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Titre de la thése : Facteurs nutritionnels associés a certaines mutations de la voie RAS/MAPK dans le cas du cancer

colorectal
Nom du candidat : Achraf EL ASRI
Spécialité : Génétique et Biologie Moléculaire.

Résumé de la thése

L’incidence et la mortalité liées au cancer colorectal (CCR) montrent une nette augmentation dans les pays en voie de développement.
La nutrition constitue un facteur de risque bien établi du CCR et peut conduire via des altérations génétiques et épigénétiques prolongées
a la prolifération des cellules coliques et rectales en tumeurs malignes. Parmi les génes clés impliqués dans ce processus carcinogene,
le géne KRAS était intensivement étudié pour les raisons suivantes : (1) sa haute fréquence (42%) dans les tumeurs colorectales ; (2)
son intervention précoce dans le processus carcinogene ; (3) son role en tant que biomarqueur prédictif et pronostic possible.

Le Maroc figure parmi les pays en développement qui sont en transition épidémiologique et nutritionnelle caractérisées par un
changement progressif vers un mode de vie plus occidentalisé, et une nette croissance de 1’incidence et de mortalité liées au CCR.
L’objectif de cette thése est d’étudier ’association entre les facteurs nutritionnels et le risque de la survenue des mutations activatrices
KRAS. Une telle association n’a jamais été étudiée auparavant dans le contexte marocain.

Cette thése s’est déroulée en 2 étapes : la premiére étape a été consacrée a la réalisation d’une revue systématique sur 1’association
possible entre les différents facteurs nutritionnels et les mutations KRAS dans le cas du CCR ; et la deuxieme étape concernait la
recherche de I’association entre ’apport en graisses alimentaires et les mutations KRAS dans une série de cas de CCR nichée dans une
large étude cas-témoin intitulée « Facteurs de risque comportementaux, nutritionnels et génétiques des cancers colorectaux au Maroc »
dont le protocole a été déja publié.

Cette étude multicentrique a été conduite au niveau de 4 principaux centres d’oncologie marocains : Rabat, Casablanca, Fés et Oujda.
Les données sociodémographiques, et nutritionnelles ont été collectées au moment de I’inclusion des cas dans 1’étude cas-témoin initiale.
Leurs données génétiques ont été explorées dans le cadre de cette these & partir des tissus anatomopathologiques utilisés pour la
confirmation diagnostique et stockes dans les services d’anatomopathologie des centres participant a 1’étude initiale. Les données
moléculaires ont été déterminées aprés extraction, amplification et séquencage de I’ADN tumorale a partir de tissus inclus en paraffine.
Des modeéles de régressions logistiques (bruts et ajustés) ont été utilisés sur la base de I'apport médian des différentes variables lipidiques
PUFA (Acides Gras Polyinsaturés), MUFA (Acides Gras Monoinsaturés), SFA (Acides Gras Saturés) (faibles consommateurs contre
consommateurs élevés) pour estimer les risques des mutations KRAS en fonction des apports en matieres grasses, et en tenant compte
des facteurs de confusion potentiels : age, sexe et apport énergétique.

Les principaux résultats de la revue systématique qui a inclut 28 études étaient :

- La plupart des études recensées étaient de type série de cas nichées dans des études cohorte ou dans des études cas-témoins a grande
échelle.

- Les résultats concernant ces facteurs nutritionnels étaient mitigés, en particulier pour les graisses, ou certaines études soupgonnaient
les PUFA de constituer un facteur de risque pour la survenue des mutations KRAS, contrairement a d’autres qui reniaient ce fait.

En ce qui concerne 1’étude de série de cas, 151 patients CCR y ont été inclus. L'adge moyen était de 53,66 + 13,99 ans. Plus de la moitié
étaient des femmes (55 %), et la plupart étaient mariés (75,5%) et analphabétes (62,3%). La majorité d’entre eux étaient actifs (73,8 %)
et n’ont jamais fumé (84,8 %). Trois quarts vivaient en milieu urbain (72,2%) et appartenaient a une classe sociodémographique
défavorisée (82,1%). La prévalence de I'obésité ou surpoids était de 59,3%. La fréquence des mutations KRAS était de 34,4% (52/151)
chez ces patients, dont 65,4% avaient une mutation unique au codon 12, et 34,6% une mutation unique au codon 13. Les mutations les
plus fréquentes étaient : 35G>A (30,8%), 38G>A (30,8%) et 35G>T (15,4%).

L'apport énergétique total était trés élevé chez le groupe avec le géne KRAS muté au niveau des codons 12 et 13 (KRAS*) par rapport au
groupe ne présentant pas de mutations de ce géne (KRAS") (4663,84 contre 2853,73 Kcal/jour ; p=0,03). Le groupe KRAS* avait aussi
des apports plus élevés, en graisses totales (116,11 contre 95,71 g/jour ; p=0,01), en graisses saturées (SFA) (45,71 contre 37,15 g/jour
; p=0,18), en graisses monoinsaturées (MUFA) (43,82 contre 35,45 g/jour ; p=0,01) et en graisses polyinsaturées (PUFA) (19,77 contre
16,16 g/jour ; p=0,01) par rapport au groupe KRAS".

A l'exception des graisses saturées (SFA), toutes les différences observées étaient statistiquement significatives.

L’analyse multivariée a montré un risque élevé des mutations KRAS associé a une consommation élevée de PUFA (> 16,9 g/jour)
(OR=2,15, 95% IC=1,01-4,59), mais pas pour le MUFA et le SFA.

Ce travail a mis I’accent pour la premiere fois au Maroc sur la possible implication d’une consommation €élevée des graisses en
particulier les PUFA dans la survenue du CCR. Ces résultats contribueraient certes au développement des stratégies de prévention axées
sur ’amélioration de la qualité des habitudes alimentaires marocaines en pleine processus de transition nutritionnelle, mais nécessitent
d’étre complétées par des études longitudinales et/ou expérimentales afin d’appuyer davantage les présents résultats, et de rechercher
d’autres facteurs nutritionnels suspects.

Mots-clés : Cancer, colon, rectum, mutation KRAS, nutrition.
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RESUME

L’incidence et la mortalité liées au cancer colorectal (CCR) montrent une nette augmentation
dans les pays en voie de développement. La nutrition constitue un facteur de risque bien établi
du CCR et peut conduire via des altérations génétiques et épigénétiques prolongées a la
prolifération des cellules coliques et rectales en tumeurs malignes. Parmi les genes clés
impliqués dans ce processus carcinogeéne, le gene KRAS était intensivement étudié pour les
raisons suivantes : (1) sa haute fréquence (42%) dans les tumeurs colorectales; (2) son
intervention précoce dans le processus carcinogéne ; (3) son rdle en tant que biomarqueur
prédictif et pronostic possible chez les patients CCR.

Le Maroc figure parmi les pays en développement qui sont en transition épidémiologique et
nutritionnelle caractérisées par un changement progressif vers un mode de vie plus
occidentalisé, et une nette croissance de I’incidence et de mortalité liées aux cancers dont le
CCR.

L’objectif de cette thése est d’étudier ’association entre les facteurs nutritionnels et le risque
de la survenue des mutations activatrices KRAS. Une telle association n’a jamais été étudiée
auparavant dans le contexte marocain.

Cette thése s’est déroulée en 2 étapes : la premiere étape a été consacrée a la réalisation d’une
revue systématique sur I’association possible entre les différents facteurs nutritionnels et les
mutations KRAS dans le cas du CCR; et la deuxiéme étape concernait la recherche de
’association entre I’apport en graisses alimentaires et les mutations KRAS dans une série de cas
de CCR nichée dans une large étude cas-témoin intitulée « Facteurs de risque
comportementaux, nutritionnels et génétiques des cancers colorectaux au Maroc » dont le
protocole a été déja publié.

Cette étude multicentrique a été conduite au niveau de 4 principaux centres d’oncologie
marocains : Rabat, Casablanca, Fés et Oujda. Les données sociodémographiques, et
nutritionnelles ont été collectées au moment de ’inclusion des cas dans I’étude cas-témoin
initiale. Leurs données génétiques ont été explorées dans le cadre de cette thése a partir des
tissus anatomopathologiques utilisés pour la confirmation diagnostique et stockés dans les
services d’anatomopathologie des centres participant a [’é¢tude initiale. Les données
moléculaires ont été déterminées aprés extraction, amplification et séquengage de I’ADN
tumorale a partir de tissus inclus en paraffine. Des modeles de régressions logistiques (bruts et
ajustés) ont été utilisés sur la base de I'apport médian des différentes variables lipidiques PUFA
(Acides Gras Polyinsaturés), MUFA (Acides Gras Monoinsaturés), SFA (Acides Gras Saturés)
(faibles consommateurs contre consommateurs élevés) pour estimer les risques des mutations
KRAS en fonction des apports en matieres grasses, et en tenant compte des facteurs de confusion
potentiels : age, sexe et apport énergétique.

Les principaux résultats de la revue systématique qui a inclut 28 études étaient :

- La plupart des études recensées sont de type série de cas nichées dans des études cohorte ou
dans des études cas-témoins a grande échelle.

- Les facteurs nutritionnels étudiés comprenaient des aliments tels que : la viande, les fruits, les
légumes, les fibres, les produits laitiers, le café, le thé, les aliments a base d'acrylamide, les
boissons alcoolisées et les composés organochlorés, ainsi que de nombreux nutriments, y



compris les vitamines (A, B1, B2, B6, B9, B12, D, E), le calcium, les protéines animales, le fer
héminique et les graisses (avec les sous-groupes : PUFA, MUFA et SFA).

- Les résultats concernant ces facteurs nutritionnels étaient souvent mitigés, en particulier pour
les graisses, ou certaines études soupgonnaient les PUFA de constituer un facteur de risque pour
la survenue des mutations KRAS, contrairement a d’autres qui reniaient ce fait.

En ce qui concerne I’étude de série de cas, 151 patients CCR y ont été inclus. L'age moyen était
de 53,66 + 13,99 ans. Plus de la moitié étaient des femmes (55 %), et la plupart étaient mariés
(75,5%) et analphabetes (62,3%). La majorité d’entre eux étaient actifs (73,8 %) et n’ont jamais
fumé (84,8 %). Trois quarts vivaient en milieu urbain (72,2%) et appartenaient & une classe
sociodémographique défavorisée (82,1%). La prévalence de I'obésité ou surpoids était de
59,3%. La fréquence des mutations KRAS était de 34,4% (52/151) chez ces patients, dont 65,4%
avaient une mutation unique au codon 12, et 34,6% une mutation unique au codon 13. Les
mutations les plus fréquentes étaient : 35G>A (30,8%), 38G>A (30,8%) et 35G>T (15,4%).
L'apport énergétique total était trés élevé chez le groupe avec le gene KRAS muté au niveau des
codons 12 et 13 (KRAS+) par rapport au groupe ne présentant pas de mutations de ce géne
(KRAS") (4663,84 contre 2853,73 Kcal/jour ; p=0,03). Le groupe KRAS+ avait aussi des
apports plus élevés, en graisses totales (116,11 contre 95,71 g/jour ; p=0,01), en graisses
saturées (SFA) (45,71 contre 37,15 g/jour ; p=0,18), en graisses monoinsaturées (MUFA)
(43,82 contre 35,45 g/jour ; p=0,01) et en graisses polyinsaturées (PUFA) (19,77 contre 16,16
g/jour ; p=0,01) par rapport au groupe KRAS".

A l'exception des graisses saturées (SFA), toutes les différences observées étaient
statistiquement significatives.

L’analyse multivariée a montré un risque élevé des mutations KRAS associé a une
consommation élevée de PUFA (> 16,9 g/jour) (OR=2,15, 95% IC=1,01-4,59), mais pas pour
le MUFA et le SFA.

Ce travail a mis ’accent pour la premicre fois au Maroc sur la possible implication d’une
consommation élevée des graisses en particulier les PUFA dans la survenue du CCR. Ces
résultats contribueraient certes au développement des stratégies de prévention axées sur
I’amélioration de la qualité des habitudes alimentaires marocaines en pleine processus de
transition nutritionnelle, mais nécessitent d’étre complétées par des études longitudinales et/ou
expérimentales afin d’appuyer davantage les présents résultats, et pour rechercher d’autres
facteurs nutritionnels suspects.

Mots clés : Cancer, colon, rectumeelerectal; mutation KRAS ; nutrition.

|

Mis en forme : Police :Gras, Police de script complexe
:Gras

[

Mis en forme : Police :Gras, Police de script complexe
:Gras

[

Mis en forme : Police :Gras, Police de script complexe
:Gras

|
|
|




A Al adla

Agnl) s Aseldll ) 8 A sl 50 () ianall 5 0505l (g Al yall i Sl 5 Y] Jane i
sl LA S5 ) dutaa ) (358 AT 5 Bal) i pal DA (g0 (935 ) (S S () el Lt Jale
KRAS i A3 S il uaal) 2091 038 3 A8 Ll duasi )l cilisal) (s e A ol 5l S5 Bsana aifinnall
A juaall LY b Saall JRil (2) astasall 5 ¢ sh il ol ) 5f (B (742) (adl o 53 (1) rA0 S i IS

(i) (o e die aine (paaardiBi g (5 3050 (5 s S 5eS 0 )93 (3)

Ua ol o2 il A0008 5 48] 2 san s Lpelainl g Lpalail LG Al oy i ) Asall) ol e ) 2y
o Lot et lly ALyl il 5 ALY ana (8 Rimnl 5 5305 Aol slanl shal s g 25kt Y
()

i Cua ddadiall KRAS Cpall <l jila Gigan jhad o 2i3all Jalsall cpu Jalis ¥ Al a ) da gl ol Cangs
gl ) 8 Lee 5 e I 5Y)

Op Jainall Bl ) Jsn dangie dxanl e slaY (V) Aa jall Ganads & ol e e da kY1 ol Sladl
058 55y Bl Y e Candly A Al pall Glati 5 ¢ () Alla 8 KRAS < yika 5 dlisall 4513301 () sall
dalse " () sims 5508 28l 8- £ 55 e Al sl Al 50 e L 5T 5 Vs (e Aldis 3 KRAS < ik 5 430132])
W (e L s 35S 535 i 8 (Al 5 Ml (B aianall 5 ¢ s sl Uy 51 ) 01 5 A g3 5 A8 sl el
a5 G Ban gy 5 elanl) Il Loy )l tAged ) A ye e‘)}i S1oe 4 (A OSI all Baraia A all 038 <yl
450 51 gy ) Akl o5 385 Al 51 A jall 8 VAl 21 o) g A shal) 5 A 2 seall s Lo Laia) byl
Al 8 AS liall SSIall Jals daala aludl b Ly 533 o il g (il A8 daadiivsall dpca yall ) (0
A5

LA (ADN) (5553 prmand) il gl Jualui el 8 5 madiial sl jaid des Lapast 23388 iy jall bl il
LG el Aans) (e 83 salll a5l

e (Jaxaly alall) o sl 5lans¥) z 3l aladiud o3 cgiaall of sall @Blginl AV KRAS <l jik jhlis il
Calaa¥l) MUFA 5 (3220500 daadial) s Gaiaal) GaleatT) PUFA Ailidal o) sal ) 589 eDlginy) Jas sia uld
ol 5 enll ilaind) 2S5 sall Jal sal) el e g (Rrsiiall dpiaall (alea¥l) SFA 5 (Aalal) dagiial) ye 4yl
R SNIRECVRY

1 68 gt Al 3 28 ek 5 Aa g sk eda ] (8 La Sla) ai A dpnial) Amal all At 1 N G e
cas-) ) si-ci¥la Ay 3 (Cohorte) z)s8Y) Al 1 g 53 e ClS Alilas gl s gl 1 sl 5l alans -
.(série de cas) <w¥la Aludu A a5 (témoin

b5l 5 (I Cilaia g (Bl 5 ol 5 puaddl g aS) gl 5 cagalll ;fia dandal A g el 200 ol o) Crianai -
b Loz Al pualial) (ga 33l ) A8 og sumall IS 5 Al g iy g piall 5 c20a3ly ySY) dandal 5 (gL 5

Vi



05815 msel) 5 aaall Al paall iyl ¢ Sl ¢ (E <D «C «B12 B9 <B6 B2 «B1 <A) lisaliall ey
(SFA s MUFA (PUFA e dl lole sanay)

O o bl all [y gl G oy saall Al dald Ailiie 4000300 Lol gall 03y Aleiall miliill cilS Lo Gle
Aagall i JAY) sl & Laiy (KRAS @ik &paal jlad Jale PUFA

On OF (ol G (ge ST 25 13,99 £ 53,66 s sae s giar (5 Jaay "l o Ly ja 1571 L)y il
L5y ol 5 (773.8) Oshadi |510S agie Al (762.3) Osmel s (£75.5) Osns jie 1518 agalins s ¢(7/55) slusil
@3 (782.1) delaia) dida ) (saiins (772.2) dapas Ghbie 8 O pdum 1518 agel )l 225 (784.8) L
Ol Bab 3 At il Ly 716 Al L L s aaly ciand) (agaads 08 3 2000 O i (5 s Jsae
J433 a5a G

8330 53 ik pgaal 765.4 pgia il pall agiled ) (o el e (151/52) 734.4 e KRAS @il ik (e Sl o
5l il 1 & sad Y ikl cilS 5 13 A b Ban) 55 ke peal 7345 <12 A (5 sina o
T @ G 35 & 2050 Jasiul s (%30.8) A @ G 38 &, 23510 Jlaiul s «(%30.8) A « G 35 4
(%15.4)

(KRAS il KRAS 0o sle 5 5in il de ganall 8 1aa Lai yo S 28U J s Jlaa) of (A Liadd doa sill 5
Cpall 138 A il e (a3 Y il de ganall 4 j3a (KRAS *) 2 da i) (e 135512 CoiDl (5 gian o )
ginly Ul KRAS * e sanall & 5003 LS (0,03 = p £2853.73 die a5 / 5,518 518 4663.84) (KRAS-)
37.15 Jiia 45.71) (SFA) dasiiall saall 5 «(p=0.01 ¢ps/ o> 95.71 Jie 116.11) s (Jaa) (ga e
05 (p = 0.01 o/ o 35.45 Qe 43.82) (MUFA) Lala¥l il 5o sl ¢(p = 0.18 fps/ pa
Osa sy KRAS- 4 saaally & ia (p =0.01 ‘a5 / ax 16.16 Jiia 19.77) (PUFA) 323l dasiiall ye
Agilian) AV ld A sl (35 ) ppes S 388 ((SFA) Axsdiall

/ a2 16.9 <) PUFA &dgind glis jly dasi jall KRAS <l jihal ddle llie 3 a5 ol puiiall danie Jilail) gl
g5l sl Jans gia Y 130l SFA s MUFA J dasills g (S5 ¢ (CI = 1.01-4.59795 <OR = 2.15) (p.52
/ 02 16.9 <) PUFA &g gl ) G o) Jali )} 2 s g Lo sl 288 (age gl Jilie (i dBginl) g spall
.(OR=2,15, 95% 1C=1,01-4,59) KRAS < k5 (a5

e Al aleaW e Wy e pall @bl gl Y Alaisall BV e ol 3550 J5Y Jand) 138 S
o8 i adiisall 5 (gl gl oy Sigan (B )51 Led (A KRAS < il &igas 8 (PUFA 202l dap il
Jsail) ddae ol A jaal) JSYI ile 53 n a3 o 3853 Al g llial il sl b aSlilly il
e Jalse e Camall e Sl S Allall ) aes Jal (e e Sl s LSl oy (S35 ¢ 52l

A salia (5 A

i (KRAS ‘EJQL ‘r"‘:‘i“"" (A ﬁuLL)a.u : Cm\ Clalsl)

Vil

Mis en forme : Police :Gras, Police de script complexe
:Gras




Abstract

The incidence and mortality associated with colorectal cancer (CRC) shows a marked increase
in developing countries. Nutrition is a well-established risk factor for CRC and can lead via
prolonged genetic and epigenetic alterations to the proliferation of colonic and rectal cells into
malignant tumors. Among the key genes involved in this carcinogenic process, the KRAS gene
was intensively studied for the following reasons: (1) its high frequency (42%) in colorectal
tumors; (2) its early intervention in the carcinogenic process; (3) its role as a predictive
biomarker and possible prognosis in CRC patients.

