCCAAAACACTCACACCACA-3’ Seidel et al., 2007
F: TTCGTTCGGATTGGTATGCGGTC-3’ (134)

M 60 137
R: 5-CCATCTTCCCGAAACGCTCACG-3

S7821 QBiogene). Le témoin d’absence de méthylation est de I'ADN de

lymphocytes. Enfin, un témoin négatif est systématiquement réalisé a chaque PCR

dans lequel le volume d’ADN converti est remplacé par de 'eau.

5. Analyses statistiques
Les variables qualitatives et quantitatives ont été comparées en utilisant
respectivement un test du Chi2 ou de Student (test de Mann-Whitney et test exact de
Fisher lorsque les conditions de validité des tests de Student et Chi2 n’étaient pas
vérifiés). La survie a été analysée a l'aide de courbes de Kaplan-Meier. Un modele
de Cox univarié et multivarié était réalisé pour identifier les facteurs pronostiques de

survie globale et de survie sans récidive. Les variables qui étaient associées avec la
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variable a expliquer (la survie) étaient sélectionnées selon un processus de sélection
backward afin de réaliser le modéle multivarié final. Un modéle de régression
logistique avec processus de sélection backward était utilisé afin de rechercher une
association entre le marqueur RASSF2 et les criteres (outcomes) pronostiques
utilisés dans le modéle de survie. La différence statistique était considérée
significative quand p était inférieur a 0.05. Toutes les analyses statistiques ont été
réalisées a l'aide de SAS 9.4 software (SAS Institute, cary, NC, USA) par le Dr

Yassine Eid.
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A.Population étudiée

1. Critéres cliniques

Les critéres cliniques sont détaillés dans le Tableau 5. Parmi les 229 patients

inclus dans cette étude, aucun patient n‘a été perdu de vue. Au cours du suivi, 136

patients sont décédés. 111 patients étaient vivants a 5 ans, soit une survie globale a

5 ans de 48,5%.

Tableau 5 : Caractéristiques cliniques de la population étudiée

Caractéristiques

Nombre de patients

N =229
Age Moyenne (Min - 71ans (27 ans - 99
Max) ans)
Sexe Homme 120 (52,4%)
Femme 109 (47,6%)
Localisation Droite 119 (51,97%)
Gauche 110 (48,03%)
Taille Moyenne (Min - 5,05cm (0,4cm - 16
Max) cm)
Stade clinique |l 21(9,17%)
[ 81(35,37%)
I 87 (37,99%)
\Y 40 (17,47%)
Occlusion oui 67 (29,26%)
non 162 (70,74%)
Métastase Absence 188 (82,10%)
synchrone Hépatique 35 (15,28%)
Extra-hépatique 6(2,62%)
Traitement néo- [Oui 11 (4,80%)
adjuvant Non 218 (95,20%)
Récidive Absence 180 (78,60%)
Locale 18 (7,86%)
Hépatique 19 (8,30%)
Extra-hépatique 8(3,49%)
Non évalué 4(1,75%)
Décés Oui 96 (40,61%)
Non 136 (59,39%)

La moyenne d’age est 71 ans, avec des extrémes allant de 27 ans a 99 ans.

Cent vingt patients sont de sexe masculin, représentant 52,4% de la cohorte étudiée.

La tumeur était localisée a droite dans 51,97% des cas, et a gauche dans 48,03%
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des cas. Les patients de stade | constituent 9,17% des patients de la cohorte,
35,37% pour les patients de stade Il, 37,99% pour les patients de stade Ill et 17,47%
pour les patients de stade IV.

2. Criteres histologiques et moléculaires

Les critéres histologiques et moléculaires sont détaillés dans le Tableau 6.
Parmi les 229 ADK coliques analysés, la plupart sont de type bien différencié,
représentant 44,11% des cas. Vingt-neuf tumeurs correspondent a un ADK
mucineux, soit 12,66% des cas. Sept tumeurs (3,06%) présentent une tumeur limitée
a la sous-muqueuse (pT1), et 18 tumeurs (7,86%) infiltrent la musculeuse sans
atteinte de la sous-séreuse (pT2). Dans la majorité des cas (61,14%), les cellules
tumorales infiltrent la sous-séreuse (stade pT3). Cinquante-trois tumeurs (23,14%)
ulcérent la séreuse colique (stade pT4), dont 2 (0,87%) avec un envahissement des
organes de voisinage (stade pT4b). 113 patients (49,34%) ne présentent aucune
meétastase ganglionnaire lymphatique, ni dép6t tumoral isolé ; 9 patients (3,93%) ne
présentent uniqguement que des dépdts tumoraux isolés, sans métastase

ganglionnaire lymphatique formellement identifiable (N1c).

Nous notons la présence d'emboles tumoraux chez 96 patients (41,92%), dont
51 (22,27%) ne présentant que des emboles tumoraux lymphatiques, et 45 (19,65%)

présentant des emboles tumoraux veineux associés.

Concernant I'évaluation du budding et des clusters peu différenciés, une
grande majorité des tumeurs comportent un grade de budding ou de clusters peu
différenciés a 1 (75,98% et 74,23% respectivement). Pour 2 patients, le budding et
les clusters peu différenciés n'ont pu étre déterminés, car ces patients présentaient

un adénocarcinome avec composante a cellules indépendantes.