Morocco is among the developing countries which are in epidemiological and nutritional
transition characterized by a gradual change towards a more westernized way of life, and a
marked increase in the incidence and mortality linked to cancers, including CRC.

The objective of this thesis is to study the association between nutritional factors and the risk
of the occurrence of KRAS activating mutations. Such an association has never been studied
before in the Moroccan context.

The present work took place in 2 stages: the first stage was devoted to carrying out a systematic
review on the possible association between different nutritional factors and KRAS mutations in
the case of CRC; and the second stage concerned the search for the association between dietary
fat intake and KRAS mutations in a series of cases of CRC nested in a large case-control study
entitled "Behavioral, nutritional and genetic risk factors for colorectal cancers in Morocco ™
whose protocol has already been published.

This multicenter study was carried out at 4 main Moroccan oncology centers: Rabat,
Casablanca, Fez and Oujda. Sociodemographic and nutritional data were collected at the time
of inclusion of cases in the initial case-control study. Their genetic data were explored in the
framework of this thesis from the pathological tissues used for diagnostic confirmation and
stored in the pathology departments of the centers participating in the initial study. Molecular
data was determined after extraction, amplification and sequencing of tumor DNA from
paraffin-embedded tissues. Logistic regression models (crude and adjusted) were used on the
basis of the median intake of the different lipid variables PUFA (Polyunsaturated Fatty Acids),
MUFA (Monounsaturated Fatty Acids), SFA (Saturated Fatty Acids) (low consumers versus
high consumers) to estimate the risks of KRAS mutations and diatery fat intake, taking into
account potential confounding factors: age, gender and energy intake.

The main results of the systematic review which included 28 studies were:

- Most of the studies identified are of the case series type nested in cohort studies or in large-
scale case-control studies.

- Nutritional factors studied included foods such as: meat, fruits, vegetables, fiber, dairy
products, coffee, tea, acrylamide foods, alcoholic beverages and organochlorines, as well than
many nutrients, including vitamins (A, B1, B2, B6, B9, B12, D, E), calcium, animal proteins,
heme iron and fats (with the subgroups: PUFA, MUFA and SFA).
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- Results regarding these nutritional factors were often mixed, especially for fat, where some
studies suspected PUFASs to be a risk factor for the occurrence of KRAS mutations, while others
denied this fact.

In the case series study, 151 CRC patients were included. The mean age was 53.66 + 13.99
years. More than half were women (55%), and most were married (75.5%) and illiterate
(62.3%). The majority of them were active (73.8%) and have never smoked (84.8%). Three
quarters lived in urban areas (72.2%) and belonged to a disadvantaged socio-demographic class
(82.1%). The prevalence of obesity or overweight was 59.3%. The frequency of KRAS
mutations was 34.4% (52/151) in these patients, of which 65.4% had a single mutation at codon
12, and 34.6% a single mutation at codon 13. The most frequent mutations were: 35G> A
(30.8%), 38G> A (30.8%) and 35G> T (15.4%).

The total energy intake was very high in the group with the KRAS gene mutated at codons 12
and 13 (KRAS*) compared to the group without mutations of this gene (KRAS") (4663.84 versus
2853.73 Kcal / day; p = 0.03). The KRAS* group also had higher intakes, in total fat (116.11
against 95.71 g / day; p = 0.01), in saturated fat (SFA) (45.71 against 37.15 g / day; p = 0.18),
in monounsaturated fats (MUFA) (43.82 against 35.45 g/ day; p = 0.01) and in polyunsaturated
fats (PUFA) (19.77 against 16.16 g/ day; p = 0.01) compared to the KRAS™ group.

With the exception of saturated fat (SFA), all observed differences were statistically significant.

Multivariate analysis showed a high risk of KRAS mutations associated with high consumption
of PUFA (> 16.9 g/ day) (OR = 2.15, 95% CI = 1.01-4.59), but not for MUFA and SFA.

This work focused for the first time in Morocco on the possible implication of a high
consumption of fats, in particular PUFAs, in the occurrence of CRC. These results would
certainly contribute to the development of prevention strategies focused on improving the
quality of Moroccan eating habits in the midst of the nutritional transition process, but need to
be supplemented by longitudinal and / or experimental studies in order to further support the
present results and to look for other suspicious nutritional factors.

Mots clés : Cancer, colon, rectum, mutation, KRAS , nutrition.
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Introduction générale

Les nutritionnistes savent depuis longtemps que « vous étes ce que vous mangez » n'est pas
seulement une expression. Des études récentes suggerent que la composition de nos assiettes
nous affecte profondément et affecte parfois méme nos enfants et petits-enfants (1). Le cancer
colorectal (CCR) figure parmi les maladies dont I’étiologie est étroitement liée a nos habitudes
alimentaires et & notre mode de vie. Son incidence ne cesse d’augmenter dans les pays en
développement a cause de la modernisation accompagnée d’une transition alimentaire vers un
régime riche en sucres et en lipides (2).

Au Maroc, un pays méditerranéen censé avoir une alimentation « saine », un changement
majeur dans le régime alimentaire a été observé. 1l s’est manifesté par une forte augmentation
de la consommation d'aliments riches en graisses avec un apport quotidien qui est passé de 42g
a 59 g par habitant entre 1968 et \1999] (2). Selon I'Enquéte Nationale sur la Consommation et
les Dépenses des Ménages, la consommation en quantité de matieres grasses a augmenté entre
2001 et 2014 suite a la consommation d'huiles qui a augmenté en moyenne de 5,4 L (22,4 L
contre 17, 02 L par personne et par an) (3). Or, certaines études épidémiologiques montrent que
les lipides totaux ainsi que leurs sous-groupes (acides gras saturés, mono-insaturé et poly-
insaturés) sont positivement associés au risque de CCR (4).

Les composants alimentaires d'un repas humain, aussi ordinaires qu’ils soient, peuvent contenir
divers composés endommageant I'ADN. Les dommages causés par ces aliments favorisent le
cancer s'ils sont induits d’une intensité appropriée et en ciblant des genes clés impliqués dans
la prolifération cellulaire et/ou dans la suppression des tumeurs (1). Ainsi, les cellules rectales
et coliques qui sont exposées directement et chroniquement & des agents nocifs et mutagenes
issus de la peroxydation des lipides, voient s’effondrer leurs mécanismes de défense, perdent le
contrble, et deviennent tumorales.

Le CCR, ou plutdt les CCRs, sont en réalité trés hétérogenes, du fait qu’ils peuvent résulter de
différents mécanismes faisant intervenir des altérations génétiques et/ou épigénétiques
multiples. A cet égard, la présence de certaines mutations fréquentes sur le géne KRAS peut
impacter ’initiation et la progression du CCR, voire méme conférer aux patients CCR une
résistance a certains traitements anti-cancéreux (5).

Alors que les études épidémiologiques classiques cherchent a établir un lien entre les facteurs
de risque alimentaires et les CCRs sans tenir compte de leurs marqueurs moléculaires
spécifiques, les études pathologiques de leur coté, explorent les caractéristiques moléculaires
des tumeurs afin de prédire le pronostic et la réponse au traitement sans les associer pour autant

aux facteurs de risques nutritionnels probables (6).

Commenté [KE2]: je crois qu'il y a une référence plus récent.
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L’objectif de cette étude est d’allier ces deux domaines d’investigations pour explorer
’association possibles entre I’apport alimentaire et certaines mutations KRAS dans le cadre du
cancer colorectal. Une telle recherche s’inscrit dans le domaine de 1’épidémiologie moléculaire
pathologique qui est un champ de recherche émergeant et couteux en termes de temps et de
financement (6). Il présente 1’avantage d’améliorer notre compréhension du mode d’action des
aliments sur les génes impliqués dans le processus carcinogene. Une telle contribution serait
d’une grande aide pour ’instauration des stratégies de prévention et de traitement efficaces.
Les données nationales sur la consommation des graisses alimentaires ainsi que les données
moléculaires concernant le géne KRAS sont tres rares et émanent souvent d’un contexte local.
De plus, I’association entre I’apport quotidien en lipides et les mutations KRAS n’a jamais était
décrite a ce jour en Afrique, et seules quelques études mondiales, ont pu explorer une telle
hypothése (7). Ainsi, I’objectif principal de la présente these est, d’explorer I’association
possible entre la consommation des graisses en considérant leurs principaux sous-groupes
(PUFA, MUFA et SFA) et les mutations activatrices KRAS dans le cadre du cancer colorectal
au Maroc.



Chapitre 1 - Revue de la littérature



I- Cancérogenése colorectale
1- Structure et fonction du gros intestin
1-1 Anatomie du gros intestin

Avec un diamétre de 6,5 cm et une longueur de 1,5 m, le gros intestin est le dernier segment du
tube digestif constitué de 3 parties : le ceecum, le c6lon (ascendant, transverse, descendant et

sigmoide) et le rectum qui débouche sur le canal anal (8) (Figure 1).

Figure 1 Anatomie du gros intestin.

Source : Rizzo DC. Fundamentals of Anatomy and Physiology. 4th edition. Boston, MA: Cengage
Learning; 2015. 576 p. Adaptée

1-2 Histologie du gros intestin

A Tinstar de ’ensemble du tube digestif, le gros intestin est formé de 4 enveloppes : une
mugqueuse, une sous-mugqueuse, une musculeuse et une séreuse (9) (Figure 2).

La muqueuse colique est composée d’un épithélium glandulaire reposant sur une lame basale
qui surmonte un tissu conjonctif appelé chorion, lequel est sus-jacent par rapport a une fine
couche musculaire (la musculaire muqueuse). L’épithélium forme des glandes tubuleuses
droites serrées, appelées cryptes de Lieberkiihn qui hébergent différents types

cellulaires (Figure 3) :



o Cellules caliciformes (= cellules & mucus = cellules de gobelet) : sécrétent un mucus
essentiel a la lubrification du chyme et a la protection de la paroi intestinale.

e Entérocytes (= colonocytes ou cellules absorbantes) : interviennent dans 1’absorption
de I’eau et des sels, ainsi que certaines substances non digérées au niveau de I’intestin
gréle.

e Cellules entéroendocrines : produisent des peptides et deshormones gastro-
intestinales (la sérotonine, la substance P et la sécrétine) en réponse a divers stimuli afin
d’engendrer un effet physiologique systémique ou local.

e Cellules souches (germinales) : peu nombreuses et multipotentes, elles se retrouvent
principalement au fond des cryptes, et sont responsables du renouvellement cellulaire
en produisant des cellules filles dites, cellules de transit, capables de se diviser, et de se
différencier en différents types cellulaires. Le maintien de cette homéostasie tissulaire
requiert des mécanismes de contrdle précis et repose sur un équilibre dynamique entre
différents processus (prolifération, différenciation et apoptose) qui guident les cellules

vers leur « destin » (10).

Figure 2 Tuniques de la paroi colique.
Source : Mescher A. Junqueira’s Basic Histology: Text and Atlas, Fifteenth Edition. 15th edition.
Wroctaw: McGraw-Hill Education / Medical; 2018. 576 p. Adaptée
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Figure 3 Types cellulaires des cryptes de Lieberkihn.

La muqueuse du rectum est histologiquement similaire a celle du cdlon, avec une abondance

des cellules a mucus.

1-3 Fonction du gros intestin

Le gros intestin est doté de 3 fonctions principales : sécrétion, absorption et motilité.

Sécrétion : les sécrétions du gros intestin sont rares, manquent d'enzymes digestives et
se composent principalement de mucus et de liquide contenant du HCO3™ et du K* (11).
Absorption : le principal processus d'absorption concerne le transport actif de Na* de
la lumiére vers le fluide extracellulaire, accompagné par I'absorption osmotique de I'eau
et du cl. Le gros intestin absorbe également une partie des produits formés par les
bactéries colonisant cette région (acides gras a chaine courte, petites quantités de
vitamines, en particulier de la vitamine K) (11).

Motilité et défécation : les contractions du muscle lisse circulaire dans le gros intestin
produisent un mouvement de segmentation (une toutes les 30 min). Il s’en suit une lente
propulsion du contenu dans le gros intestin, optimisant la fonction bactérienne. Aprés
un repas, une vague de contraction intense appelée mouvement de masse se propage
rapidement sur le colon transverse vers le rectum. La distension soudaine des parois du

rectum produite par le mouvement de masse initie le réflexe de défécation (11).




2- Aspects histologiques des CCRs

2-1 Séquence adénome > carcinome

Les cancers colorectaux sont caractérisés par le développement de tumeurs malignes au dépend
des cellules glandulaires de la muqueuse colique ou rectale (96% des cas). Ce sont des cancers
glandulaires dits, adénocarcinomes. Dans le modéle de formation du CCR « classique », la
majorité des tumeurs se développent a partir de polypes adénomateux préexistants via un
processus multiphasique impliquant une série de changements histologiques, génétiques et
épigénétiques qui s’accumulent au cours du temps.

Le polype est une tumeur bénigne qui peut évoluer progressivement vers une tumeur maligne
(~5% des polypes) en suivant la séquence dite, adénome -> carcinome (Figure 4 et 5).

- D’abord, une partie de 1’épithélium devient hyperplasique : le nombre de cellules augmente
sans modification de 1’architecture globale de la crypte et sans altération de la morphologie
cellulaire.

- Puis, I’épithélium glandulaire devient dysplasique : les cellules acquiérent une activité
mitotique accrue et des modifications cytologiques importantes touchant surtout la forme et la
taille des noyaux.

- L’épithélium continue sa multiplication pour aboutir a la formation d’une masse tumorale
bénigne qui n’infiltre pas la limite de la lame basale séparant 1’épithélium du chorion. Cette
masse cellulaire est appelée adénome (= polype ou polype adénomateux).

- La tumeur peut traverser la membrane basale pour envahir les tissus avoisinants, ’adénome

s’est transformé alors en adénocarcinome (12).

Figure 4 Evolution d’un polype en tumeur maligne.

Source : Kuipers EJ, Grady WM, Lieberman D, Seufferlein T, Sung JJ, Boelens PG, et al.
COLORECTAL CANCER. Nat Rev Dis Primer. 5 nov 2015 ;1 :15065.
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Figure 5 La séquence adénome — carcinome.

Source : Kuipers EJ, Grady WM, Lieberman D, Seufferlein T, Sung JJ, Boelens PG, et al.
COLORECTAL CANCER. Nat Rev Dis Primer. 5 nov 2015;1:15065. Modifiée

- Dans les cas trés évolués, la tumeur finit par former des métastases (carcinome invasif) qui
colonisent d’autres organes : le foie, les poumons et le péritoine principalement.

La voie des tumeurs festonnées a récemment été identifiée comme une voie distincte et

alternative a celle de la séquence classique adénome-carcinome. Des données attestent que la

progression des tumeurs dans le cadre de cette voie est plus rapide que dans la séquence

habituelle adénome-carcinome.

Les facteurs pronostiques comme le degré d'envahissement tumoral transpariétal et
ganglionnaire et la présence ou non de métastases ont été intégrés dans des
classifications du CCR, dont la classification TNM qui représente le systeme de stadification le

plus fréquemment employé pour décrire 1’étendue du cancer.

2-2 La classification TNM et la stadification des CCRs

La classification TNM est un systéme international de classement des cancers selon leur
extension anatomique. Plusieurs révisions ont été publiées, la derniére étant la huitieme édition
de I’Union Internationale Contre le Cancer (UICC) adoptée en 2017 (14) (Tableau 1).

La lettre T (Tumeur) suivie d'un chiffre allant de 0 & 4 se référe a la profondeur atteinte par la
tumeur. Par exemple, les tumeurs classifiées T4 sont les plus grosses et sont étendues aux tissus
adjacents.

La lettre N (ganglion ou Node en anglais) suivie d'un chiffre allant de 0 & 3 indique si le cancer
s'est étendu aux ganglions lymphatiques situés prés du colon.

La lettre M (Métastase) suivie d'un 0 ou d'un 1 indique si le cancer s'est étendu ou non a des
organes distants (s'il a métastasé par exemple dans les poumons ou dans les 0s) ou aux ganglions

lymphatiques qui ne sont pas pres du cdlon.
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Tableau 1 Classification TNM adoptée en 2017 par P'UICC (14)

TUMEUR =T GANGLIONS = N (Node) METASTASES =M
NO : pas de métastase ganglionnaire
TO :tumeur non démontrable régionale. MO : pas de métastases a
cliniquement N1: 1 & 3 ganglions lymphatiques distance.

Tis : carcinome intra-épithélial ou

régionaux.