L'analyse de linfiltrat inflammatoire intra et péri-tumoral montre que l'intensité
de linfiltrat est souvent modérée (45,85%). Pour 6 tumeurs (2,62%), on observe un

intense infiltrat inflammatoire, de type Crohn-like.

Le stroma tumoral est majoritairement de type intermédiaire (71,61% des cas).
Seule une tumeur (0,44%) présente un stroma de type immature, mais I'évaluation

du type de stroma reste subjective.
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Tableau 6 : Criteres histologiques et moléculaires des cancers coliques

étudiés chez les patients de la cohorte

Criteres histologiques

Nombre de patients

RASSF2

N =229
Différenciation [Bien différencié 101 (44,11%)
Moyennement 76 (33,19%)
différencié ’
Peu différencié 23 (10,04%)
Mucineux 29 (12,66%)
Stade T 1 7 (3,06%)
2 18 (7,86%)
3 140 (61,14%)
4a 51(22,27%)
4b 2(0,87%)
Stade N 0 113 (49,34%)
1a 34 (14,85%)
1b 37 (16,16%)
1c 9(3,93%)
2a 22(9,61%)
2b 14 (6,11%)
Emboles Absence 133 (58,08%)
Lymphatiques 51(22,27%)
Vasculaires 45 (19,65%)
Dépots tumoraux [Absence 167 (72,93%)
Présence 62 (27,07%)
Budding Grade 1 174 (75,98%)
Grade 2 35 (15,28%)
Grade 3 18 (7,86%)
Non évaluable 2(0,88%)
Clusters peu Grade 1 170 (74,23%)
différenciés Grade2 25(10,92%)
Grade3 32 (13,97%)
Non évaluable 2(0,88%)
Intensité de Faible 62 (27,07%)
l'infiltrat Modéré 105 (45,85%)
inflammatoire [Marqué 56 (24,46%)
Crohn-like 6(2,62%)
Front d'invasion |Expansif 78 (34,06%)
Infiltrant 151 (65,94%)
Phénotype micro- |Stable 24 (10,48%)
satellitaire Instable 10 (4,37%)
Non évalué 195 (85,15%)
Statut RAS Absence de mutation 46 (20,09%)
Présence de mutation 34 (14,85%)
Non évalué 149 (65,06%)
Statut BRAF Absence de mutation 69 (30,13%)
Présence de mutation 6(2,62%)
Non évalué 154 (67,25%)
Statut de 3 3
méthylation du Non méthylé 30(13,1%)
promoteurde /1 i 199 (86,9%)
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L'évaluation du front d'invasion tumoral montre le plus souvent un mode

d'invasion de type infiltrant (65,94% des cas).

Dans cette cohorte, une analyse du phénotype microsatellitaire par
immunohistochimie a été effectuée sur les prélevements de 34 des 229 patients
(14,85%). Nous décrivons un phénotype MSI pour 10 de ces tumeurs. Quatre-vingts
patients ont bénéficié d'une analyse moléculaire effectuée sur tissu tumoral inclus en
paraffine, pour déterminer le statut des genes KRAS et NRAS, et 75 ont également
bénéficié d'une analyse du géne BRAF. Trente-quatre patients (42,5%) présentent
un cancer colique avec mutation du géne KRAS ou NRAS, et 6 avec une mutation de

BRAF (8%). Les différentes mutations observées sur ces genes sont les suivantes :

- KRAS:G12D, G12V, G12A, G12C, G12S, G13R, G13D, Q61R et A146T
- NRAS: Q61R
- BRAF : V60OE

L’étude de la survie globale et sans récidive des patients montre une médiane
de survie globale a 60,2 mois, et une médiane de survie sans récidive a 46,9 mois
(Figure 19).
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Figure 19 : Courbes de survie globale (SG) et sans récidive (SSR) de la population étudiée.

B.Influence des facteurs histo-pronostiques sur la

survie

L’'impact des facteurs histopronostiques a d’abord été étudié et modélisé avec
des courbes de survie de Kaplan-Meier. Nous observons de maniere significative
une moins bonne survie globale et sans récidive chez les patients atteints d’un

cancer colique avec présence de dépots tumoraux (log rank = 0,003 et 0,001
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Figure 21 : Courbes de survie globale (SG) et sans récidive (SSR) de la population étudiée en fonction du mode

d’invasion tumoral, de type expansif ou infiltrant
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Figure 22 : Courbes de survie globale (SG) et sans récidive (SSR) de la population étudiée en fonction du grade

de budding

respectivement) (Figure ). Nous observons également une moins bonne survie

globale et sans récidive des patients lorsque la tumeur présente un mode d’invasion

infiltrant (log rank = 0,008 et 0,02 respectivement), par rapport a un mode expansif

(Figure ). Concernant l'analyse de l'impact du budding, nous observons une

tendance a une moins bonne survie globale et sans récidive des patients pour un

budding de grade 2 et d’autant plus de grade 3, cependant la différence n’est pas
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significative (log rank = 0,43 et 0,11 respectivement) (Figure ). Nous n’avons pas mis
en évidence de différence significative sur les autres facteurs histopronostiques tels
gue les PDC, lintensité de l'infiltrat inflammatoire, le phénotype micro-satellitaire et la
présence d’'une mutation de KRAS, NRAS ou BRAF.

Nous avons ensuite analysé les facteurs histopronostiques en utilisant un
modele de Cox, en univarié et en multivarié, sur la survie globale et sans récidive
(Tableau 7). Un age supérieur a 70 ans apparait significativement de mauvais
pronostic en analyse univariée et multivariée (Hazard ratio (HR) a 1,68 ; p = 0,004 et
HR ajusté (HRa) 2,12 ; p <0,0001 respectivement) en survie globale. En survie sans
récidive, il existe également un impact pronostique péjoratif (HR = 1,43 et HRa =

1,84 respectivement en univarié et multivarié (p = 0,04 et 0,0006 respectivement)).

L’absence de métastase synchrone est significativement de meilleur pronostic
sur la survie globale en univarié et multivarié (HR 0,33 ; p < 0.0001 et HR 0,30 ; p <

0,0001 respectivement), ainsi que sur la survie sans récidive (HR 0,28 ; p < 0,0001 et

Tableau 7 : Evaluation de l'impact des facteurs pronostiques cliniques et histologiques sur la survie globale (SG)
et sans récidive (SSR) des patients étudiés, selon un modele de Cox

HR [ icosse [ p HRa [ Ic95% | p
Modéle univarié Modéle multivarié*

Sexe (Homme)
[1’23- _ [1’38-
1.70 0.002 1,95 2,76

Age (<70 ans)

SSR 143 [;’gf' 0.04 184 [;'28' 0,0006
Localisation a
droite (vs
gauche) SSR 1.05 [(1)12 0.76 - - -
métastases
synchrones (M0) |SSR 0.28 [813 <0,0001 0,32 [82625 <0,0001
expansif (vs type 045
infiltrant) SSR 0.71 [1’1 4' 0.16 - - -

Absence de DT

SSR 0.57




HRa 0,32 ; p < 0,0001 respectivement). Nous observons également que le sexe
masculin et la localisation droite sont significativement de plus mauvais pronostic sur
la survie globale en analyse multivariée (HRa 1,73 ; p = 0,003 et HRa 1,60 ; p = 0,01
respectivement). Le sexe masculin est également un facteur de mauvais pronostic
sur la survie sans récidive, en univarié et multivari¢ (HR 1,70 ; p = 0,002 et HRa
1,95 ; p = 0,0002 respectivement). Nous ne mettons pas en évidence d’'impact de la

localisation de la tumeur sur la survie sans récidive.

Les tumeurs ne présentant pas de dépot tumoral apparaissent de meilleur
pronostic, de maniere significative, sur la survie globale en univarié et multivarié (HR
0,58 ; p = 0,003 et HRa 0,57 ; p = 0,003 respectivement) ainsi que sur la survie sans
récidive (HR 0,57 ; p = 0,002 et HRa 0,59 ; p = 0,005 respectivement). L’invasion
tumoral sur un mode expansif tend a étre de meilleur pronostic sur la survie globale
et sans récidive, mais la différence est non significative (HR 0,66 ; p = 0,06 et HR
0,71; p=0,16).

C.Influence de la méthylation du promoteur des

genes de la voie RASSF/Hippo sur la survie

Parallelement aux facteurs histopronostiques, nous avons étudié la
méthylation des promoteurs des genes impliqués dans la voie RASSF/Hippo, a
savoir les genes RASSF1/2, MST1/2 et LATS1/2, afin de mettre en évidence un
impact sur la survie des patients atteints d’un cancer colique. Nous avons
initialement effectué une MS-PCR a partir de 'ADN extrait des blocs tumoraux sur

100 patients.

La fréquence de méthylation des promoteurs de ces géenes est décrite dans le

Tableau 8 : Fréquence de méthylation des promoteurs des genes RASSF1/2, STK4/3 et LATS1/2

Statut de méthylation

RASSF1 RASSF2 STK4 STK3 LATS1 LATS2
des promoteurs
Méthylé 16 86 3 1 10 6
Non méthylé 84 14 96 99 90 94
Non
interprétable/amplifiabl 0 0 1 0 0 0
e
Total patients 100
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Figure 23 : Exemple de résultats de MS-PCR sur 10 des patients de la cohorte étudiée. U : non méthylé ; M :
méthylé ; CU : contr6le non méthylé ; CM : contrle méthylé ; m : marqueur de taille.

tableau 8. Nous observons sur ces 100 patients, que la méthylation du promoteur de
RASSF2 est un événement fréquent (86% de méthylation), par rapport aux autres
géenes (Figure 23). Par ailleurs, nous avons mis en évidence, de maniere non
significative, une tendance a un moins bon pronostic lorsque le promoteur de
RASSF?2 était méthylé (log rank = 0,26), alors que la méthylation de LATS2 montrait

une tendance a un meilleur pronostic, de maniére non significative (Figure 24).