M1la : métastase localisée

intra-muqueux (cancer in situ). N1a: 1 ganglion régional. a un seul organe (foie,
T1 :envahissant la sous- Nib : 2-3 ganglions régionaux. poumon, ovaire,
muqueuse. Nic : dépdts tumoraux « satellites » ganglion(s)
T2 : envahissant la musculeuse. dans la sous-séreuse, ou dans le tissu lymphatique(s), autre que
T3 : envahissant la sous-séreuse. péri-colique  ou  péri-rectal non régional.
T4 : pénétrant le péritoine viscéral péritonisé, en l'absence de ganglion M1b: métastases dans
et/ou envahissant au moins une métastatique. plusieurs  organes ou
structure/organe de voisinage. N2: 2 4 ganglions lymphatiques Péritonéales.
T4a : pénétration du péritoine régionaux.
visceéral. N2a: 4-6 ganglions lymphatiques
T4b : envahissement  d’une régionaux.
structure de voisinage. N2b: = 7 ganglions lymphatiques

régionaux.

Les caractéristiques TNM attribuées au cancer, peuvent étre regroupées en 5 stades. Chaque
stade est désigné par un chiffre romain allant de 1 & IV, le stade O correspond aux cancers in situ
(Figure 6). Le systéme de stadification TNM dont I’estimation pronostique est meilleure se
base sur ’examen microscopique de la piéce opératoire ou de la biopsie, il est dit pTNM
(Tableau 2).

Tableau 2 Stadification du cancer colorectal selon la classification TNM, 2017 (15)

Stade Tumeur pT Ganglions N Métastases M
0 pTis
| pT1-2
A pT3 NO
11B T4a
Ic F};)T4b MO
A pT1-T2 et pT1 N1/Nic - N2a
1B pT3-T4a, pT2-T3, pT1-T2 N1/N1c - N2a -N2b
nc pT4a; p T3-T4a; pT4b N2a - N2b - N1 -N2
IVA Mla
VB Tout T Tout N M1b
IvVC Mlc

Le processus carcinogene est multiphasique et prend habituellement 10 a 15 ans pour se mettre
en place, mais dans certains contextes, il peut progresser rapidement (notamment chez les
patients atteints du syndrome de Lynch) (13).

L’« homogénéité » histologique de la séquence adénome > carcinome, cache une diversité
génétique étonnante qui rend le comportement et le devenir des polypes trés complexe, et
explique pourquoi certains adénomes (10%) évoluent vers un CCR alors que la majorité (90%)
échoue (13).
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Figure 6 Stades du cancer colorectal suivant le degré d’invasion de la paroi intestinale.

Source: Wheatley J, University M. Biomarker discovery offers clearer prognosis for bowel and rectal
cancer patients. Modifiée

3- Aspects moléculaires : altérations génétiques
caractéristiques des CCRs

Les adénocarcinomes colorectaux résultent de I’accumulation séquentielle d’altérations
génétiques et épigénétiques pouvant toucher tous les types cellulaires qui composent
I’épithélium glandulaire de la muqueuse. Cependant, le paradigme dominant veut qu’une
cellule souche résidant a la base des cryptes, soit le sujet de ces modifications et par conséquent
le point de départ et le moteur déclencheur de Iinitiation et du maintien de la tumeur (16). Ces
altérations se manifestent généralement par une instabilité génomique et épigénomique, ainsi
que par I’accumulation de mutations ponctuelles qui aboutissent a ’activation des oncogenes
et I’inactivation des génes suppresseurs de tumeurs, apportant de ce fait aux cellules affectées
un avantage de prolifération et de survie supérieur aux cellules normales, voire méme un

potentiel d’immortalité (17).
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3-1 L’instabilité génomique et épigénomique

Cette instabilité fait intervenir trois voies majeures pouvant rarement coexister dans une méme
tumeur, & savoir : I’instabilité chromosomique (CIN), I'instabilité microsatellitaire (MSI) et le

phénotype hyperméthylé des flots CpG.
3-1-1 L’instabilité chromosomique (CIN)

C’est la forme la plus courante d'instabilité génomique que l'on retrouve dans 85 % des
CCR(18). Elle est marquée par des aberrations chromosomiques touchant le nombre ou la
structure des chromosomes, accompagnée d’une fréquente perte d’hétérozygotie (Loss of
Heterozygosity ou LOH). Les pertes alléliques affectant les chromosomes 2, 5, 8, 17, 18 et 22
sont associées a des mutations fréquentes au niveau des genes suppresseurs de tumeurs et des
oncogenes (TP53, APC, KRAS, BRAF, DCC, etc.) (Tableau 3).

3-1-2 L’instabilité microsatellitaire (MSI)

Ce type d’instabilité concerne 15% des CCR (12% sont associés aux CCRs sporadiques et 3%
concernent le syndrome de Lynch). Il résulte de I’inactivation fonctionnelle du systéme de
réparation des erreurs produites au cours de la réplication de I’ADN (systéme MMR, mismatch
repair), ce qui se traduit par un nombre important de mutations (insertions/délétions mono ou
dinucléotidiques) touchant les séquences des microsatellites (petites séquences d’ADN

dispersées dans 3% du génome impliquant la répétition continue de 1 & 6 nucléotides) (19).

L’inactivation du systtme MMR conduit a un phénotype mutateur caractérisé par des mutations
des génes hMSH2, hMHL1, hMSH6, PMS1, PMS2. Le tableau 3 résume les principales
différences entre les voies CIN et MSI.

Tableau 3 Caractéristiques de la carcinogenese CIN et MSI.

CIN+ MSI+
Aneuploidie Polyploidie
Pertes alléliques 18q,17p,5q 8p, 22q Absence de perte allélique
Mutation fréquente de TP53 et APC Mutation rare de TP53 et APC
Systeme de réparation des mésappariements  Systéme de réparation des mésappariements
fonctionnels déficients. Altération des génes hMSH2,
hMLH1, hMSH6, hMSH3
Mutation fréquente de KRAS et PIK3CA Mutation fréquente de BRAF et PIK3CA
Codlon distal Cdlon proximal
Instabilité chromosomique Instabilité microsatellitaire
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3-1-3 Le phénotype hyperméthylé des ilots CpG (CIMP)

Le phénotype de méthylation des flots CpG (CIMP) fait référence a I'nyperméthylation
généralisée des Tlots CpG a plusieurs loci entrainant leur inactivation transcriptionnelle. C’est
le cas des genes: CDKN2A, BRAF par exemple (20). Cette altération épigénétique peut

conduire au phénotype MSI si la méthylation affecte le promoteur du géne mih1.

3-2 Les mutations ponctuelles

L’étude moléculaire des tumeurs coliques, montre que les mutations ponctuelles forment un
panel d’environ 80 mutations. L’ensemble de ces mutations crée un paysage de genes tres
souvent mutés « montagnes » et un trés grand nombre de génes plus rarement mutés
«collines»(21). Certaines mutations sont donc communes a la majorité des CCRs bien que
chaque tumeur porte une mosaique presque unique d’altérations génétiques. Autrement dit, on
peut classer ces mutations, en mutations « conductrices » qui offrent a la cellule touchée un
avantage sélectif de croissance, et des mutations « passagéres » dont I’effet est négligeable (22)
(Figure 7).

-

Figure 7 Profil mutationnel génomique du cancer colorectal.

Source : Vogelstein B, Papadopoulos N, Velculescu VE, Zhou S, Diaz LA, Kinzler KW. Cancer
genome landscapes. Science. 29 mars 2013 ;339(6127) :1546-58.

Généralement ce sont des génes dit proto-oncogénes et des génes suppresseurs de tumeurs qui
sont touchés par ces mutations conductrices. Les oncogenes commandent la synthése
d'oncoprotéines stimulant la division cellulaire ou inhibant la mort cellulaire programmée
(apoptose), ce qui déclenche une prolifération désordonnée des cellules. Dans ce modele, les

mutations KRAS figurent parmi les mutations conductrices les plus importantes du CCR.
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Les génes suppresseurs des tumeurs appelés aussi anti-oncogénes ont pour fonction d'empécher
I'emballement de la division cellulaire. 1ls ont tendance a ralentir la prolifération cellulaire en
déclenchant la mort programmée des cellules, ou en ralentissant leur cycle cellulaire.

L'acquisition d'altérations génétiques et épigénétiques est généralement séquentielle. Elle
aboutit a ’activation des oncogénes et 1’inactivation des génes suppresseurs des tumeurs, et
prend des années voire des décennies pour s’installer et échapper aux multiples mécanismes de

défense cellulaire (Figure 8).

Figure 8 Séguence adénome — carcinome de point de vue moléculaire.

Source: Nguyen HT, Duong H-Q. The molecular characteristics of colorectal cancer: Implications for
diagnosis and therapy (Review). Oncol Lett. 1 juill 2018;16(1):9-18. Adaptée

On constate que dans cette séquence : adénome—> carcinome, les mutations KRAS interviennent
précocement dans le processus carcinogéne, notamment dans la phase d’initiation et de
promotion du CCR.

Les mutations ponctuelles ne peuvent agir seules, elles s’engagent dans différentes voies de
signalisation cellulaire qui se chevauchent souvent, et qui régulent généralement des processus
cellulaires diverses associées intimement a la transformation des cellules normales en cellules
cancéreuses, tels que, survie, multiplication, apoptose, adhésion, différenciation,
angiogenese(24). Les voies les plus étudiées sont la voie Rass/EGFR/MAPK ; la voie Notch ; la
voie PI3K ; la voie TGF-B ; et la voie Wnt (Tableau 4).
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Tableau 4 Principaux genes et voies de signalisation impliqués dans le CCR. (25,26)

Génes

Voies de signalisation

Fonction cellulaires principales associées

Oncogénes

KRAS

HRAS

BRAF

RAS

Prolifération, survie, différentiation, apoptose

1gf2

Pik3ca

PI3K

Prolifération, apoptose, angiogenése

Ccnel
Adk8
Cmyc

Ctnnbl

Whnt

Prolifération, motilité cellulaire

Egfr
Erbb2
Kit

Pdgfr

PI3K ; RAS

Prolifération, survie, différentiation, apoptose,
angiogenése.

Geénes
suppresseurs
de tumeurs

Apc
Fbxw7
TCF3

TCF4

Whnt

Prolifération, motilité cellulaire

Vhi

RAS ; PI3K

Prolifération, survie, différentiation, apoptose,
angiogenése.

Smad2

Smad3

Smad4

Tgfbr2

TGF-p

Survie, invasion, différentiation, apoptose.

Egfr
Erbb2
Kit

Pdgfr

PI3K'; RAS

Prolifération, survie, différentiation, apoptose,

angiogenese.

mihl
Tp53

msh2

Controle des dommages a I’ADN
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3-3 Classification moléculaire des CCRs

Diverses classifications ont été proposees en vue de se rendre compte de 1’hétérogénéité des
CCRs, tout en incluant les marqueurs pronostiques et prédictifs utiles pour une bonne prise en
charge des patients CCR.

La classification moléculaire dite CMS (Consensus Molecular Systéme) vise & regrouper sous
une méme étiquette les profils moléculaires similaires. Ainsi, les chercheurs ont adopté cing
groupes dont quatre sont parfaitement individualisés et un groupe dit inclassable (27) (Tableau
5).

Tableau 5 Classification moléculaire CMS des cancers colorectaux (27)

Groupe

” Quelques caractéristiques Survie
(prévalence)
MSI, hypermuté, BRAF muté, activation Meilleure SSR, SG
CMS1 (13 %) immunitaire, Prédominance féminine, age élevé, intermédiaire, mauvaise
cblon droit. SAR

MSS, CIN, TP53 muté, c6lon gauche, EGFR SSR intermédiaire

[0)
CMS2 (35 %) surexprimé/amplifié, activation voie Wnt/MYC  Meilleures SG et SAR

Epithélial, MSI/CIN, KRAS muté, MYC
CMS3 (11 %) amplifié,
IGFBP2 surexprimé

SSR, SG et SAR
intermédiaires

Jeune age, stades II/1V, GHIN/MST, TGFB/VEGF
CMS4 (20 %)  activés,
NOTCH3 surexprimé

Mauvaises SSR et SG
SAR intermédiaire

SSR, SG et SAR
intermédiaires

Inclassable

(21%) Groupe hétérogéne

SAR : Survie avec récidive, SSR : Survie sans récidive, SG : Survie Globale.

4- L’importance de la voie de signalisation RAS

La protéine RAS contrble une grande variété de processus cellulaires, y compris la prolifération,
la différenciation, I'apoptose et les réponses au stress (28). Cette protéine opere dans deux voies

de signalisation cellulaires a savoir, la voie MAPK et la voie PI3K.

4-1 Les génes RAS

Les génes RAS ont été identifiés initialement comme des genes viraux transduits a partir du
génome de rongeurs, et responsables des propriétés hautement oncogenes des virus tumoraux.
Alimentés par la fréquence élevée des mutations RAS dans un large éventail de cancers humains
les plus mortels (cancer du poumon, du cblon et du pancréas), les chercheurs ont mené une

18

Commenté [KE3]: Avant |'abréviation, tu mets le terme au
complet




recherche intensive en vue de développer un traitement « anti- Ras ». Hélas, cet objectif reste

jusqu’a ce jour insaisissable.
4-1-1 Découverte

L'identification du gene RAS a émergé au cours de I'étude approfondie des rétrovirus isolés de
souris, de rats, de chats, de singes, de poulets et de dindes. Ces virus oncogenes provoquent la
formation rapide de sarcomes chez les animaux infectés et transforment puissamment les
cellules en culture. Les découvertes du virus du sarcome murin Harvey potentiellement
oncogene en 1964, et du virus du sarcome murin Kirsten en 1967, ont fourni les premiers
apercus d'éléments génétiques oncogénes qui seulement plusieurs années plus tard ont été
établis comme comprenant respectivement les oncogéenes humains HRAS et KRAS. Plus tard,
leur capacité a provoquer des sarcomes de rat est devenue la base de leurs noms actuels, et les
noms de leurs découvreurs sont devenus la base pour les distinguer les uns des autres : les génes
ras viraux de Harvey et Kirsten, ou HRAS et KRAS (29). Par la suite le géne NRAS a été isolé a

partir d'une lignée cellulaire de neuroblastome humain.
4-1-2 Pouvoir oncogene des génes RAS

Il a été démontré que les trois génes RAS subissent une activation mutationnelle dans environ
25 % de tous les cancers. Néanmoins, la fréquence des mutations faux-sens RAS n'est pas
homogene entre les types de cancer. En effet, les mutations KRAS constituant 85 % de toutes
les mutations RAS dans le cancer, suivi par NRAS (12 %) et, de facon irréguliére, HRAS (3 %)
(30) (Figure 9).

Le géene KRAS s’avére donc le plus oncogénique des trois freres de la famille RAS. I
est impliqué, lorsqu’il est muté, dans 41% des cancers colorectaux (31).

Il est & noter aussi que ces mutations sont hétérogenes et leur fréquence varie considérablement
selon I'emplacement de la tumeur. Les mutations étant plus fréquentes dans les cancers du colon

droit que dans les tumeurs du colon gauche (31).
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Figure 9 Fréguences des mutations RAS faux sens dans différents types de cancers.
Source: An Overview of RAS Oncoproteins [Internet]. News-Medical.net. 2019
Disponible sur: https://www.news-medical.net/whitepaper/20190917/An-Overview-of-RAS-
Oncoproteins.aspx Modifié

4-1-3 Structure du géne KRAS

Le gene KRAS connu aussi sous les noms, Ki-Ras, c-K-ras et c-Ki-ras, existe en deux copies
dans le génome humain, appelées KRAS1 et KRAS2 localisées respectivement sur les
chromosomes 6 et 12. Le géne KRAS1 étant un pseudogene dérivé du gene KRAS2. Ce dernier
est situé sur la région 12p12.1 et mesure 45 683 paires de bases (de 25205246 a 25250929 pb)

(KRAS (Kirsten rat sarcoma 2 viral oncogene homolog).
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Figure 10 Position du géne KRAS sur le chromosome 12.
Source: KRAS Gene - KRAS Proto-Oncogene, GTPase. 2019
Disponible sur : https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=KRAS

Le séquencage a montré que le géne KRAS posséde six exons dont les exons 2, 3 et 4 sont
codants et invariants (Figure 11). L'épissage alternatif de l'exon 4 produit deux formes

d’ARNmM, appelées 4A et 4B. L'exon 5 peut étre exclus lors de I'épissage alternatif, donnant
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naissance aux isoformes KRAS-4A et KRAS-4B. Le 6éme exon code pour la région C-terminale
dans KRASB et n'est pas traduit (la région 3'non traduite, 3'UTR) dans KRASA. L’isoforme
KRASB est la variante d'épissage prédominante présente avec un pourcentage de 98%. La
protéine KRAS désigne donc brievement KRAS-4B (Figure 12) (33).

Figure 11 Organisation du gene KRAS et de ses transcrits (isoformes A et B).

Source : Carta C, Pantaleoni F, Bocchinfuso G, Stella L, Vasta I, Sarkozy A, et al. Germline Missense
Mutations Affecting KRAS Isoform B Are Associated with a Severe Noonan Syndrome Phenotype.
Am J Hum Genet. juill 2006;79(1):129-35. Adaptée

Figure 12 Epissage alternatif et production de la protéine KRAS-4B.
Source: Center for Biomedical Discovery - Active Grants — Cancer and Cell Aging Platform. Mayo
Clinic. Disponible sur : https://www.mayo.edu/research/centers-programs/center-biomedical-
discovery/platforms/cancer-cell-aging/grants

21


https://www.mayo.edu/research/centers-programs/center-biomedical-discovery/platforms/cancer-cell-aging/grants
https://www.mayo.edu/research/centers-programs/center-biomedical-discovery/platforms/cancer-cell-aging/grants

4-2 Les protéines RAS

4-2-1 Structure et fonction des protéines RAS

Scolnick et ses collégues ont réalisé une vaste série d'études pionnieres qui ont mis la lumiére
sur quelques propriétés des protéines RAS, a savoir : Protéines monomériques de 21 kDa ;
capables de se lier au GDP et au GTP ; associées a la membrane plasmique ; capables de
transformer les cellules si elles sont surexprimées ; la clé de leur pouvoir transformant est leur

liaison préférentielle au GTP (Figure 13).

Figure 13 Activité GTPasique de la protéine RAS
Source: Schéneborn H, Raudzus F, Coppey M, Neumann S, Heumann R. Perspectives of RAS and

RHEB GTPase signaling pathways in regenerating brain neurons. Int J Mol Sci. 14 déc 2018;19:4052.
Modifié

Le géne KRAS code pour deux protéines composées de 188 a 189 qui partagent une identité
globale de 82 & 90 % de la séquence globale. Les résidus 1 & 164 comprennent le domaine G
qui contient six motifs de séquences conservées partagées entre les protéines de la superfamille
RAS du fait de leur fonction régulatrice leur permettant entre autres la liaison de la base guanine
du GDP et du GTP.

Les résidus dans Switch | (aa 30 & 38) et 11 (aa 60 a76) changent de conformation au cours du
cycle GDP/GTP. Le domaine central effecteur E (aa 32 & 40) et les séquences flanquantes sont

impliqués dans la spécificité de liaison effectrice (Figure 14).
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Figure 14 Structure des protéines RAS.
Source: Cox AD, Der CJ. Ras history. Small GTPases. 2010;1(1):2-27. Modifiée

4-2-2 Les mutations activatrices KRAS

Trois points chauds de mutation sont particulierement caractérisés par une haute fréquence
mutationnelle, & savoir : les codons 12, 13 et 61 (G12, G13 et Q61). A cet égard, le géne KRAS
difféere de NRAS et HRAS, car c'est la seule isoforme RAS ou les mutations en position 12 sont
prédominantes (35) (Figure 15 et 16).

Figure 15 Distribution des fréquences KRAS au niveau des trois points chauds (codons
12, 13 et 61) dans certains types de cancer. (adapté)

Source : Cook JH, Melloni GEM, Gulhan DC, Park PJ, Haigis KM. The origins and genetic
interactions of KRAS mutations are allele- and tissue-specific. Nat Commun. 22 mars
2021;12(1):1808.

Les protéines RAS mutées sont constitutivement actives (conformation RAS-GTP),
contrairement aux protéines RAS de type sauvage qui sont désactivées apres une courte période

(Figure 16 et 17). Cette hyperactivité interfere avec différents effecteurs intracellulaires pour
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conduire a une croissance, une prolifération et une différenciation cellulaires anormales. La
principale voie de signalisation sollicitant les protéines RAS fait intervenir le récepteur des
facteurs de croissance dit EGFR (37).

Figure 16 Séquence de la protéine KRAS4B avec I’emplacement des mutations les plus
fréquentes.
Source: Cox AD, Der CJ. Ras history. Small GTPases. 2010;1(1):2-27.

Figure 17 Spectre mutationnel KRAS pour un total de 15.594 mutations.
Source : Cox AD, Der CJ. Ras history. Small GTPases. 2010;1(1):2-27. Modifiée
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4-3 La voie de signalisation RAS/MAPK

4-3-1 Activation normale

La voie RAS/MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase) est activée principalement par le biais
du récepteur membranaire EGFR, lui-méme stimulé par un facteur de croissance, une hormone
ou une cytokine entrainant son autophosphorylation par son activité enzymatique dite « activité
tyrosine-kinase ». Il en suit une cascade de phosphorylations de nombreuses protéines finissant
par I’activation des facteurs de transcription agissant positivement sur la transcription de génes
impliqués dans la prolifération cellulaire. L’activation normale de cette voie se déroule selon

les étapes suivantes (Figure 18) :

Figure 18 La voie de signalisation RAS/MAPK.
Source: Frémin C, Meloche S. Fremin C, Meloche SFrom basic research to clinical development of

MEKZ1/2 inhibitors for cancer therapy. J Hematol Oncol 3: 8. J Hematol OncolJ Hematol Oncol. 1 févr
2010;3:8.

Ll Activation du récepteur EGFR ou HER1 (Human EGF Receptor) : L’EGFR est une

glycoprotéine transmembranaire appartenant a la famille HER. Il est composé d’un domaine

extracellulaire assurant la fixation du ligand, d’un domaine transmembranaire et d’'un domaine effecteur

tyrosine-kinase intracellulaire. Les ligands de 'EGFR sont principalement des facteurs de croissance,

que sont I’EGF et le TGFa (Transforming Growth Factor).

25



La fixation du ligand sur le récepteur entraine, sa dimérisation puis son activation par
phosphorylation au niveau des résidus tyrosine spécifiques situés sur son domaine
intracellulaire.

= Recrutement des protéines (SH2) : Les résidus phosphorylés de ’EGFR servent de site
de fixation pour certaines protéines contenant un domaine Src homology-2 (SH2), il s’agit du

complexe Grb2/hSos qui active a son tour la protéine RAS.

= Activation de la protéine RAS : La protéine Ras est une protéine G monomérique qui
cycle entre un état inactif lié au GDP et un état actif lié au GTP. Le complexe Grb2/hSos est un
facteur d’échange du GDP pour la protéine RAS qui favorise I’échange du GDP par le GTP.
Ainsi activée, la protéine RAS interagit avec la kinase RAF (BRAF, CRAF) qui active via une

cascade de phosphorylations des effecteurs différents.

. Effets cellulaires : L’activation de la protéine RAF conduit a la phosphorylation des
protéines MEK puis ERK, puis des protéines cytosoliques comme la S6 kinase ou des facteurs

de transcription nucléaires tels que ELK, ETS, Jun, fos, a I’origine des effets cellulaires.

4-3-2 Activation anormale dans le cas du cancer colorectal

L’activation incontr6lée de cette voie peut survenir suite a différents mécanismes que sont :
= La surexpression du récepteur : liée a une augmentation du nombre de récepteurs a la
surface de la cellule. Ce mécanisme résulte d’une augmentation de la transcription ou d’une

stabilité accrue de la protéine ;

= Les mutations activatrices du géne de PEGFR conduisant a des anomalies

structurales au niveau du domaine extracellulaire ou intracellulaire du récepteur ;

. L’augmentation de la quantité de ligands de PEGFR, en particulier le TGFa,

responsable d’une boucle autocrine d’activation continue de I’EGFR ;
. L’amplification du géne de PEGFR.

= Les mutations activatrices responsables de la synthese des protéines RAS (KRAS,
NRAS, HRAS), RAF (BRAF, CRAF) et MEK (MEK1, MEK2) mutées.

Les protéines RAS mutées sont dotées d’une efficacité limitée d’hydrolyse du GTP, par
conséquent, elles deviennent sous une forme constitutivement active, d’ou une prolifération

intense et une capacité de survie supérieure aux cellules normales (Figure 19).
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Figure 19 Activation constitutive de la voie RAS/MAPK.

Source: Wicki A, Herrmann R, Christofori G. Kras in metastatic colorectal cancer. Swiss Med WKly.
19 nov 2010;140:w13112. Modifiée

4-3-3 Interférence des protéines KRAS avec d’autres voies de signalisation

La protéine KRAS a été identifiée pour interagir avec d'autres voies de signalisation telles que,
la voie phosphatidylinositol 3-kinase (P13K) (40) et la voie RALGDS (Ral guanine-nucleotide-

exchange factors) (41) impliquées dans la survie, la prolifération, la migration et I’angiogenése

(Figure 20).

Figure 20 Interférence de la protéine RAS avec différentes voies de signalisation
oncogene.
Source: Meng M, Zhong K, Jiang T, Liu Z, Kwan HY, Su T. The current understanding on the impact
of KRAS on colorectal cancer. Biomed Pharmacother. 1 ao(it 2021;140:111717.
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4-4 Valeur pronostique et prédictive des mutations KRAS

4-4-1 La valeur pronostique

Un biomarqueur pronostique informe de 1’évolution probable du cancer (c’est-a-dire récidive
du cancer, progression de la maladie ou déces), indépendamment du traitement recu (43).
Plusieurs études ont exploré le réle pronostique possible des mutations KRAS. Les résultats
étaient cependant divergents et dépendants des protocoles expérimentaux, des types de tumeurs
et des stades du CCR. Ce role est également controversé dans les CRC microsatellites stables
(MSS) et microsatellites instables (MSI) (44). Certaines études récentes ont cependant rapporté
une association possible entre les mutations de KRAS et la survie. Dans leur large cohorte, Yuan
et al. ont constaté que la mutation KRAS G12D est associée & une survie inférieure et constitue
un biomarqueur de mauvais pronostic chez les patients chinois (45). En paralléle, Dai et al. ont
montré que les mutations KRAS sont associées a une réduction de survie surtout en cas d’une

tumeur au colon gauche (46).

4-4-2 La valeur prédictive

Un biomarqueur est prédictif si I’effet du traitement (expérimental comparé a un témoin) est
différent pour les patients biomarqueur-positifs, par comparaison aux patients biomarqueur-
négatifs (43).

Le traitement anti-EGFR bloque les voies de signalisation conduisant a la prolifération
cellulaire et réduit les métastases. Ce traitement s’est montré efficace en augmentant la survie
des patients atteints d’un CCR de stade IV (métastatique) par rapport & un traitement standard
(47). Or, les malades porteurs du gene KRAS muté, ne répondent pas au traitement anti-EGFR
(cétuximab ou panitumumab). Manifestement, les mutations KRAS au niveau des codons 12 et
13 excluent une réponse efficace a ce traitement. Globalement, la réponse pour les tumeurs
KRAS de type muteé est de 0%, alors que pour les tumeurs KRAS de type sauvage, la réponse est
de 30-40% (48).

En conclusion, les CCRs apparaissent donc comme un groupe de maladies trés hétérogénes qui
traduisent I'accumulation progressive de mutations génétiques conduisant a une augmentation
de la prolifération cellulaire et favorisant I'évolution des Iésions bénignes vers des Iésions

malignes. Les mutations ponctuelles activatrices du géne KRAS occupent une position centrale
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dans la carcinogenése colorectale pour les raisons suivantes : leur apparition précoce au début
de la séquence adénome-carcinome ; leur pouvoir oncogene conduisant & une prolifération
cellulaire incontrolée ; leur haute fréquence avoisinant les 40% ; leur intervention en tant que
biomarqueurs prédictifs contre la thérapie ciblée anti-EGFR ; et leur contribution possible en

tant que biomarqueur pronostique réduisant la survie des patients CCR.

Les mutations KRAS les plus fréguentes concernent essentiellement les codons 12 et 13 de
I’exon 2 donnant naissance a des protéines RAS constitutivement actives, d’ou le recrutement
de plusieurs effecteurs intracellulaires agissant sur ’ADN pour controler des activités

cellulaires telles que : la prolifération, la survie et I’apoptose.
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I1- Epidémiologie descriptive des CCRs
1- Incidence et mortalité liées au cancer colorectal

1-1 A P’échelle mondiale

Sur la base des estimations GLOBOCAN 2020 produites par le Centre International de
Recherche sur le Cancer (CIRC), le cancer colorectal représente environ 10 % des nouveaux

cas de cancers diagnostiqués et 9,4% des déces liés au cancer dans le monde (49).

Figure 21 Taux d’incidence et de mortalité estimés a I’échelle mondiale, GLOBOCAN
2020.

On estime que plus de 1,9 million de nouveaux cas de cancer colorectal (y compris I'anus) et
935 000 déces se produiraient en 2020, ce qui représente environ un cas de cancer et un déces
sur 10 de I’ensemble des cancers. L'incidence et la mortalité chez les femmes sont inférieures
d'environ 25 % que chez les hommes (50).

Le CCR occupe le troisiéme rang en termes d'incidence, mais le deuxiéme en termes de
mortalité pour les deux sexes confondus (Figure 21) (49). Chez la femme, c’est le 2°™ cancer
le plus diagnostiqué avec 865630 cas (9,4% de 1’ensemble des cancers) et le 2°™ cancer le plus

mortel avec 419536 cas de déces (9,5% de I’ensemble des cancers). Chez I’homme en revanche,
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le CCR représente le 32™ cancer le plus répandu avec 1065960 cas (10,6% de 1’ensemble des

cancers) et le 3°™ cancer le plus mortel avec 515637 cas de décés (Figure 22) (49).

- S

Figure 22 Taux d’incidence et de mortalité selon le sexe dans le monde, GLOBOCAN
2020.

Les taux d'incidence dépend fortement du niveau socio-économique, il est environ quatre fois
plus élevé dans les pays développés par rapport aux pays en développement, mais il y a moins
de variation dans les taux de mortalité en raison de la surmortalité observée dans les pays en

développement (Figure 23) (49).
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Le cancer colorectal peut étre considéré comme un marqueur du développement socio-
économique et, dans les pays en plein développement, les taux d'incidence ont tendance a

augmenter uniformément avec l'augmentation de I''DH (51).

Figure 23 Taux d'incidence et de mortalité normalisés sur 1'Age, selon I’indice de
développement humain (IDH) chez ’homme et la femme.
Source: Sung H, Ferlay J, Siegel RL, Laversanne M, Soerjomataram I, Jemal A, et al. Global Cancer
Statistics 2020: GLOBOCAN Estimates of Incidence and Mortality Worldwide for 36 Cancers in 185
Countries. CA Cancer J Clin. 2021;71(3):209-49. Adaptée

Les fluctuations d’incidence entre les régions peuvent étre trés contrastées. En effet, on observe
une variation des taux d'incidence du cancer du cdlon d'environ 9 fois de plus dans les régions
européennes, I'Australie/Nouvelle-Zélande et I'Amérique du Nord, la Hongrie et la Norvége
(49). Les taux d'incidence du cancer du rectum ont une distribution régionale similaire, bien
que les taux en Asie de I'Est se classent parmi les plus élevés. Les taux d'incidence du cancer
du cdlon et du rectum ont tendance a étre faibles dans la plupart des régions d'Afrique et d’Asie

centrale et du Sud (49) (Figure 24).
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Figure 24 Taux d'incidence des cancers du colon standardisés selon ’Age chez les deux
sexes dans différentes régions du monde.
Source: Sung H, Ferlay J, Siegel RL, Laversanne M, Soerjomataram |, Jemal A, et al. Global Cancer
Statistics 2020: GLOBOCAN Estimates of Incidence and Mortality Worldwide for 36 Cancers in 185
Countries. CA Cancer J Clin. 2021;71(3):209-49.

Figure 25 Taux d'incidence normalisés selon I'age par région selon le sexe pour les
cancers du rectum.

Source: Sung H, Ferlay J, Siegel RL, Laversanne M, Soerjomataram |, Jemal A, et al. Global Cancer
Statistics 2020: GLOBOCAN Estimates of Incidence and Mortality Worldwide for 36 Cancers in 185
Countries. CA Cancer J Clin. 2021;71(3):209-49. Adaptée
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Alors que I’incidence augmente dans les pays en développement autrefois classés a faible
risque, on constate qu’elle diminue dans les pays développés. L’augmentation de 1’incidence
observée chez les pays a faible IDH, refléte probablement des changements dans les facteurs
de style de vie et de régime alimentaire, c'est-a-dire une transition vers une consommation
accrue d'aliments d'origine animale avec un mode de vie plus sédentaire marqué par une

diminution de I'activité physique et une prévalence accrue de I'exces de masse corporelle (52).

En contrepartie, les baisses d'incidence dans certains pays a forte incidence ont été attribuées a
des changements vers des choix de mode de vie plus sains avec baisse du tabagisme,

augmentation du dépistage par coloscopie et I’élimination des lésions précurseurs (52,53).

Le co(t de la mise en place d'un effort de dépistage de masse dans la plupart des régions ne
serait pas justifi¢ étant donné les colits importants de la coloscopie et la mise en ceuvre
inadéquate des services de diagnostic et de traitement. La prévention primaire reste donc la
stratégie clé pour réduire le fardeau mondial croissant du cancer colorectal (54).

1-2 A P’échelle nationale

Selon les estimations GLOBOCAN 2020 s’appuyant sur les données des registres du cancer du
Grand Casablanca et de Rabat, le CCR serait le troisiéme cancer le plus répandu en 2020 aprés
le cancer de sein et de poumon avec une prévalence de 7,7% des cancers totaux (4558 cas) (49)
(Figure 26).

-

Figure 26 Proportions des types de cancer au Maroc en 2020 pour les deux sexes.
Source: Sung H, Ferlay J, Siegel RL, Laversanne M, Soerjomataram |, Jemal A, et al. Global Cancer
Statistics 2020: GLOBOCAN Estimates of Incidence and Mortality Worldwide for 36 Cancers in 185

Countries. CA Cancer J Clin. 2021;71(3):209-49. Adaptée
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Chez les femmes aprés le cancer du sein et le col utérin, le CCR est présent avec une prévalence

de |6,9% ‘(2089 CaS) de I’ensemble des cancers. Chez l’homme, on reléve une pIUS grande LCommenté [KE4]: A corriger. Ceci n'est pas une incidence!!! ]

prévalence de Iordre de 8,5% (2469 cas) occupant toujours la troisiéme position aprés le cancer | Commenté [KE5]: méme remarque

du poumon et de la prostate (49) (Figure 27).
Le tableau 6 résume les statistiques relatives a I’incidence, la mortalité et la prévalence sur 5

ans concernant les 10 types de cancers les plus fréquents au Maroc.

Chez la femme

Chez ’homme

Figure 27 Nombre des nouveaux cas de cancer en 2020 selon le sexe.
Source: Sung H, Ferlay J, Siegel RL, Laversanne M, Soerjomataram I, Jemal A, et al. Global Cancer Statistics
2020: GLOBOCAN Estimates of Incidence and Mortality Worldwide for 36 Cancers in 185 Countries. CA Cancer
J Clin. 2021;71(3):209-49.
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Tableau 6 Incidence, mortalité et prévalence selon le type de cancer (49) adapté.

Type de cancer  Nouveaux cas Mortalités Prévalence (5-ans)
Cancer Nombre (%) Ran Nombreet% Ran Nombre Par 100 000
g g

Sein 11747 1 3695 2 31420 168,98
(19,8%) (10,5%)

Poumon 7353 (12,4%) 2 6 551 1 7717 20,91

(18,6%)

Prostate 4 429 (7,5%) 3 1875(53%) 4 9135 49,87

Lymphomenon  , yos 4106) 4 1448(41%) 5 6191 16,77

hodgkinien

Colon 2405(41%) 5 1386 (3,9%) 6 5220 14,14

Thyroide 2 311 (3,9%) 6 344 (0,98%) 22 6 802 18,43

Estomac 2294 (3,9%) 7 2016 (5,7%) 3 3056 8,28

Vessie 2 268 (3,8%) 8 1268 (3,6%) 8 5576 15,11

Col utérin 2 165 (3,6%) 9 1199 (3,4%) 12 5206 28,00

Rectum 1919(32%) 10 988 (2,8%) 13 4541 12,30

Selon les données du registre du Grand Casablanca (2008-2012), les classes d’age les plus
touchées par le cancer colorectal sont représentées par la classe comprises entre 50 et 54 ans
suivie par celle comprise entre 60 et 64 ans chez les femmes. Chez les hommes, ¢’est la classe
d’age comprise entre 55 et 59 ans qui est la plus touchée suivie par celle comprise entre 60 et
64 (55).
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Figure 28 Répartition du nombre des cas du CCR par sexe et par tranche d’ige (RCRC).