104 + Censuré 104 + Censuré

0.5 -| 06 |

Probabilité de sunie

Probabilté de survie

02| 02|
~————  Promaoteur RASSF2 non méthylé ~———  Promoteur RASSF2 non méthylé
————  Promoteur RASSF2 méthylé p (log rank) = 0,03 ————  Promoteur RASSF2 méthylé
0.0 | 0.0
- : - : T T T T T T
[] 20 a0 &0 a0 0 20 a0 60 80
G SSR

Figure 24 : Courbes de survie globale (SG) et sans récidive (SSR) de la population étudiée en fonction du statut
de méthylation du promoteur de RASSF2

p (leg rank) = 0,3
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Nous avons par la suite inclus 129 patients supplémentaires dans notre
cohorte, et nous avons étudié uniqguement le statut de méthylation des promoteurs
des génes RASSF2 et LATS2. L’inclusion de cette deuxiéme cohorte nous permet de
mettre en évidence, de maniere significative, une moins bonne survie globale des
patients lorsque le promoteur de RASSF2 est méthylé (log rank = 0,03), cependant la
différence est non significative sur la survie sans récidive (log rank = 0,30). La
nouvelle fréquence de méthyaltion est de 86,9%.

Nous avons analysé la survie globale et sans récidive selon un modele de
Cox, en univarié et multivarié, sur notre cohorte de 229 patients. Néanmoins, nous
n’avons pas pu mettre en évidence d’'impact significatif de la méthylation de RASSF2
(Tableau 9).

Tableau 9 : Evaluation de I'impact de la méthylation du promoteur de RASSF2 sur la survie globale (SG) et sans
récidive (SSR) des patients étudiés, selon un modele de Cox

HR [ icoss [  p HRa | Ic95% | p
Modéle univarié Modeéle multivarié*

Promoteur de
RASSF2 méthylé

[0.73-
2.54]

SSR 1.36 0,33 - - -

Tableau 10 : Modéle final de régression logistique entre les facteurs histopronostiques et le statut de méthylation
de RASSF2

HR | Ic95% | p HRa | 1IC95% | p
Modeéle univarié Modeéele multivarié*

Sexe (Homme)

Age (<70 ans)

Localisation a
droite (vs
gauche)

Métastases
synchrones
(MO)
Mode
d'invasion

Dépbts
tumoraux

Budding

Emboles
vasculaire et 0.94 [0.43-
lymphatiques | 2.03]

tumoraux
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Enfin, un modéle de régression logistique pour rechercher une association
entre le marqueur RASSF2 et les criteres (outcomes) pronostiques utilisés dans le
modele de survie montrait que I'hyperméthylation de RASSF2 était un facteur

indépendant (Tableau 10).
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Le CCR constitue un enjeu de santé publique, de par son incidence et la
mortalité qu'il engendre. 1l est donc essentiel de déterminer des marqueurs
histologiques et moléculaires pour optimiser la prise en charge thérapeutique des
patients.

Dans notre cohorte, la moyenne d'age des patients est de 71 ans, ce qui est
concordant avec les données de [llInstitut National du Cancer, décrivant une
moyenne d'age de 71 ans au diagnostic chez 'homme, et 73 ans chez la femme (3).
Les études observent a une échelle globale une moyenne d'age entre 53 et 73 ans
selon l'age et le sexe (135-138). Cependant, depuis quelgues années, les études
décrivent une baisse d'incidence chez les patients de plus de 50 ans, et une
augmentation chez les patients plus jeunes, de moins de 50 ans. Ce décalage
d'incidence serait lié a plusieurs facteurs, comme l'absence de dépistage chez les
patients de moins de 50 ans, ou a des facteurs environnementaux, tels les habitudes
alimentaires, la sédentarité et le tabagisme, notamment dans les pays en voie de
développement (136,139).

Nous observons une légere prédominance de tumeurs du célon droit dans
notre cohorte. Selon les études, cette prédominance de localisation droite/gauche
varie, mais le plus souvent, ce sont les cancers du célon gauche qui prédominent
(140-142). Néanmoins, méme si, historiguement, les cancers du colon étaient plus
freguemment localisés a gauche, l'incidence des tumeurs localisées dans le cblon
droit a augmenté au fur et a mesure des années (141). Concernant les stades
cliniques au diagnostic, l'incidence est également variable selon les études, mais les
cancers du coélon sont principalement diagnostiqués aux stades 1l ou |l
(137,142,143). Nous faisons cette méme observation dans notre cohorte. D'apres
ces données, notre cohorte apparait donc homogene. Cependant, nous observons
une survie globale a 5 ans plus basse, a 48,5% dans notre cohorte, alors que dans la
littérature, la survie globale a 5 ans est rapportée entre 63,5% et 71% (137,142,144).

L'objectif principal de notre étude était d'analyser l'impact de différents
facteurs histopronostiques sur la survie globale et sans récidive a 5 ans des patients
de notre cohorte. Nos résultats montrent que la présence de dépbts tumoraux isolés

est un facteur de mauvais pronostic. L'étude menée par Nagtegaal et al met en
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évidence l'impact négatif des dépodts tumoraux, dans les CCR, sur la survie globale
(HR =2,91C95% 2,2 — 3,8 en univarié, et HR = 2,2 IC95% 1,7 — 2,8 en multivari€) et
sans récidive (HR = 2,2 IC95% 1,6 — 3 en univarié, et HR = 2 IC95% 1,4 — 2,8 en
multivarié) (71). Des résultats similaires ont été observés dans la méta-analyse
effectuée par Lord et al, sur la survie globale (HR = 1,63 IC95% 1,44 — 1,61) et sans
récidive (HR = 1,77 1C95% 1,37 — 2,11) (145). Par ailleurs, la présence de dépbts
tumoraux seuls associés a des métastases ganglionnaires lymphatiques est de plus
mauvais pronostic que les dépbts tumoraux seuls ou les métastases ganglionnaires
lymphatiques seules, comme Il'ont observé Mirkin et al. lIs ont mis en évidence une
survie plus élevée pour les dépbts tumoraux seuls (HR = 0,56) ou les métastases
ganglionnaires lymphatiques seules (HR = 0,64) (72).

Concernant l'influence du type d'envahissement sur le front d'invasion tumoral,
nous avons observé pour le mode d'invasion « infiltrant » une survie a 5 ans globale
et sans récidive moindre (p = 0,008 et 0,02 respectivement), et que le mode «
expansif » tend a étre de meilleur pronostic, mais de maniere non significative, sur la
survie globale (HR = 0,66 1C95% 0,42 — 1,02, p = 0,06) et sans récidive (HR = 0,71
IC95% 0,45 — 1,14, p = 0,16). De maniere similaire, Qwaider et al ont observé un
impact péjoratif du mode « infiltrant » sur la survie des patients atteints d'un CCR de
stade Il ou Ill, mais ils ne mettent pas en évidence de différence significative sur les
HR pour la survie globale et sans récidive (HR = 1,1 1C95% 0,7 — 1,7, p = 0,8 et HR
= 1,0 IC95% 0,7 — 1,6, p = 0,9 respectivement) (74). En revanche, Li et al ont
observé, chez des patients atteints d'un CCR de stade | a Ill, un meilleur pronostic
lorsque le mode d'infiltration est « expansif » sur la survie globale (HR = 0,731
IC95% 0,584 — 0,916) et sans récidive (HR = 0,722 1C95% 0,602 — 0,864) (146). Il
est décrit également que le mode d'invasion « infiltrant » est plus fréequemment
associé a un stade pTNM plus avancé, une faible différenciation tumorale, a un
grade de budding plus élevé, et a la présence d'emboles lymphatiques et vasculaires
tumoraux (75,147). Sur le plan moléculaire, le mode d'invasion « expansif » est
freguemment associé aux CCR de phénotype MSI, alors le mode d'invasion «

infiltrant » est fréquemment associé a une mutation du gene BRAF (147).

Les patients avec CCR de grade élevé tendent a présenter une moins bonne
survie, cependant l'impact apparait non significatif sur la survie globale et sans

récidive a 5 ans (log rank = 0,43 et 0,11 respectivement). De nombreuses études
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décrivent lI'impact pronostique de la présence et du grade de budding dans les CCR.
Ces études ont distingué le budding de bas grade (0 a 9 cellules isolées au niveau
du front d'invasion tumoral) et le budding de haut grade (10 cellules isolées ou plus
au niveau du front dinvasion tumoral). Les résultats montrent que les patients
atteints d'un CCR de stade Il avec un budding de haut grade présentent une survie a
5 ans moindre : 89,0% - 94,0% de survie a 5 ans pour le budding de bas grade,
contre 66,7% - 73,9% pour le budding de haut grade (148-150). Ces études ont
également mis en évidence que le budding de haut grade était de mauvais pronostic,
avec HR = 2,57 a 4,89 (148-152). Par rapport a notre cohorte, la plupart de ces
études ont inclus des patients atteints d'un CCR de stade Il, alors que nous avons
inclus des patients atteints d'un CCR quel que soit le stade évolutif. Il serait donc
intéressant, dans notre étude, d'analyser limpact du budding sur la survie des
patients de stade II. Par ailleurs, Graham et al ont mis en évidence que le budding de
haut grade est plus frequemment associé a des CCR de phénotype MSS, et a la
présence d'une mutation de KRAS (151).

Le second objectif de notre étude était d'analyser I'impact de l'altération des
membres de la voie RASSF/Hippo, chez des patients atteints d'un cancer colique,
tout stade confondu. Nos résultats mettent en évidence que les différents membres
de cette voie de signalisation, a savoir RASSF1/2, MST1/2 et LATS1/2 peuvent étre
altérés par hyperméthylation du promoteur de leurs genes respectifs, avec des
fréquences variables. Ces résultats font évoquer que les altérations fréquentes de
cette voie de signalisation doivent contribuer a la carcinogenése colique. Néanmoins,
il est difficile de comparer les fréquences que nous rapportons dans notre étude aux
données de la littérature, étant donné que les altérations de cette voie n'ont jamais

été caractérisées de maniére systématique.