2- Facteurs liés au cancer colorectal

Le CCR est une maladie multifactorielle résultant de facteurs liés au mode de vie, a la génétique
et a I'environnement (56). Les études épidémiologiques ont montré que le sexe masculin et
l'augmentation de I'dge sont fortement associés a cette maladie. Cependant, les facteurs de
risque héréditaires et environnementaux jouent un réle prépondérant dans le développement du
CCR. Parmi ces facteurs, certains sont modifiables alors que d’autres restent inévitables

(Figure 29).

Figure 29 Liste des facteurs de risque modifiables et non modifiables du CRC
Source : Dekker E, Tanis PJ, Vleugels JLA, Kasi PM, Wallace MB. Colorectal cancer. Lancet
Lond Engl. 19 oct 2019;394(10207):1467-80.
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2-1 Facteurs non modifiables

Parmi les facteurs non modifiables on peut citer :

.

D>

» L’age

D

Etant donné qu'environ 90 % de tous les nouveaux cas de cancer colorectal surviennent chez
des personnes de plus de 50 ans, I'dge avancé est considéré comme l'un des facteurs les plus
importants influencant le risque de CCR. On estime que les personnes de plus de 65 ans ont
environ 3 fois plus de risque que celles de 50 a 64 ans, et environ 30 fois plus de risque que les
personnes de 25 a 49 ans (57). Il convient toutefois de souligner que les résultats des études les
plus récentes indiquent que l'incidence du CCR augmente chez les jeunes adultes (20-49 ans)
aux Etats-Unis et en Europe (58,59). Actuellement, il est recommandé de commencer le
dépistage du cancer colorectal chez les adultes de plus de 50 ans. Cependant, si la tendance

actuelle se poursuit, les directives de dépistage doivent étre reconsidérées.

< Lesexe

Selon la Société Américaine du Cancer, les hommes ont un risque environ 30 % plus élevé de
développer un CCR que les femmes. De plus, ils ont un plus mauvais pronostic et une mortalité
environ 40 % plus élevée que les femmes. Les raisons de la disparité entre les sexes ne sont pas
entierement comprises, et on considere qu'elles peuvent étre liées aux différences d'exposition
aux facteurs de risque (par exemple, l'alcool et le tabac), les habitudes alimentaires et les

hormones sexuelles (60).

<+ La race/ethnicité

L'incidence du CCR varie considérablement selon la race. Les Noirs non hispaniques
connaissent I'un des taux d'incidence les plus élevés de tous les groupes raciaux. On estime que
le taux d'incidence du CCR chez les Noirs non hispaniques est environ 50 % plus élevé que
chez les Asiatiques/les insulaires du Pacifique et environ 20 % plus élevé que chez les Blancs
non hispaniques (61). Les taux de mortalité par CRC chez les Noirs sont 40 % plus élevés que

chez les Blancs non hispaniques et le double de ceux des Asiatiques (60).

Les raisons des disparités raciales/ethniques dans le CRC sont complexes, mais reflétent en
grande partie des différences de statut socio-économique. En effet, 24 % des Noirs vivaient

dans la pauvreté en 2015, contre 11 % des Asiatiques et 9 % des Blancs non hispaniques (IPUS
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2015). Or, pres de la moitié de la disparité socioéconomique est attribuée a des différences dans

la prévalence des facteurs comportementaux associés au CCR (tabagisme, obésité, etc.) (60).

K3

% L’hérédité et I’histoire familiale

On estime qu’environ 30 % des patients CCR ont des antécédents familiaux de la maladie, dont
5 % sont dus & une anomalie génétique héréditaire (63). Les personnes ayant un proche au
premier degré atteint d’'un CCR (parent, frére ou enfant), ont 2 a 4 fois plus de risque de
développer la maladie que les personnes sans antécédents familiaux (64).

Le risque le plus élevé est observé chez les personnes ayant plusieurs parents au premier degré
diagnostiqués avec un CCR. En outre, des études récentes indiquent que le risque familial
s'étend au-dela des parents au premier degré (65).

On estime que 2 a 8 % des cas de cancer colorectal surviennent a la suite de syndromes
héréditaires. Les deux syndromes héréditaires les plus courants qui prédisposent au
développement du CCR sont le cancer colorectal héréditaire sans polypose (HNPCC),
également connu sous le nom de syndrome de Lynch, et la polypose adénomateuse familiale
(PAF).

Le HNPCC est une maladie autosomique dominante causée par des mutations dans les génes
responsables de la réparation des erreurs de mésappariements au niveau de ’ADN (MLHI,
MSH2, MSH6, MLH3, TGBR2, PMS1 et PMS?2). Les patients HNPCC présentent 20% de
risque pour développer un CCR & I’age de 50 ans, et environ 80% de risque a I’age de 85 ans
(66).

La PAF présente également un modéle d'hérédité autosomique dominante. Elle est causée par
des mutations du géne APC (Adenomatous Polyposis Coli) faisant partie des génes suppresseur
de tumeur. Les patients PAF commencent a développer des centaines, voire des milliers de
polypes du cblon a un &ge précoce (10 & 12 ans) avec une forte probabilité de ces polypes
d’évoluer en CCR. On suppose que presque tous les patients PAF non traités seront
diagnostiqués avec un CCR avant I'age de 40 ans (67).

D’autres syndromes héréditaires augmentent la survenue du CCR : syndrome de Peutz-Jeghers,

syndrome de la polypose juvénile, syndrome de Cowden et polypose associée a MUTYH (66).

% Antécédents médicaux personnels

= Maladie inflammatoire de I'intestin (maladie de Crohn, colite ulcéreuse)

Les maladies inflammatoires de I'intestin (MII) sont classées comme la troisiéme condition a

risque le plus élevé pour le développement du CCR, derriere HNPCC et PAF. Les MII sont un
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groupe de maladies chroniques et incurables, qui affectent le systtme immunitaire du tractus
gastro-intestinal conduisant au développement d'une inflammation incontrdlée. Les deux
principales formes de MII sont la maladie de Crohn et la colite ulcéreuse. L'étiologie de I'MM
est inconnue, et on considere que son développement traduit les interactions entre des facteurs
génétiques, immunologiques et environnementaux (68).

L'inflammation chronique favorise la croissance et la progression des tumeurs, et serait
responsable de 1’augmentation du risque de CCR, de 2 a 6 par rapport aux personnes en bonne

santé (69).
= Diabéte sucré

Le diabéte sucré est un trouble métabolique caractérisé par une hyperglycémie chronique, qui
résulte d'anomalies de la sécrétion et/ou de l'action de I'insuline. Les données épidémiologiques
indiquent que le diabéte est un facteur de risque de plusieurs cancers gastro-intestinaux, dont le
cancer colorectal (70). Les personnes atteintes de diabéte de type 2 ont environ 2 & 3 fois plus
de risque de développer un CCR que la population non diabétique (71). On pense que le
développement du CCR est lié a une augmentation de la concentration d'insuline et a un état

inflammatoire associé a la maladie (72).

2-2  Facteurs modifiables
< Mode de vie

Il est maintenant bien admis que le risque de CCR est hautement modifiable par I'alimentation
et le mode de vie ; des rapports récents suggérent que jusqu'a 47 % des cas de CCR pourraient
étre évités en restant physiquement actif, en maintenant un poids corporel normal et en ayant

une alimentation saine (73).

Une étude cas-témoin morocaine a étudié le risque de CCR en se basant sur I’indice de mode
de vie sain étendu (EHLI : Extended Healthy Lifestyle Index). Le calcul de cet indice tient en
compte les facteurs les plus impactants du CRC (tabagisme, consommation d'alcool, intensité
de l'activité physique, IMC, consommation de fruits et [égumes, boissons favorisant la prise de
poids, viande rouge et transformée, céréales et/ou légumineuses relativement non transformées
et consommation de produits laitiers). Cette étude a mis en évidence une diminution
significative du risque de CCR global en comparant la catégorie avec EHLI le plus élevé (mode
de vie sain) avec la catégorie d'indice le plus faible (mode de vie malsain) (OR= 0,39, IC a 95
% : 0,33-0,47) (74).
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% Activité physique

Les données épidémiologiques indiquent qu'une incidence croissante du CCR dans les pays
développés et en développement peut étre le résultat d'un mode de vie sédentaire. On estime
que les personnes physiquement inactives ont jusqu'a 50 % plus de risque de développer un
cancer colorectal par rapport aux personnes physiquement actives (75). Il a été démontré que
des exercices physiques réguliers améliorent la fonction du systéme immunitaire, réduisent
I'inflammation, réduisent le stress, optimisent le taux métabolique, aident a réguler le niveau
d'’hormones et a prévenir l'obésité et, par conséquent, peuvent aider a protéger contre le
développement du CCR (76).

La Société Américaine de Cancer et le Centre de Contr6le et de Prévention recommandent aux
adultes de pratiquer au moins 150 minutes d'activité d'intensité modérée ou 75 minutes

d'intensité vigoureuse chaque semaine, de préférence réparties tout au long de la semaine (76).
¢+ Surpoids et obésité

Une accumulation anormale ou excessive de graisse corporelle (surpoids et obésité) est un
facteur de risque convaincant pour le développement du CCR. Les hommes et les femmes en
surpoids/obéses ont environ 50 % et 20 % plus de risques de développer un CCR par rapport
aux personnes de poids normal, respectivement. On estime qu'un risque global de CCR

augmente de 3 % pour chaque cing kilogrammes de gain de poids (57).

Les mécanismes sous-jacents inducteurs de la cancérogenése font encore l'objet d'études
approfondies. 1l a été constaté que le tissu adipeux des personnes en surpoids/obéses libére plus
de facteurs connus pour présenter des effets mitogénes sur les cellules épithéliales, inhiber leur
apoptose, favoriser le stress oxydatif et supprimer la réponse immunitaire. Or, toutes ces

manifestations sont associées au développement et & la progression du CCR (77).
% Tabagisme

La fumée de tabac est un facteur de risque établi pour le développement de nombreux types de
cancer, y compris le CCR. Les résultats des études épidémiologiques indiquent que les
personnes qui fument des cigarettes doivent multiplier par 2 a 3 le risque de développer un CCR
par rapport aux non-fumeurs et que le risque augmente avec la dose et la durée d'exposition
(78). De plus, on considére que le tabagisme est également associé a une survie plus faible en
étant responsable d’environ 12% des décés par CCR (79). La fumée de tabac contient un

mélange de milliers de produits chimiques, dont plus de 60 sont des cancérogénes bien établis
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(les N-nitrosamines, les hydrocarbures aromatiques polycycliques, les amines aromatiques, les

aldéhydes et les métaux) qui sont connus pour endommager I'ADN (80).

< Consommation d'alcool

La consommation d'alcool est I'un des principaux contributeurs au développement du CCR. On
estime que la consommation de 2 a 3 verres par jour augmente le risque de CCR d'environ
20 %, tandis que la consommation de plus de trois boissons alcoolisées augmente ce risque
d'environ 40 % (57). A ce jour, différents mécanismes cancérogénes ont été proposés. Ils
comprennent la production d'espéces réactives de I'oxygéne et de I'azote (lors du métabolisme
oxydatif de I'éthanol), la production d'acétaldéhyde mutagéene (le premier métabolite de
I'éthanol), les altérations épigénétiques, I’inactivation des génes suppresseurs de tumeurs, etc.
(81).

< Facteurs nutritionnels

Les différences d'incidence du CCR a I'échelle mondiale, suggeérent que I'alimentation influence
fortement I'occurrence du CCR (82). Les tendances alimentaires influencent probablement le
risque directement, par le biais d'éléments alimentaires spécifiques, et indirectement, par la
surnutrition et I'obésité ou en agissant sur le microbiome du gros intestin (83).

Un régime riche en viandes rouges et transformées augmentrait le risque de CCR alors que
certains aliments comme les fibres, les légumes et les fruits, ainsi que les produits laitiers
pourraient diminuer ce risque. Dans ce cadre, une étude cas-témoin nationale a soutenu le fait
que la consommation des produits laitiers modernes ou traditionnels diminuerait le risque du
CCR (84) alors que la consommation des viandes rouges et transformées augmenterait ce risque
(85).

- Régime riche en viandes rouges et transformées : Selon le Centre international de recherche
sur le cancer, la viande rouge et la viande transformée ont été classées comme probablement
cancérogenes pour I'nomme (Groupe 2A) et cancérogénes pour I'homme (Groupe 1),
respectivement. On considere que la consommation réguliere de viande rouge et transformée
est un facteur de risque important pour le développement du CCR (73). On estime que le risque
de CRC peut augmenter d'environ 17 % pour chaque portion de 100 grammes de viande rouge
et d'environ 18 % pour chaque 50 grammes de viande transformée consommés quotidiennement
(86).

Au Maroc, une étude cas-témoin a grande échelle a montré que la consommation de la viande
rouge était positivement associée au cancer du cdlon et au risque de CCR (OR = 1,23, IC &4 95

% = 1,05-1,44; OR = 1,14, IC a 95 % = 1,02-1,27), respectivement. En revanche, aucune
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association significative n'a été observée avec le risque de cancer rectal (OR = 1,05, 95% =
0,90-1,23). Fait intéressant, alors que la viande transformée issue de procédés industriels était
positivement associée au cancer du cdlon, au cancer du rectum et au CCR (OR =1,61, ICa 95
% =1,27-2,04 ;OR=1,73,1Ca95 % = 1,34-2,23 ; OR = 1,67, 95 % IC = 1,41-1,98), la viande
transformée préparée a l'aide de méthodes traditionnelles était inversement associée au cancer
du c6lon et au risque de CCR (OR = 0,74, 1C 2 95 % =0,57-0,98 ; OR=0,77, IC 2 95 % = 0,64
4 0,93), respectivement (85).

Le mécanisme exact par lequel la consommation de viande rouge et transformée peut contribuer
au développement du CCR est toujours & I'étude. Plusieurs facteurs sont censés influencer
I'apparition du cancer tels que les amines hétérocycliques (HAC), les hydrocarbures
aromatiques polycycliques (HAP) et les composés N-nitrosés (NOC).

Les HAC, les HAP et les NOC sont considérés comme des substances génotoxiques ayant le
potentiel de provoquer des mutations ponctuelles (délétions, insertions et substitutions) et, par
conséquent, d'initier le processus de cancérogenése (87). L'autre facteur qui contribuerait a la
transformation maligne est I'néme présent en grande quantité dans la viande rouge. Il a été
démontré que I'néme augmente le stress oxydatif et induit la peroxydation lipidique des cellules

intestinales contribuant aux dommages a I'ADN et aux mutations génétiques (56).

- Régime pauvre en fibres, fruits et Iégumes : Bien qu'il soit hautement plausible que les fibres
alimentaires diminuent le risque de CCR, les résultats des études récentes, y compris ceux d'essais
contr6lés randomisés, restent peu concluants. Le mécanisme potentiel de I'effet protecteur comprend :
(i) la réduction du temps de transit des selles dans tout le colon et, par conséquent, la réduction du contact
entre les substances potentiellement cancérigénes et I'épithélium colique, (ii) l'augmentation de la
quantité de I'eau dans le contenu fécal et donc la dilution des cancérogénes présents dans les matiéres
fécales, (iii) la liaison des stérols et des métabolites des acides biliaires, qui peuvent étre impliqués dans
la cancérogenése, et (iv) la stimulation de la croissance du microbiote intestinal bénéfique. Par
conséquent, les directives diététiques recommandent aux gens de consommer au moins 20 a 30 g de
fibres par jour (73). Les fruits et les légumes sont naturellement d'excellentes sources de fibres. En plus
de l'apport en fibres, la consommation de fruits et légumes fournit un grand nombre de composés
bioactifs, tels que des vitamines, des minéraux, du folate, des stérols végétaux. Beaucoup de ces
composés présentent de puissantes propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires, qui pourraient
inhiber les dommages a I'ADN. Ainsi, la consommation élevée de fruits et Iégumes est associée a un

faible risque de développement du CCR.

Le Fonds mondial de recherche contre le cancer et I’Institut américain de recherche sur le cancer

ont classé les associations entre facteurs alimentaires et comportementaux et le CCR selon la
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force en 4 catégories : Groupe 1 : Forte évidence, convaincante ; Groupe 2 : Forte évidence,
probable ; Groupe 3: Evidence limitée, suggestive; Groupe 4: Evidence limitée, sans

conclusion (Tableau 7).

Tableau 7 Associations entre le CCR et certains facteurs nutritionnels et
comportementaux.

Alimentation, activité physique et cancer colorectal 2017

Augmentation du

Diminution du risque .
risque

Viande transformée ;
Convaincante  Activité physique boisson alcoolisée ;
graisse corporelle ;

Forte Evidence Grains entiers ; aliments

contenant des fibres

Probable alimentaires ; produits ~ Viande rouge
laitiers, supplément de
calcium.

Faible consommation de

Aliments contenant la légumes féculents ;

Suggestive v?tamine C ; poisson ; fail_)le con_sommation de
vitamine D ; supplément  fruits ; Aliments
multi-vitaminique. contenant le fer

hémique.

céréales (grain) et leurs produits ; pommes de terre ;

Evidence graisse animale ; volaille ; crustacés et autres fruits
de mer ; composition en acides gras ; cholestérol ;
Limitée acide gras alimentaire n-3 de poissons ;

Iégumineuses ; ail ; sources non laitiéres de
calcium ; aliments contenant du sucre ajouté ; sucre
(saccharose) ; café ; thé ; caféine ; hydrates de
carbone ; graisse totale ; amidon ; charge
glycémique ; indice glycémique ; folate ; Vit A ;
Vit B6 ; Vit E ; sélénium ; méthionine ; B et a
carotéenes ; lycopéne ; rétinol ; apport énergétique ;
régime alimentaire.

Sans conclusion
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Ce tableau montre que le niveau d’évidence concernant les nutriments qui composent les
aliments reste limité. En effet, leur association avec le CCR reste contreversée a cause d’une
part de la rareté des études dans ce sujet, et d’autre part, de la difficulté d’éllucider leur

mécanisme d’action exacte sur les voies moléculaires sollicitées dans le CCR.