Parmi les genes étudiés, nous avons observé que le promoteur du géne
RASSF2 est plus frequemment hyperméthylé que les autres génes. Il est décrit dans
la littérature que le promoteur de RASSF2 est fréquemment méthylé dans de
nombreux types de cancers, comme les cancers broncho-pulmonaires, gastriques,
colorectaux, du sein, de I'endometre et des voies aéro-digestives supérieures (114).
Nous avons mis en évidence une fréquence de 87,2 % de méthylation promoteur de
RASSF2 dans notre cohorte, ce qui est concordant avec les résultats observés par
Park et al, qui a analysé le statut de méthylation de RASSF2 sur une cohorte de 146
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patients atteints d'un CCR, et qui ont observé une fréequence de méthylation de
72,6% (153). D'autres équipes ont analysé la fréquence de méthylation de RASSF2
dans des CCR, notamment Hesson et al, qui ont observé une méthylation de
RASSF2 dans 70% des cas (113), alors que Harada et al et Akino et al ont observé
des fréequences de méthylation plus faible, 46% et 42% respectivement (128,129).
Par ailleurs, Park et al ont également observé que la méthylation de RASSF2 est un
événement de survenue précoce, puisque sur les 16 adénomes colorectaux

analysés, tous présentent une méthylation de RASSF2 (153).

En étudiant l'impact du statut de méthylation sur la survie a 5 ans des patients
de notre cohorte, nous observons que les patients avec une méthylation de RASSF2
présentent significativement un moins bon pronostic. A ce jour, il n'y a que tres peu
de données dans la littérature concernant lI'impact sur la survie des patients atteints
d'un CCR en fonction du statut de méthylation de RASSF2. L'atlas "Human Protein
Atlas" (HPA), qui répertorie les données de survie de nombreux cancers en fonction
du niveau d'expression de diverses protéines, montre que les patients atteints d'un
cancer colique exprimant faiblement RASSF2 présentent un moins bon pronostic
(p=0,038), ce qui concordant avec nos résultats, étant donné que la méthylation du
promoteur d'un géne inhibe son expression (154). Cependant, ces données
concernent I'expression protéiqgue de RASSF2, et une faible expression protéique

peut étre liée a d'autres causes qu'une hyperméthylation du promoteur de RASSF2.

D'autres arguments sont en faveur d'un rble pronostique du statut de
méthylation de RASSF2. En effet, I'hyperméthylation de RASSF2 favoriserait
I'agressivité des cellules tumorales, comme l'ont observés Luo et al et Aydin et al
chez des patients atteints d'un adénocarcinome gastrique (155,156). Carter et al, a
étudié un micro-ARN, le miR-200, sur des lignées tumorales coliques, et ils ont
observé que d'une part, ce microARN cible 'ARNmM de RASSF2 et inhibe son
expression, et d'autre part, les cellules tumorales surexprimant ce microARN
proliferent plus (157). Par ailleurs, dans les CCR, I'hyperméthylation du promoteur de
RASSF2 semble plus fréquemment associée a la présence d'une mutation de KRAS
(128,129,153,157), bien que Hesson et al décrivent plutot une relation inverse entre
la frequence de I'hyperméthylation de RASSF2 et la fréquence de mutation de KRAS
(113).
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Concernant le statut de méthylation de RASSF1A, nous avons observé une
frequence de méthylation de 16% sur les 100 premiers patients de notre cohorte. Hu
et al ont mené une méta-analyse sur le statut de meéthylation du promoteur de
RASSF1A dans les CCR a partir de 21 études, et ils ont observé une fréquence de
meéthylation trés variable, comprise entre 15,84% et 93,3%. lIs précisent cependant
gue certaines études présentaient une méthylation de RASSF1A sur des échantillons
témoins non tumoraux (158). L'hyperméthylation de RASSF1A est également
rapportée dans les ostéosarcomes, les cancers du sein, des voies aéro-digestives
supérieures, les gliomes, les carcinomes a cellules claires du rein, les carcinomes
urothéliaux, les carcinomes thyroidiens et les neuroblastomes (107). Hu et al ont
€galement analysé 3 autres études, qui portaient sur l'impact pronostique du statut
de meéthylation de RASSF1A, et ils ont mis en évidence que la méthylation de
RASSF1A est un facteur de mauvais pronostic (HR = 2,85, IC 95% 1,88 — 4,31, p <
0,001) (158). Cet impact pronostique a également été observé par Jiang et al, qui
mettent en évidence une moins bonne survie des patientes atteints d'un cancer du
sein, lorsque le promoteur de RASSF1A est méthylé (159). Dans notre étude, nous
n‘avons pas pu mettre en évidence d'impact de la méthylation de RASSF1A sur la

survie a 5 ans des patients, possiblement en raison d'un effectif insuffisant.

L'étude du statut de méthylation de RASSF1A pourrait influencer la prise en
charge thérapeutique. Contrairement a RASSF2, la méthylation de RASSF1A semble
corrélée a l'absence de mutation de KRAS (160). Par ailleurs, Sun et al ont observé,
chez des patients atteints d'un CCR de stade Il ou lll et traités par chimiothérapie a
base d'oxaliplatine, une meilleur chimio-sensibilité lorsque le promoteur de RASSF1A

n'est pas méthylé (161).

Nous avons observé une faible fréquence de méthylation du promoteur de
STK4 et STK3 (codant MST1 et MST2 respectivement), 3% et 1% respectivement.
L'altération de ces deux génes est peu étudiée dans le CCR, néanmoins, quelques
eétudes ont observé que les CCR avec inactivation de MST1 ou MST2 semblent de
moins bon pronostic. Minoo et al ont mis en évidence, en étudiant I'expression de
MST1 par immunohistochimie, que la perte d'expression cytoplasmique de MST1
était corrélée a un stade TNM avancé, a la présence d'emboles vasculaires, et a une
survie globale moindre. Cependant, ils n'ont pas observé de lien entre la perte

d'expression cytoplasmique de MST1 et la méthylation du promoteur de STK4 (162).
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L'association entre la perte d'expression MST1 et un moins bon pronostic a été
observé dans d'autres types de cancers, notamment dans les mésothéliomes malins
(163). Par ailleurs, Guo et al ont observé, dans les gliomes diffus, que le promoteur
de STK4 peut étre méthylé, et que son hyperméthylation favorise I'agressivité des

cellules tumorales (164).

Comme STK4 et STK3 (codant MST1 et MST2 respectivement), nous avons
observé que les promoteurs de LATS1 et LATS2 sont peu fréquemment méthylés,
10% et 6% respectivement. Paradoxalement, la méthylation de LATS2 tendait a étre,
de maniere non significative de meilleur pronostic. L'atlas HPA montrait par ailleurs,
dans les cancers coliques, que la méthylation de LATS2 semble étre de meilleur
pronostic (p=0,018) (165). Cependant, la faible expression de LATS2 peut étre liée a
d'autres mécanismes que I'nyperméthylation de son promoteur, comme l'a observé
Peng et al, et a linverse, ils ont observé que la faible expression de LATS2 est
associée a moins bon pronostic des CCR. lls ont étudié le microARN miR-372-3p,
qui est freguemment surexprimé dans les CCR, et ils ont mis en évidence que sa
surexpression est corrélée a l'agressivité des cellules tumorales, et que ce microARN
cible 'ARNm de LATS2 (166). Quant a LATS1, Wierzbicki et al ont observé, sur des
biopsies d'ADK colorectaux, que son expression est fréquemment inactivée (89,4%),
par hyperméthylation du promoteur de LATS1 dans plus de la moitié des cas,
contrairement a la fréquence de méthylation que nous avons observé dans notre
étude (130).

Dans d'autres types de cancer, l'expression de LATS1 et LATS2 peut étre
diminuée par hyperméthylation de leur promoteur, comme rapporté dans les cancers
du sein, les sarcomes des tissus mous, les ADK gastriques, les carcinomes broncho-
pulmonaires non a petites cellules, les carcinomes a cellules claires du rein et les
carcinomes épidermoides nasopharyngés et de la cavité buccale, ou bien par perte
d'hétérozygotie, comme observée dans les cancers de l'ovaire, du col utérin, du sein
et du foie (103,167-170). L'inactivation de LATS1 et LATS2 serait associée a des
tumeurs plus agressives, et de moins bon pronostic (103), a l'exception des
oligodendrogliomes, pour lesquels I'nyperméthylation du promoteur de LATS2 prédit

une meilleure survie, comme observée dans les CCR (124).
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Le cancer colorectal est une pathologie fréquente, nécessitant une prise en
charge multi-disciplinaire. Cette prise en charge dépend de critéres cliniques, comme
I'état général du patient, la résécabilité chirurgicale, mais également des facteurs
histopronostiques, a savoir le stade pTNM, le grade de différenciation, la présence
d'emboles tumoraux lymphatiques ou vasculaires, la présence de dépots tumoraux
isolés, la présence d'engainements périnerveux, I'évaluation du grade de budding et
des clusters peu différenciés, la présence et l'intensité d'un infiltrat inflammatoire
péritumoral, le mode d'invasion tumoral, et le phénotype microsatellitaire. L'étude
moléculaire des génes KRAS et NRAS a la recherche d'une mutation activatrice
permet de prédire la réponse a une thérapie ciblée par anti-EGFR, tandis que la

présence ou non d'une mutation du géne BRAF constitue un facteur pronostique.

La carcinogenese colorectale résulte de nombreux mécanismes génétiques et
épigénétiques, dont les principaux sont linstabilité microsatellitaire, l'instabilité
chromosomique et I'hyperméthylation des ilots CpG. Il existe des classifications
moléculaires des tumeurs colorectales, notamment la classification élaborée par le
CRCSC, ou les CCR sont classées en 4 groupes, les Consensus Molecular
Subtypes, selon leurs altérations géniques et épigénétiques, ainsi que leurs profils
d'expression génique. Ces groupes ont des pronostics différents, et cette
classification pourrait permettre une prise en charge plus personnalisée du patient,
mais elle n'est actuellement pas appliquée en pratique. Parmi les altérations
impliquées dans la carcinogenése colorectale, certains marqueurs pourraient étre
identifiés, en particulier dans la voie de signalisation RASSF/Hippo, impliquée dans
la prolifération cellulaire, et la transition épithélio-mésenchymateuse. Cette voie est
altérée dans de nombreux cancers, souvent par hyperméthylation du promoteur des

genes impliqués dans cette voie.