3- Association entre I’alimentation et les altérations génétiques

Le groupe d'experts du Fonds mondial de recherche sur le cancer (WCRF), qui est I'organisation
responsable de la publication de la revue la plus compléte a ce jour sur les facteurs de risque du
cancer liés a I'alimentation et a I'activité physique, a récemment conclu qu'il existe des preuves
solides et convaincantes entre les facteurs nutritionnels et le risque de CCR.

Les facteurs liés a I'alimentation jouent un réle dans I'apparition de mutations et de changements
épigénétiques, qui en s’accumulant, conduisent a la croissance tumorale. Il peut donc exister
des associations causales directes entre les facteurs nutritionnels et les changements
moléculaires dans le CCR, et I'établissement de cette association peut aider a orienter les
stratégies de prévention et améliorer la capacité de prédiction de la progression et du pronostic
de la maladie.

Traditionnellement, la recherche épidémiologique a été utilisée pour étudier comment une
exposition peut augmenter ou diminuer le risque de développer un CCR, et la recherche
pathologique a été utilisée pour explorer les caractéristiques moléculaires des tumeurs afin de
prédire le pronostic et la réponse au traitement. En combinant ces deux disciplines, un domaine
d'investigation scientifique relativement nouveau a émergé : I'épidémiologie moléculaire
pathologique (88).

Dans cette perspective, plusieurs études ont exploré 1’association entre certains biomarqueurs
et certains facteurs liés & I'alimentation pour lesquels il existe des preuves d'une association
avec le CCR. Cependant, leur nombre s’aveére trés réduit et les résultats obtenus nécessitent
souvent des études complémentaires (Tableau 8).

Les résultats de ces études suggérent que I’alimentation a un rdle & jouer dans la cancérogenese,
via des mécanismes divers tels que: I’activation ou I’inactivation de certains génes par
méthylation ; I’induction d’un stress oxydatif et de dommages a I’ADN qui aboutissent a des
mutations au niveau des genes suppresseurs de tumeurs ou au niveau des oncogeénes tels que le
géne KRAS.

Les mutations KRAS constituent un sujet de recherche interessant vu ses multiples aspects liés
au CCR. Ces mutations sont présentes dans la population Marocaine avec une fréquence qui

avoisine les 30% (entre 24% a 33%). En effet, Dehbi et al., ont trouvé une prévalence égale a
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39,5% (45/114) (89), quand d'autres chercheurs ont observé respectivement 29% (18/62),
23,9% (22/92), 33,3% (36/116) et 28 % (16/57) (90-92). Ces fréquences ne différent pas

significativement des prévalences enregistrées dans les pays occidentaux et montrent que la

contribution de ces altérations dans le processus carcinogéne est non négligeable.

Tableau 8 Principales études s’intéressant a I’interaction entre les facteurs nutritionnels,
et comportementaux et les altérations génétiques connues du CCR jusqu’a 2017.

Etudes et pays

Association entre les données épidémiologiques et

moléculaires

Données

épidémiologiques

Données moléculaires

Etudes prospectives

Enquéte prospective européenne sur le
cancer (EPIC) Norfolk - (Angleterre) :
(93), (94), (95), (96).

Facteurs nutritionnel,
comportementaux et
clinicopathologiques.

Mutation APC et
hyperméthylation du
promoteur, mutation
BRAF, mutation KRAS,
hyperméthylation du
promoteur MLH1,
mutation TP53.

Etude sur la santé des femmes de
I’Towa (IWHS) — Etats-Unis : (97), (98),
(99), (100),

Tabagisme, facteurs
anthropométriques,
consommation d’alcool et
hormonothérapie
postménopausique.

Mutation BRAF, CIMP,
KRAS mutation, MSI.

Etude de suivi des professionnels de la
santé (HPFS) — Etats-Unis : (101),
(102), (103), (104), (105), (106), (107),
(108), (105),

Facteurs liés au mode de
vie, tabagisme, acides
gras polyinsaturés oméga-
3 marins, utilisation de
statines, utilisation de
I’aspirine, Indice de
masse corporelle, activité
physique, consommation
d’alcool.

Mutation RAF, CIMP,
mutation KRAS,
hypomethylation, MSI,
PIK3CA mutation.

Etude sur I'alimentation et le cancer de
Malmo (MDCS) - Suéde : (98).

Facteurs
anthropomeétriques.

Mutation BRAF, mutation
KRAS, MSI.

Etude de cohorte collaborative de
Melbourne (MCCS) - Australie : (109),
(110), (112).

Consommation d’alcool,
taille du corps, ethnicité.

Mutation KRAS, mutation
BRAF, CIMP, MSI.
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Etude de cohorte néerlandaise sur
I'alimentation et le cancer (NLCS) —
Pays-Bas : (110), (112), (113), (114),
(115), (116), (117), (118), (119), (120),
(121), (122), (123), (124), (125), (126).

Taille du corps,
tabagisme, alcool, activité
physique, exposition
précoce a la famine,
acrylamide, graisses
alimentaires, folate
alimentaire, héme
alimentaire.

Mutation KRAS, mutation
APC, mutation BRAF,
hyperméthylation,

CIMP, CIN, MSI.

Etude sur la santé des infirmiéres
(NHS) — Etats-Unis : (101), (102), (103),
(104), (105), (106), (107), (108), (105),
(127), (128).

Facteurs liés au mode de
vie, tabagisme, acides
gras polyinsaturés oméga-
3 marins, utilisation de
statines, utilisation de
I’aspirine, Indice de
masse corporelle, activité
physique, consommation
d’alcool, vitamine B,

Mutation KRAS et BRAF,
CIMP,

hypomethylation, MSI et
mutation PIK3CA.

méthionine.
Etude suédoise sur la santé et les .
. R Tabagisme. CIMP, MSI
maladies (SHEDS) - Suéde : (129). 9
Etudes cas-témoins
Cancer colorectal : Chances de Indice de masse
prévention par le dépistage (DACHS) - MSI

Allemagne : (130).

corporelle

Programme de soins médicaux Kaiser
de Californie du Nord (KPMCP) et
I'Etat

de I'Utah/Minnesota — Etats-Unis :
(131), (132), (133), (134), (135).

Tabagisme, mode de vie,
apport alimentaire,

Mutation KRAS,
mutation APC, mutation
BRAF, mutation TP53
CIMP, MSI.

Registre familial du cancer du célon
(CCFR) - Etats-Unis : (136).

Tabagisme et alcool.

MSI

Etude cas-témoins néerlandaise — Pays
—Bas : (137), (138)

Régime alimentaire,

Hyperméthylation, MSI,
mutation APC.

Etude cas-témoin de Majorque —
Espagne : (139).

Graisses mono-insaturées
et calcium alimentaires

Mutation KRAS.

Etudes transversales

Etude transversale (140).

Tabagisme

Mutation KRAS et
mutation APC.
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I11- Hypothéses de I’étude

Au Maroc, I’incidence du CCR est en nette augmentation et touche de plus en plus la population
jeune. Ce pays connait aussi une transition nutritionnelle marquée par le passage d’un régime
alimentaire dit méditerranéen vers un régime dit occidental marquée, entre autres, par une forte
consommation d'aliments riches en graisses avec un apport quotidien qui est passé de 42 g a 59
g entre 1968 et \1999 par habitant (2). Selon I'Enquéte Nationale sur la Consommation et les
Dépenses des Ménages, la consommation en quantité de matieres grasses a augmenté entre
2001 et 2014 suite a la consommation d'huiles qui a augmenté en moyenne de 5,4 L (22,4 L
contre 17, 02 L par personne et par an) (3). Ce changement du régime alimentaire des marocains
pourait expliquer en partie ’augmentation de I’incidence du CCR, mais le mécanisme d’action
n’est pas encore bien élucidé. On pense, comme cela a été suggéré par d’autres études
(119,120,141), que les graisses alimentaires (acides gras saturés, mono-saturé et poly-saturés)
pourraient avoir un réle mutagéne nocif pouvant provoquer des mutations ponctuelles au niveau
de certains genes clés connus par leur pouvoir oncogéne, notamment le géne KRAS ce qui

conduirait a la formation une tumeur colorectale maligne.

Les études épidémiologiques qui se sont intéressées a la question de recherche concernant
’association entre les facteurs nutritionnels et certaines mutations génétiques du CCR, en plus
d’étre rares, ont été particuliérement menées dans un le contexte occidental. En Afrique, comme
au Maroc, c’est la premiére étude qui tente d’explorer une telle association. Les hypothéses de
cette thése sont les suivantes :

- La fréquence et ou les types des mutations KRAS au Maroc pourraient étre différentes par
rapport aux autres pays.

- La consommation des graisses alimentaires pourrait avoir un effet sur le risque de survenue

des mutations KRAS portées par les tumeurs colorectales.

IV- Objectifs de I’étude
1- Objectif principal

L’objectif principal de ce travail doctoral est d’étudier 1’association entre la consommation des
graisses alimentaires avec leurs sous-types (PUFA, MUFA, SFA) et le risque de survenue des
mutations KRAS dans le cadre du cancer colorectal au Maroc.
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2- Objectifs secondaires

Les objectifs secondaires de cette étude étaient :

* Décrire la distribution des mutations KRAS dans les tumeurs des patients CCR au Maroc.
* Décrire les apports alimentaires en graisses totales avec ses sous-groupes chez les patients
CCR.

Pour répondre a ces objectifs, la présente thése s’est déroulée en 2 étapes :

La 1% étape a consisté en une revue systématique de littérature réalisée a 1’échelle
internationale, et englobant tous les articles ayant traité ’association entre les différents facteurs

nutritionnels associés aux mutations KRAS dans le cadre du cancer colorectal.

La 2™ étape était centrée sur la recherche de I’association entre les graisses alimentaires et
les mutations KRAS dans le cadre du cancer colorectal au Maroc.
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Chapitre 2 - Association entre les
facteurs nutritionnels et les mutations
KRAS des cancers colorectaux
(Articlel)
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I-  Stratégie de recherche

Afin d'identifier les différentes études rapportant des associations entre les facteurs nutritionnels
et les mutations KRAS dans le cadre du CCR a I’échelle mondiale, cette recherche a été menée
conformément aux directives PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and
Meta-Analyses) pour les revues systématiques (142). Nous avons effectué un recensement
exhaustif d'articles rédigés en anglais et indexés dans les bases de données de PubMed
(http://www.ncbi.nlm.-nih.gov), Cochrane (www.thecochranelibrary.com) et ScienceDirect
(https://www.sciencedirect.com). Les principaux termes de recherche comprenaient « facteurs
nutritionnels = nutritional factors » ou « nutrition = nutrition » ou « nutriment = nutrient » ou
« régime alimentaire = diet » ou « aliment = food » ET « mutation KRAS » ou « Kirsten rat
sarcome » ou « K-ras » ou « Ki- ras » ou « KRAS2 » ou « K-ras2 » ou « Ki-ras2 » ET « cancer
colorectal = colorectal cancer » ou « carcinome colorectal = colorectal carcinoma » ou « colon
= colon » ou « rectum = rectum ». Pour éviter de louper des articles, la liste des références
bibliographiques des articles inclus a été également vérifiée. Toutes les études identifiées et

publiées jusqu'au 31 décembre 2019 ont été prises en compte dans notre revue systématique.

1- Critéres d'inclusion et d'exclusion

Les études ont été incluses si elles exploraient I'association entre les facteurs nutritionnels et
des mutations de KRAS chez des sujets humains dans le cadre du CCR. Nous avons exclu les
études expérimentales sur des cellules humaines ou animales, et les études sur les mutations
KRAS liées a d'autres types de cancer. Seules les études observationnelles ont été incluses

(séries de cas, cas-témoins et études de cohorte).

2- Extraction de données

Toutes les études identifiées ont été examinées indépendamment par deux auteurs pour la
pertinence des critéres d'inclusion/exclusion. Les deux auteurs ont extrait les données
spécifiques de chaque étude, notamment le nom du premier auteur, le pays, le schéma d’étude,
le nombre de participants, I'année de publication, I'exposition et les facteurs de confusion, ainsi
que les principaux résultats.

La recherche documentaire a identifié 2274 études. Apres exclusion des études indexées en
double dans les bases de recherches de PubMed, Cochrane et Science Direct, et aprés exclusion
progressive des recherches hors du champ de notre revue (principalement des études in vitro et
sur des animaux, des recherches impliquant d'autres types de cancers, et des études axées sur le
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traitement du cancer ou sur la survie), il ne restait que 41 études éligibles pour une analyse plus
approfondie via la lecture du texte intégral. 13 articles ont été exclus suite a cette étape pour les
raisons suivantes : études expérimentales sur I'homme ou I'animal, études in vitro, ou études de
synthése bibliographique. Cela a abouti & 28 études originales incluses publiées entre 1997 et

2019. Le diagramme PRISMA du processus de revue systématique est illustré a la figure 30.

Pub Med Cochrane Science Direct

n=271 n=23 n=1980

Références identifiées par recherche
dans la base de données

n=2274
Raisons d’exclusion
- Données dupliquées
Références excluses aprés lecture du titre - Pas de cancer colorectal
ou du résumé — .
- Travaux sur des animaux
n=2233 .
- Facteurs environnementaux
autres que la nutrition
- Mutations autres que KRAS
Références sélectionnées »| Articles exclus aprés la
lecture du texte intégral
n=41 g
- Etudes expérimentales sur
I'homme ou I'animal
- Etudes in vitro
Etudes sélectionnées pour la synthése - Etudes de synthése
qualitative bibliographique
n=28 n=13

Figure 30 Organigramme du processus de recherche systématique de la littérature
conformément aux directives PRISMA.
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I1- Evaluation de la qualité des études incluses dans la
revue systématique

La qualité des études incluses a été évaluée a l'aide des lignes directrices PRISMA (142) selon
les critéres suivants : 1- I'exactitude et la validité des questions ; 2- la représentabilité de la
population étudiée ; 3- la force des résultats par rapport au schéma de I'étude ; et 4- les faiblesses
méthodologiques de I'étude (les biais et les limites) (143). Les différents articles ont été a la fin
classés selon le niveau de preuve des études : Niveau | : essais randomisés de grande envergure
avec des résultats clairs ; Niveau I : Petits essais randomisés avec des résultats incertains ;
Niveau Il : Etudes cohortes ; Niveau IV : Etudes avec des cas et des controles ; Niveau V :
Etudes avec des cas sans controles.

L'évaluation de la qualité des études sélectionnées est présentée dans le tableau 9. Elle montre
que les études incluses avaient une qualité acceptable. Prés des deux tiers d'entre elles étaient

des études nichées dans des études cohorte ou dans des études cas-témoins a grande échelle.

Parmi les 28 articles inclus, douze étaient des études de cohorte ; douze étaient des études cas-
témoins ; trois étaient des études de séries de cas et une étude concernait un rapport de cas.
Toutes les études avaient pour objectif de déterminer un lien entre les facteurs nutritionnels

connus ou suspectés pour le CCR et certaines mutations KRAS.
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Tableau 9 Evaluation de la qualité des articles publiés sur les facteurs nutritionnels et les mutations KRAS dans le cancer colorectal.

Référence Pertinence  Objectifs Méthode  Echantillon Prise en Bon taux Les Les tableaux et Les résultats Accepté
pour cette  clairement  d'étude  représentatif compte des de réponse questions les figures peuvent-ils étre  comme niveau
revue énoncés  appropriée par rapporta biais de ont-elles été étaient-ils appliquésala  de preuve de
systématique la population  confusion pilotées ? compréhensibles situation locale ?  type IV ?
i ?
Heetal., Oui Oui Oui CIOtLIie Oui Oui Oui O.ui Oui Non (Type III)
2019 (144)
Keumet al., Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Non (Type I1I)
2017 (145)
Mehta et al., Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Non (Type I11)
2017 (146)
Carretal., Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Non (Type I11)
2017 (147)
Hogervorst et al., Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Non (Type Il1)
2014 (118)
Jung et al., Oui Oui Oui Non Oui Oui Oui Oui Oui Non (Type IlI)
2014 (148)
Gilsing et al., Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Non (Type Il1)
2013 (122)
Kamal et al., Oui Oui Oui Non Non Oui Non Oui Oui Non (Type IlI)
2012 (149)
Razzak et al., Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Non (Type IlI)
2012 (150)
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Ottini etal., Oui Oui Oui Non - - - - Non Non (Type V)
2011 (151)

Naguib et al., Oui Oui Oui Non Non Oui Oui Oui Non Non (Type V)
2010 (95)

Slattery et al., Oui Oui Oui Non Oui Non Oui Oui Oui Non (Type IlI)
2010 (152)

Schernhammer Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Non (Type Il1)
et al., 2008 (153)

Weijenberg et Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Non (Type Il1)
al., 2007 (120)

Bongaerts et al., Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Non (Type Il1)
2006 (154)

Wark et al., Oui Oui Oui Non Oui Oui Oui Oui Oui Non (Type Il1)
2006 (141)

Brink et al., Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Non (Type IlI)
2005 (155)

Brink et al., Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Non (Type Il1)
2005 (156)

Brink et al., Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Non (Type Il1)
2004 (119)

Howsam et al., Oui Oui Oui Non Oui Oui Oui Oui Oui Non (Type Il1)
2004 (157)

Laso et al., Oui Oui Oui Non Non Oui Oui Oui Oui Non (Type IlI)
2004 (158)
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Slattery et al., Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Non (Type II1)
2002 (159)
Slattery et al., Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Non (Type IlI)
2001 (160)
Slattery et al., Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui No (Type III)
2000 (161)
Kampman et al., Oui Oui Oui Non Oui Oui Oui Oui Oui Non (Type Il1)
2000 (162)
O’Brien et al, Oui Oui Oui Non Non Oui Oui Oui Oui Non (Type V)
2000 (163)
Martinez et al, Oui Oui Oui Non Oui Oui Oui Oui Non Non (Type V)
1999 (164)
Bautista et al., Oui Oui Oui Non Oui Oui Oui Oui Oui Non (Type Il1)
1997 (139)
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I11- Reésultats apportés par les études incluses dans la
revue systematique

Certains articles ont étudié un seul type d’aliment ou de nutriment, tandis que d'autres en ont
abordé plusieurs. Les facteurs nutritionnels étudiés comprenaient la viande, les fruits et
légumes, les fibres, les produits laitiers, le café et le thé, les aliments a base d'acrylamide, les
boissons alcoolisées et les composés organochlorés, ainsi que de nombreux nutriments, y
compris les vitamines (A, B1, B2, B6, B9, B12, D, E), le calcium, les protéines animales, le fer

héminique et les graisses.