Notre étude s'est donc attachée, dans un premier temps, a analyser l'impact
des facteurs histopronostiques sur la survie globale et sans récidive a 5 ans, de
patients atteints d'un cancer colique. Nos résultats montrent un impact péjoratif sur la
survie lorsque le mode d'invasion tumoral est de type infiltrant, ainsi qu'avec la
présence des dépdbts tumoraux isolés. Nous avons également mis en évidence une

tendance a un moins bon pronostic lorsqu'il existe un budding de haut grade, mais
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nous n'avons pas obtenu de résultat significatif, qui peut étre lié a un manque de
puissance de notre étude. Ces résultats mettent en lumiere l'intérét de rechercher
ces facteurs histopronostiques décrits de maniére récente, afin de pouvoir adapter la
prise en charge thérapeutique des patients, en dispensant des traitements plus

agressifs si certains de ces facteurs sont présents.

Dans un second temps, nous avons étudié l'impact de la méthylation du
promoteur des genes impliqués dans la voie RASSF/Hippo, a savoir les genes
RASSF1/2, STK4/3 (codant MST1 et MST2 respectivement) et LATS1/2, en étudiant
leur statut de méthylation par MS-PCR. Nos résultats montrent que le promoteur du
gene RASSF2 est tres frequemment méthylé dans les cancers coliques. Nous avons
également observé une moins bonne survie des patients lorsque le promoteur de
RASSF2 est méthylé. Il pourrait donc exister, en pratique, un intérét a étudier le
statut de méthylation du promoteur de RASSF2 dans les tumeurs coliques, en tant
que facteur pronostique, pour pouvoir adapter la prise en charge thérapeutique. De
plus, la recherche de la méthylation du promoteur pourrait étre réalisée facilement en

pratique clinique.
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TITRE DE LA THESE: CRITERES HISTOPRONOSTIQUES ET ALTERATIONS DE LA VOIE
RASSF/HIPPO DANS LA CARCINOGENESE DES CANCERS COLIQUES

RESUME DE LA THESE EN FRANCAIS : La carcinogenése colorectale résulte de plusieurs mécanismes
d'altérations géniques et épigénétiques, dont l'altération de la voie RASSF/Hippo, par hyperméthylation du
promoteur des génes impligués dans cette voie. Les objectifs de notre étude étaient d'analyser l'impact des
facteurs histopronostiques, ainsi que le statut de méthylation des génes de la voie RASSF/Hippo sur la survie de
patients atteints d'un cancer colique. Le statut de méthylation a été étudié par PCR spécifique de méthylation. La
survie a été étudiée en réalisant des courbes de Kaplan-Meier, et un modéle de régression Cox a été utilisé pour
identifier les facteurs pronostiques sur la survie globale et sans récidive. Nos résultats mettent en évidence un
mauvais pronostic du mode d'invasion tumoral de type infiltrant et de la présence de dépbts tumoraux isolés. Un
budding de haut grade montre une tendance a un mauvais pronostic, sans différence significative. L'étude de la
méthylation des membres de la voie RASSF/Hippo montre que le promoteur de RASSF2 est fréquemment méthylé
dans les cancers coliques (86,9%), et que les patients présentent une moins bonne survie lorsque celui-ci est
méthylé. L’analyse des récents facteurs histopronostiques comme le mode d’infiltration, les dépdts tumoraux et le
budding pourraient s’intégrer dans les résultats des examens anatomo-pathologiques, car ils ont un impact
pronostique. L'étude du statut de méthylation de RASSF2 pourrait également constituer a l'avenir un facteur
pronostique a rechercher en pratique clinique.

MOTS CLES: carcinogenése, cancers coliques, voie de signalisation Hippo, facteurs
histopronostiques

TITRE DE LA THESE EN ANGLAIS: HISTOPRONOSTICS CRITERIA AND RASSF/HIPPO
PATHWAY ALTERATIONS IN CARCINOGENESIS OF COLIC CANCER

RESUME DE LA THESE EN ANGLAIS : Colorectal carcinogenesis results from several mechanisms of genetic
and epigenetic alterations, including alteration of the RASSF/Hippo pathway, by hyperméthylation of gene's
promoter involved in this pathway. The objectives of our study were to analyze the impact of histopronostic factors,
as well as the methylation status of genes in RASSF/Hippo pathway on the survival of patients with colic cancer.
Methylation status was investigated by Methyl Specific PCR. Survival was studied using Kaplan-Meier curves, and
a Cox regression model was used to identify prognostic factors for overall and free recurrence survival. Our results
show a poor prognosis of infiltrating type of tumor invasion mode and presence of isolated tumor deposits. A high-
grade budding shows a tendency to poor prognosis, with no significant difference. The methylation study of
RASSF/Hippo members shows that RASSF2 promoter is frequently methylated in colic cancer (86.9%), and that
patients have poorer survival when methylated. The analysis of recent histoprognostic factors such as invasion
mode, tumor deposits and budding could be integrated into the results of anatomo-pathological examinations, as
they have a prognostic impact. The study of the methylation status of RASSF2 may also be a prognostic factor for
clinical practice in the future.

KEY WORDS : carcinogenesis, colic cancers, Hippo pathway, histoprognostic factors