1- Associations entre les aliments et le statut mutationnel de
KRAS

Aliments riches en acrylamide : I'acrylamide, présent dans les aliments riches en glucides
traités thermiquement tels que le café, les pommes de terre cuites par friture ou au four, et les
produits de boulangerie, a été classé par le Centre international de Recherche sur le Cancer
(CIRC) comme un cancérogéne probable pour I'homme (groupe 2A) (IARC). Une seule étude
sur les 28 incluses dans cette revue s'est concentrée sur le lien entre les mutations KRAS et
I'acrylamide. Cette étude était de type série de cas nichée dans une cohorte néerlandaise sur
I'alimentation et le cancer portant sur 120 852 participants (58 279 hommes et 62 573 femmes),
avec 733 tumeurs disponibles pour I'analyse moléculaire. Les résultats de cette étude ont
indiqué que I'apport en acrylamide alimentaire était positivement associé au risque de CCR,

avec l'activation des mutations KRAS chez les hommes mais pas chez les femmes (118).

Boissons alcoolisées : sur la base d'une étude de série de cas nichée dans la cohorte néerlandaise
sur l'alimentation et le cancer (NLCS), Bongaerts et al, ont conclu que la consommation d'alcool
n'affectait pas le statut mutationnel KRAS (154), bien qu’ils reportent une association positive
avec la biére. En revanche, I'étude de Slattery a montré une association positive entre une
consommation élevée d'alcool et des tumeurs hébergeant des mutations KRAS (161). Enfin,

deux études de séries de cas n'ont signalé aucune association (95,164)

Café et thé : 1l a été démontré que la caféine et la théophylline présentes dans le café et le thé
n'ont aucune influence sur le risque de cancer du colon (166). Les études sur le café et le thé et
leur relation avec les mutations KRAS sont rares. Nous n'avons identifié que deux études sur le
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thé (141,149) et deux études sur le café ou la caféine (51,149,160), qui n'ont rapporté aucune

association entre la consommation de thé ou de café et les mutations KRAS.

Produits laitiers : Les études sur les associations entre les mutations KRAS et les produits
laitiers étaient incohérentes. Slattery et al. et Wark et al. n'ont montré aucune association entre
les produits laitiers et la mutation KRAS (141,152), alors que Kampman et al. ont observé que
les régimes alimentaires pauvres en produits laitiers étaient plus susceptibles d'étre associés a

des tumeurs abritant des mutations KRAS dans le codon 12 (162).

Fibres alimentaires : Nous avons identifié deux études cas-témoins révélant qu’une
consommation élevée de fibres était associée a un risque réduit de CCR avec mutation KRAS
(152,158). Cependant, aucune association n’a été rapportée dans trois autres études (une cohorte
et deux études de séries de cas) (95,144,164).

Fruits et légumes : dans une étude cas-témoins qui s’est intéressée a 1’association entre les
légumes et les mutations KRAS, une consommation élevée de légumes était significativement
associée a un risque réduit de mutations KRAS (152), alors que deux étude cas-témoins ont
montré que de faibles niveaux de consommation de légumes cruciféres étaient associés a un
risque réduit d'avoir des mutations KRAS (161).

D’autres recherches ont montré que la distribution des mutations spécifiques KRAS peut varier
en fonction de la consommation de fruits et Iégumes. Ainsi, dans I’étude de Kamal et al., les
patients qui ont développé un adénome hébergeant une mutation KRAS sur le codon 13 ont
consommé moins de fruits et légumes, et les patients avec des mutations de transversions
touchant le codon 12 ont consommé plus de fruits et de Iégumes a feuilles vertes par rapport
aux patients avec des mutations de transition affectant le codon 12. Alors que dans 1’étude de
Naguib et al., les individus porteurs de cancers avec KRAS muté (transitions G >A) ont
consommé moins de fruits et Ilégumes (95).

Enfin, slattery et al, n’a signalé aucune association significative entre le statut KRAS et la

consommation de légumes cruciféres (159).
Viande (viande rouge, viande blanche et poisson)

Poisson : Aucune des quatre études identifiées qui s’intéressait au poisson n'a montré
d'association entre la consommation de poisson et le statut de mutation KRAS
(95,152,155,162).
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Viande rouge: les études identifiées ont donné des résultats incohérents concernant
’association entre la viande rouge et les mutations KRAS. Slattery et al. n‘ont trouvé dans leur
étude cas-témoins aucune association significative entre les produits carnés frais et le cancer du
cblon ou du rectum, ni globalement ni en ce qui concerne le statut de mutation KRAS (152,159).
La viande rouge n'était pas non plus associée a des mutations KRAS dans une étude cas-témoins
de Kampman et al. (162), et des études de séries de cas d'O'Brien et al (163), et Martinez et al.
(164). Cependant, Carr et al. ont rapporté dans une étude cas-témoins avec des patients atteints
de cancer du cblon, I'existence d'associations positives entre une consommation plus élevée de

viande rouge et des mutations KRAS (147).

Viande blanche : Naguib et al. ont trouvé une association entre les mutations de KRAS et la
consommation de viande blanche (95), tandis que Kampman et al. ont observé des différences
substantielles selon le codon KRAS affecté. En fait, ils ont constaté que la consommation de
volaille (par 17 g) était inversement associée a la mutation du codon 13 de KRAS, et

positivement associée a la mutation du codon 12 de KRAS (162).

Composés organochlorés : L'alimentation est une source importante d'exposition a de
nombreux produits chimiques organiques synthétiques utilisés dans I'industrie et I'agriculture,
y compris les composés organochlorés industriels, qui ont été classés comme « probablement »
ou « possiblement » cancérogénes pour I'nomme (165). Dans une étude cas-témoins menée en
Espagne, les chercheurs ont découvert qu'une concentration sérique plus élevée de composés
organochlorés était associée a un risque €levé de cancer colorectal avec KRAS sauvage mais
pas avec KRAS muté (157).

2- Associations entre les nutriments et le statut mutationnel de
KRAS

Protéines animales : il a été démontré que des niveaux élevés de protéines animales sont
associés a un risque accru de tumeurs rectales (152). Une association possible avec la mutation
du codon 12 de KRAS a été mise en évidence dans une étude de rapport de cas qui a rapporté
l'autopsie d'un roi italien (151). Une association a également été détectée dans une étude cas-
témoins dans laquelle un apport élevé en protéines animales était positivement associé a des

tumeurs du cblon présentant des mutations du codon 12 (162).

Calcium : Les études épidémiologiques ont fourni des résultats mitigés concernant I'apport en

calcium et les mutations KRAS. En fait, certains chercheurs ont signalé un rdle protecteur de
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I'apport en calcium, qui était associé a une diminution de risque d'avoir des tumeurs KRAS+
(139,158). D'autres études n'ont pas trouvé d'association spécifique entre le calcium alimentaire
et les tumeurs présentant des mutations KRAS (95,141,145,164). Dans I’étude de Kampman et
al., les tumeurs du c6lon avec des mutations du codon 12 et 13 du gene KRAS étaient
différemment associées a l'apport en calcium, avec une association positive entre le calcium et

les mutations dans le codon 12, et des associations inverses dans le codon 13 (162).

Fer héminique : Le fer héminique est un élément que l'on trouve exclusivement dans les
produits d'origine animale et notamment dans la viande rouge. Gilsing et al. ont montré que
I'apport en fer héminique était associé a un risque accru de CCR hébergeant des transitions
activatrices G > A dans les mutations KRAS (122). Laso et al., cependant, ont fourni des
résultats contradictoires : les patients porteurs de mutations KRAS dans le codon 12 ont
consommé significativement moins de fer que les témoins. De plus, une analyse multivariée de
I'apport en fer héminique, ajusté en fonction de I'age et de I'énergie, et comparé aux témoins et
a chaque sous-type moléculaire de CCR n'a montré aucun OR significatif (158).

Graisse : La graisse a recu beaucoup d'attention dans la recherche de son impact potentiel sur
le CCR ; néanmoins, le lien entre I'apport en graisses et le statut mutationnel de KRAS dans le
CCR est largement incohérent. Nous avons identifié un certain nombre d'études, et beaucoup
n'ont pas observé d'association entre un apport élevé en graisses totales et le risque de CCR
avec mutations KRAS (95,139,152,161,162,164). D'autres études identifiées ont révélé qu'une
consommation élevée d'acides gras polyinsaturés, en particulier d'acide linoléique, était
associée a un risque accru de mutations KRAS(120,141,167). Slattery et al. ont observé que les
graisses saturées et monoinsaturées, mais pas les graisses polyinsaturées, étaient associées a un
risque accru de tumeurs du cblon, avec des mutations spécifiques de KRAS au codon 12
(Slattery et al., 2000). Un apport élevé en graisses monoinsaturées, principalement dérivées de
I'huile d'olive dans le régime alimentaire espagnol, s'est avéré étre significativement associé a

une diminution du risque de cancer avec le génotype KRAS (120).

Vitamines B (B1, B2, B6, B9, B12) : Un faible apport en vitamine B1 était associé a des
mutations KRAS dans le codon 12 mais pas dans le codon 13 dans I'étude de Laso et al. (158).
La vitamine B2 était différemment associée au risque d'adénomes KRAS+ et KRAS- (141). En
fait, I'apport de vitamine B2 était plutdt positivement, mais pas significativement, associé aux
adénomes KRAS+. Cependant, I'étude de Naguib n'a détecté aucune association entre cette

vitamine et les mutations KRAS (95).
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Quant & la vitamine B6, I'étude prospective sur la santé des femmes de I'lowa qui comprenait
41 836 femmes agées, n’a révélé aucune association entre l'apport en cette vitamine et les
mutations KRAS (150). De méme, deux autres études ont rapporté le méme résultat (95,161).
Les résultats sur le folate alimentaire ou le folate des globules rouges (vitamine B9) en relation
avec les mutations KRAS dans les tumeurs colorectales étaient incohérents. Dans certaines
études, les mutations KRAS n'étaient pas significativement associées au manque de folate
(95,150,153,161). Dans d'autres études, un risque plus élevé de mutations KRAS était associé a
un apport plus faible en folate total ou en folate de globules rouges (149,158,164). Dans I'étude
de Brink et al., des différences dans les associations entre le cancer du c6lon et le cancer rectal
ont été observées. L'apport alimentaire en folate n'était pas significativement associé au statut
de mutation KRAS dans le cancer du c6lon, mais il était associé aux tumeurs mutées par KRAS
dans le cancer rectal, et les effets du folate sur le risque de cancer rectal ont montré des
différences chez les hommes par rapport aux femmes (155).

Concernant la vitamine B12, les résultats étaient également contradictoires. Dans I'étude
prospective sur la santé des femmes de I'lowa (150), et dans I'étude de Naguib et al., les
chercheurs n'ont pas observé d'association entre I'apport en vitamine B12 et le risque global de
CRC ou de mutations KRAS chez les femmes plus agées (95). Alors que dans une étude qui
comprenait des informations tirées de base de données de deux cohortes prospectives
indépendantes comprenant 88 691 femmes et 47 371 hommes, un apport élevé en vitamine B12
était inversement associé au cancer du cdlon, quel que soit le statut KRAS (153). A l'inverse,
de faibles niveaux d'apport en vitamine B12 étaient associés a un risque réduit ou a des
mutations KRAS dans une étude cas-témoins multicentrique sur le cancer du cdlon (Slattery et
al., 2000).

Vitamine C : Une seule étude a été menée pour rechercher une éventuelle association entre
I'apport en vitamine C et les tumeurs présentant des mutations KRAS, mais les résultats trouvés

ne soulignent aucune association (95).

Vitamine D : Malgré I'accumulation de preuves de I'effet préventif de la vitamine D sur la
cancérogenese colorectale, ses mécanismes précis restent flous (148). Jung et al. ont constaté
qu'un score de vitamine D prédit plus élevé était significativement associé a un risque plus
faible de cancer colorectal, mais aucune relation directe avec le géne KRAS n'a été identifiée
(148). Naguib et al. ont trouvé le méme résultat (95). Cependant, Laso et al. ont observé que les
mutations KRAS dans le codon 12 étaient significativement associées au manque de vitamine

D, suggérant le role protecteur de cette vitamine (158).
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Vitamine E : Un apport plus faible en vitamine E était associé & un risque accru de CCR.

Néanmoins, aucune association avec le statut de mutation KRAS n'a été observée (158).

Le tableaul0 illustre les principaux résultats pertinents pour chacun des aliments et nutriments
étudiés (classés par ordre chronologique).
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Tableau 10 Principaux résultats des études incluses

Référence Schéma Localisation  Taille de Ethnicité  Objectif Expositions Facteurs de confusion  Groupes de Principaux
d’étude géographique I’échantillon principal pertinentes comparaison résultats
He et al, Deux grandes  Etats unis - Un total de Non Apport - Total de fibres (par Age, antécédents - Groupe | : KRAS+  Absence
2019 (144) études cohorte - Nurses’ 138,793 spécifiée alimentaire en 5 g/jour) familiaux de CCR, - Groupe Il : KRAS-  d’association
prospectives:  Health Study  participants fibres, - Fibres de céréales  antécédents de troubles
Nurses’ Health (NHS): 11 ont été inclu : céréales (par 5 g/jour) gastro-intestinaux
Study (NHS), Etats 90,869 de NHS complétes et - Fibres de fruits (par inférieurs
1980-2012) et américains et 47,924 from risque du 5 g/jour) endoscopie, tabagisme,
Health - Health de HPFS. cancer - Fibres de légumes indice de masse
Professionals  Professionals - 1,337 cas avec colorectal. (par 5 g/jour) corporelle, activité
Follow-up Follow-up mutation - Grains entiers (par  physique, consommation
Study (HPFS), Study (HPFS): KRAS. 20 g/jour). d'alcool, consommation
(1986-2012). 50 Etats réguliére d'aspirine,
américains. consommation réguliére
de multivitamines,
apport total en folates,
apport en calcium,
apport en vitamine D,
charge glycémique,
consommation de viande
rouge transformée,
utilisation d'hormones.
Keumetal, Deuxétudes  Etats Unis: - 88,506 Non Apport en Apport total en Age, sexe, caucasien - Groupe | : Absence
2019 (145) de cohorte - NHS: 11 femmes spécifiée calcium et calcium (mg/j). (oui vs. non), KRAS+ d’association
prospectives  Etats Et 47,733 risque de antécédents familiaux de - Groupe Il :
encours : the  américains. hommes cancer du CCR, antécédents de KRAS-
Nurses’ Health - HPFS: 50 - 853 cas de c6lon selon sigmoidoscopie/colosco
Study Etats CCR. les pie, utilisation réguliére
(NHS) (1980— américains. caractéristiqu d'aspirine, tabagisme,
2010), et the es IMC, activité physique,
Health moléculaires scores de 25-
Professionals de la tumeure. hydroxyvitamine D,
Follow-up apports énergétiques,
Study alcool, viande rouge et
(HPFES) transformée et folate.

(1986-2010).
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Mehta et al., Deux études Etats Unis: - 137,217 Non Score des modeles Age, sexe, antécédents - Groupe | : Aucune association
2017 (146) cohort en -NHS: 11 participants spécifiée familiaux de CCR, KRAS+ avec des tumeurs
cours, the Etats (47,449 antécédents de troubles - Groupe Il : porteuses de la
Health américains. hommes et gastro-intestinaux KRAS- mutation KRAS.
Professionals - HPFS: 50
Follow-up Etats 89,768 endoscopie, tabagisme,
Study (HPFS)  américains femmes). IMC, activité physique,
et the Nurses’ AINS et apport
Health Study - 1,285
(NHS). tumeurs pour le
statut
mutationnel
KRAS.
Carretal., Etude cas- Sud-ouest de - 2449 cas et Non Viande rouge et Age, sexe, scolarité, - Groupe I: Association positive
2017 (147) témoins I'Allemagne 2479 témoins.  spécifiée IMC, antécédents KRAS+ entre la
familiaux de CCR, - Groupe Il : consommation plus
antécédents de gros KRAS- élevée de viande
rouge et transformée
endoscopie, participation et la mutation KRAS
a un bilan de santé, (OR> 1 fois/jour vs <
tabagisme, utilisation 1 fois/semaine : 1,49,
réguliére d'AINS, ICa95%:1,09-
consommation de fruits 2,03).
et de céréales complétes.
Hogervorst  Etude de Pays-Bas (204 - 120,852 Non Apport d'acrylamide  Age, tabagisme, IMC, - Groupe I: Association positive
etal., 2014 cohorte de cas communes participants spécifiée antécédents familiaux de  KRAS+ avec la consommation
(118) nichée dans avec registres (58,279 CCR, apport énergétique - Groupe Il: d'acrylamide chez les
I’étude de population  hommes + KRAS hommes (HR [4e
Netherlands informatisés). 62,573 femmes) quartile vs. ler] =
Cohort Study - Sous-cohorte 2,12;1Ca95%:
on diet and (n =5000) 1,16-3,87 ; p = 0,01).
cancer - 733 cas de
(NLCS). CCR
disponibles
pour analyse
moléculaire
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Jungetal., 2 cohortes: the Etats Unis: - 140,418 Non Association - Score prévu de Age, sexe, famille, - Groupe | : Association négative
2014 (148) Health - NHS: 11 participants.  Spécifiée entre vitamine vitamine D (ng/mL) antécédents KRAS* entre le score prévu
Professionals  Etats D et le risque d'endoscopie, - Groupe I1: plus élevé de
Follow-up américains - 1059 cas de CCR. consommation KRAS. vitamine D et la
Study (HPFS) - HPFS: 50 incidents de d'aspirine, tabagisme, mutation KRAS (HR
et the Nurses”  Etats CCR avec consommation totale de =0,70;1Ca95%:
Health Study  américains. , fruits et Iégumes, 0,50-0,98).
(NHS) (1986 — données calories totales.
2008). moléculaires
tumorales.
Gilsing et al., Etude de Pays-Bas (204 Les cas ont été Non Apport Apport alimentaire ~ Age, sexe, IMC, - Groupe I: type Association positive
2013 (122) cohorte lancée communes dénombrés a spécifiée alimentaire en en fer héminique antécédents familiaux de sauvage de avec l'apport en fer
en septembre  avec registres  partir de toute fer héminique (g/day) CCR, tabagisme, activit¢ KRAS héminique (HR =
1986. de population  la cohorte (120 et risque de physique non - Groupe II: 1,71;1Ca9%5 %
informatisés). 852 hommes et CCR avec professionnelle, apport ~ mutant actif de  1,15-2,57 ; p = 0,03)
femmes). mutations énergétique total, type KRAS
- les années- APC et KRAS consommation d‘alcool,
personnes et consommation totale de
accumulées de surexpression légumes.
I'ensemble de la de p53
cohorte
ont été estimées
a partir d'une
sous-cohorte
aléatoire de
5000 hommes
et femmes.
- 733 cas de
CRC étaient
disponibles
pour l'analyse
moléculaire.
Kamal et al., Etude de Egypte. 80 patients avec Non Associations  Viande, légumesa  Non mentionné - Groupe | : Lien potentiel entre
2012 (149) cohorte Hopital Kasr ~ CCR (56 spécifiée entre la feuilles vertes, thé et KRAS+ I'acide folique et la
rétrospective  El Aini, hommes et mutation café < 3 fois/semaine - Groupe Il : mutation KRAS,
Université du 24 femmes). KRAS et les  versus plus de 3 KRAS suggérant que l'acide
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Caire. variables fois/semaine. folique peut étre un
potentielles  Acide folique des facteur de risque pour
connues ou globules rouges le développement
suspectées (ng/mL). d'une mutation KRAS.
d'étre liées au - L'OR pour l'acide
risque de folique était de 0,983
CCR. pour chaque 1 ng/mL

supérieur de folate.
Razzak et al., Etude de lowa, Etats- -n=41,836 Femmes Associations - Folate (pg/jour) Age, IMC, rapport taille- - Groupe I: Aucune des
2012 (150) cohorte: lowa  Unis - 514 des cas caucasienne entre le folate - Vitamine B6 hanches, statut KRAS+ expositions
Women’s incidents de S. alimentaire, la (mg/jour) tabagique, - Groupe I1: alimentaires n'était
Health Study. CCR étaient vitamine B6, - Vitamine B12 consommation KRAS associée aux sous-
disponibles la vitamine (ugljour) d'eestrogénes exogénes, types de CCR définis
pour les tests de Bl2 et la - Methionine niveau d'activité par KRAS.
marqueurs méthionine (g/jour). physique et apport
moléculaires. avec quotidien en énergie
différentes totale, lipides totaux,
voies dans le saccharose, viande
CCR. rouge, calcium,
méthionine, vitamine E,
alcool.
Ottinietal.,, Etudedecas Italie lindividu (Le Caucasien  Explication  Analyse des isotopes Non mentionnés - L'abondance possible
2011 (151) roi Ferrante | de lamort du de Carbone (5-*3C) et de cancérogenes
d’Aragon). roi Ferrante  nitrogeéne (5-°N). alimentaires, liée a la
1er consommation de
viande, pourrait
expliquer la mutation
KRAS a l'origine de la
tumeur colorectale
qui a tué Ferrante I* il
y a plus de 5 siécles.
Naguib et al., Série de cas.  Norfolk, -25 639 a partir  Non Associations  Alcool (g/jour), Non mentionnés - Groupe I: - La mutation KRAS
2010 (95) Royaume-Uni. de ’EPIC spécifiée entre les viandes (g/jour), Patients avec ~ était associée a une
Norfolk cohort mutations dont les viandes KRAS* augmentation de la
(1993 - 1997). BRAF et rouges, transformées, - Groupe II: consommation de
- 202 cas de KRAS et les  viandes blanches, Patients avec  viande blanche (p <
CCR ont été facteurs poissons blancs, et KRAS 0,001 ; ANOVA)
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testés pour la

clinicopatholo poissons gras, fruits

- Des associations

mutation giques, le et légumes, Matiére KRAS (G a A) ont été
KRAS. style de vie et grasse dont la trouvées chez les
I’alimentation matiere grasse totale, individus ayant une
dans le CCR. PUFA, MUFA, SFA, consommation
vitamines B2, B3, significativement plus
B6, B9, B12,C et D, faible de fruits ou de
les légumes (p =0,02).
fibres et
macronutriments :
énergie totale
(MJljour), glucides
(g/jour), protéines
(g/jour),
polysaccharides non
amylacés (g/jour),
calcium (mg/jour).
Slattery et Etude cas- Lenorddela -951 cas 82% blancs, Associations Aliments et régimes  Age, sexe, - Groupe I: - Des niveaux élevés
al., 2010 témoins des Californieet - 1205 témoins non entre alimentaires consommation récente  CpG Phénotype de consommation de
(152) participants de Utah, Etats hispanique, [I'alimentation, impliquant des d'aspirine, niveau du méthylateur 1égumes ont réduit le
Kaiser Unis. 4.1% l'activité produits laitiers d'activité a long terme,  des fles CIMP+ risque de mutations
Permanente Américains physique et la riches en matiéres paquets-années de - Groupe II: KRAS (OR = 0,60 ;
Medical Care africains, taille grasses, faibles en tabagisme, calcium mutation TP53 IC & 95 % : 0,40-
Program 7.6% corporelle matiéres grasses, alimentaire, apport - Groupe IlI: 0,89;p<0,01)
study. Hispaniques avec les fruits, légumes, énergétique. mutation - Les fibres
, 4.6% mutations viande rouge, KRAS2* alimentaires étaient
Asiatiques, tumorales poisson, grains - Groupe 1V: associées a un risque
0.7% rectales et les entiers, céréales les témoins. réduit de mutations
Américains changements raffinées, régime tumorales rectales
indiens, et épigénétiques. occidental, et régime KRAS.
1% de prudent. - Unrégime
plusieurs - Nutriments : alimentaire prudent a
races. calories, SFA, significativement

MUFA, PUFA, gras
trans, gras oméga-3,
protéines animales,

protéines végétales,
glucides, fibres

réduit le risque de
mutation KRAS (OR
=0,68,1Ca9 %:
0,47-0,98 ; p < 0,03).
- Pas de résultat
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alimentaires. significatif pour les
autres facteurs.
Schernhamm Deux études  Etats Unis: - 88,691 Non Association  Folate (ug/jour). Age, sexe, apport - Groupe I: De faibles apports en
eretal, de cohorte -NHS: 11 femmes et spécifiée entre I'apport énergétique, KRAS  chez les folate et en vitamine
2008 prospectives:  Etats 47,371 hommes alimentaire en sigmoidoscopie de cas ayant le B6 étaient associés a
(153) NHS et HPFS. américains - 669 des cas folates, la dépistage, antécédents  cancer un risque accru de
- HPFS: 50 incidents de vitamine B et familiaux, utilisation - Groupe I1: cancer du célon, mais
Etats CCR étaient I'incidence de d'aspirine, tabagisme, KRAS" chez les ces effets ne
américains. disponibles la mutation activité physique, IMC  cas ayant le différaient pas
pour I'analyse KRAS dans en 5 catégories, polypes cancer significativement
moléculaire. les cancers du du cblon, apport de selon le statut
cblon. beeuf, apport en calcium, mutationnel de KRAS.
utilisation de
multivitamines,
consommation d‘alcool
et apport en vitamines
B6, B12 et méthionine.
Weijenberg  Etude de Pays-Bas (204 - 531 cas Non Apport de Variables de Age, sexe, IMC, - Groupe I: - Aucune association
et al., 2007 cohorte: communes incidents de spécifiée base de matiéres grasses antécédents familiaux de cancer du clon avec matiéres grasses
(120) Netherlands avec registres  CCR étaient graisse par (g/jour), y compris  CCR, apport énergétique sans aberrations totales, acides gras
Cohort Study  de population  disponibles rapport au matieres grasses quotidien, apport génétiques saturés, MUFA et
on diet and informatisés).  pour I'analyse risque de totales, SFA, MUFA, quotidien en acide - Groupe II: PUFA.
cancer moléculaire. tumeurs du PUFA, acide linoléique, apport cancer du cdlon - L'acide linoléique a
(NLCS). cblon et du linolénique, acide quotidien en calcium, avec des montré une
rectum avec  linoléique. tabagisme. mutations association positive
certaines KRAS actives.  avec la mutation
altérations KRAS (RR=1,41,IC
génétiques. 95% : 1,18-1,69).
Bongaerts et  Etude de Pays-Bas (204 La cohorte Non Associations  Consommation Age, antécédents - Groupe | : - Aucune association
al., 2006 cohort communes concernait 58 spécifiée entre la d'alcool : alcool total familiaux de CCR, IMC, cancer de colon entre I'alcool et les
(154) prospective: avec registres 279 hommes et consommatio (g/jour), biere apport en calcium, avec, KRAS*  mutations KRAS.
Netherlands de population 62 573 femmes. ndalcool et  (verres/semaine), vin apport linoléique, - Groupe II: - Association positive
Cohort Study  informatisés). - 578 des cas de boissons  (verres/semaine), tabagisme, cancer de colon avec la consommation
on diet and incidents de alcoolisées et spiritueux consommation totale avec KRAS de biére (RR : 3,48 ;
cancer CCR étaient lerisque de  (verres/semaine). d'alcool. - Groupe IlI: ICa95%:1,1-11,0).
(NLCS). disponibles CCR sans et cancer de
pour l'analyse avec des rectum avec
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moléculaire. mutations KRAS*
spécifiques du - Groupe IV :
géne KRAS. cancer de
rectum avec
KRAS-
- Hommes et
femmes
analysés
séparément.
Wark et al., Etude cas- Pays-Bas - 658 cas Non Associations - Aliments (g/jour) :  Sexe, age, énergie totale. - Groupe I: Pas de résultats
2006 (141) témoins (patients - 709 témoins  spécifiée entre produits laitiers, patients avec significatifs :
externes de 10 l'alimentation, viande rouge, thé KRAS* - Viande rouge OR =
hopitaux). le mode de - Macronutriments - Groupe I 1,70 (IC & 95 %, 0,94-
vie et les (g/jour) : graisses patients avec 3,09), risque
mutations alimentaires totales, KRAS potentiel, résultat non
KRAS. PUFA, MUFA, - Groupe IlI: statistiquement
protéines. témoins significatif
- Micronutriments - Matieres grasses
(mg/jour) : calcium, alimentaires totales
vitamine B2. OR =0,55(IC a95
%, 0,28-1,06)
-PUFAOR =0,58
(IC 95%, 0,31-1,10)
- Aucune différence
par rapport au risque
d'adénomes avec
KRAS muté n'a pu
étre détectée pour
d'autres facteurs.
Brink etal., Etude de Pays-Bas (204 -2948 membres Non Association  Viande (g/jour) : Age, sexe, indice de - Groupe I: - Pour les produits
2005 (155) cohorte: municipalités  d’une sous- spécifiée entre la viande fraiche totale, Quetelet, tabagisme, patients avec carnés, association
Netherlands ~ néerlandaises  cohorte. viande et les  beeuf, porc, viande  apport énergétique, KRAS positive montrée (RR
Cohort Study  avec registres  -608 cas mutations hachée, foie, poulet, antécédents familiaux de - Groupe II: pour le quartile
on diet and de population incidents de KRAS dans le autres viandes, CCR. patients avec d'apport le plus élevé
cancer informatisés).  cancer du cblon cancer produits carnés, G>Cor G>T vs le plus bas = 2,37 ;
(NLCS). et du rectum sporadique du poisson. activationdela 1Ca95%:0,75a
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étaient cOlon et du mutation KRAS 7,51 ; P =0,07)
disponibles rectum. - Groupe IlI: - Aucune association
pour l'analyse patients avec claire n'a été observée
moléculaire. G>A activation pour la viande fraiche
de la mutation  totale, les différents
KRAS. types de viande
- Groupe 1V: fraiche, les produits
patients avec carnés et le poisson.
KRAS.
Brink etal., Etude de Pays-Bas (204 - 3048 membres Non Association - Folate (ug /jour).  Age, sexe, IMC, - Groupe I: - Chez les femmes :
2005 (1) cohorte: municipalités  d’une sous- spécifiée entre le folate tabagisme, alcool, cancer du I'apport en folates
Netherlands néerlandaises  cohorte. alimentaire et viande fraiche, apport cblon, KRAS *  était associé a un
Cohort Study  avec registres (1,475 hommes les mutations énergétique, antécédents - Groupe II: risque accru de
on diet and de population et 1,573 spécifiques de familiaux de CCR, cancer du mutation KRAS G>T
cancer informatisés).  femmes). KRAS dans le vitamine C, fer, fibres.  cblon, KRAS et G>C (RR=2,69;
(NLCS). - 608 cas CCR. - Groupe I11: IC 95%, 1,43-5,09)
incidents de cancer de mais inversement
CCR étaient rectum, KRAS* associé a G>A (RR =
disponibles - Groupe 1V: 0,08;IC 95%, 0,01-
pour l'analyse cancer de 0,53)
moléculaire. rectum, KRAS". - Chez les hommes :
I'apport en folates
était associé a une
diminution du risque
de mutation KRAS
(RR=0,40; IC 95%,
0,17-0,89).
Brink etal., Etude de Pays-Bas (204 - 2948 membres Non Associations  Variables de Age, sexe, indice de - Groupe I: - Aucune association
2004 (119) cohorte: communes d’une sous- spécifiée entre l'apport matieres grasses Quetelet, tabagisme, cancer de avec la consommation
Netherlands avec registres  cohorte alimentaire de (g/jour) : apport énergétique, cblon, KRAS*  de graisses totales, de
Cohort Study  de population - 608 cas diverses - Graisse totale antécédents familiaux de - Group II: SFA et de MUFA
on diet and informatisés). incidents de graisses et des - SFA CCR. cancer de - Association positive
cancer CCR étaient mutations - MUFA colon, KRAS-  avec une
(NLCS). disponibles spécifiques de - PUFA - Group Il consommation élevée
pour l'analyse KRAS dans le - Acide linolénique cancer de de PUFA et d'acide
moléculaire. CCR. - L'acide linoléique. rectum, KRAS*  linoléique (RR pour 1
- Group IV: écart-type
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cancer de

rectum, KRAS".

d'augmentation
d'AGPI et d'acide
linoléique =1,21; IC
a95%, 1,05-1,41 ; et
1,22;1C a 95 %,
1,05-1,42).

Howsam et  Etude cas- Barcelone, Sous- Non Association  Différents types Age, sexe, IMC, apport - Groupe I: - L'exposition aux
al., 2004 témoins Catalogne, échantillon de  spécifiée entre le risque d'organochloreés : énergétique. KRAS mono-ortho PCB-28
(157) Espagne. cas (n = 132) et de CCR et - p,p’-DDE (faible, - Groupe I1: et PCB-118 augmente
de témoins I'exposition  moyen, élevé) KRAS* le risque de tumeur
hospitaliers (n = aux composés - a-HCH (faible, avec KRAS*
76) sélectionnés organochlorés moyen, élevé) -PCB-28 OR = 2,83
a partir d'une - PCB-28 (faible, (ICa95 %, 1,13-
étude cas- moyen, élevé) 7,06).
témoins plus - PCB-118 (faible, -PCB-118 OR =1,64
vaste. moyen, élevé). (ICa95 %, 0,67—
4,01).
Laso et al., Etude cas- Catalogne, - 246 cas Non Association - Fibre (g/jour) Non mentionés - Groupe I: les - Faible apport en
2004 (158) témoins Espagne. - 296 témoins  spécifiée entre I’apport - Folate (pg/jour) témoins vitamine E (OR=2,3
en - Vitamines A - Groupe II: ; 1C 95%, 1,2-4,6)

micronutrime
nts
spécifiques et
la mutation
KRAS dans le
CCR.

(ngfjour), B1
(mg/jour), D
(ngfjour), E
(mg/jour)

- Potassium
(mg/jour)

- Calcium (mg/jour)
- Fer (g/jour)

patients avec
CCR

- Groupe IlI:
patients avec
KRAS

- Faible apport en
vitamine D OR =2
(IC 95%, 1.1-4.2)

- Faible apport en
vitamine BLOR =2,5
(IC 95%, 1,2-5,1)

- Faible apport en
vitamine AOR =2,5
(IC 95%, 1,2-5,1)

- Faible apport en
folate OR =2 (IC
95%, 1.1-3.9)

- Faible apport en
fibres OR = 2,7 (IC
95%, 1,4-5,1)

- Faible apport en
calcium OR =2,3(IC
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495 %, 1,1-4,6)

- Faible apport en
vitamine AOR =2,5
(1C 95%, 1,2-5,1).

Slattery et Etude cas- Etats Unis: - 1836 cas Blanche, Association  -Légumes cruciféres Age, sexe. - Groupe I: Pas de résultat
al., 2002 (1)  témoins Californiedu - 1958 témoins  Afro- entre GSTM-  (élevé, intermédiaire, KRAS. significatif :
Nord, Utah, américaine, 1etNAT2et faible) - Groupe II: - Viande rouge OR =
Minnesota. Hispanique. lestumeurs  -Fréquence de KRAS + MSI 0,7 (IC 95%, 0,5-1,1)
du cbdlon. consommation de (microsatellite - Légume crucifére
viande rouge/jour instability) OR =0,7 (IC 95%
(<0,86, 0,86-3,5, -Groupe lll: ~ 0,5-1,2).
>3,5) KRAS + p53 +
MSI
Slattery et Etude cas- Etats Unis: - 1428 cas Blanche, Association - caffeine (low, Age. - Groupe I: - Pour le régime
al., 2001 témoins Californiedu - 2410 témoins  Afro- entre les intermediate, and patients avec alimentaire
(160) Nord, Utah, américaine, facteurs liés  high) KRAS* occidental, OR faible
Minnesota. Hispanique au modede - Western diet and - Groupe I =1,0,0R
vie et les prudent diet patterns patients avec intermédiaire = 1,2
mutations (low, intermediate, KRAS (IC a 95 %, 0,95-1,6)
KRAS dans and high). - Groupe I1I: les et OR élevé = 1,5 (IC
les tumeurs témoins a95%,1,2a1)9).
cancéreuses - Le modele de
du célon. régime prudent n'a
montré aucune
association claire.
Slattery et Etude cas- Etas Unis: - 1836 cas Afro- Associations - Matieres grasses Age, sexe, apport - Groupe I: Faibles niveaux
al., 2000 témoins Californiedu - 1958 témoins Americaine, entre l'apport alimentaires (/1000 énergétique, IMC, patients avec d’apport en légumes
(161) Nord, Utah, blanche, alimentaire et kcal) : matiéres activité physique, KRAS* OR=0,6(ICa9% %:
Minnesota. Hispanique. les mutations grasses, SFA, calcium alimentaire, - Group Il 0,4-0,9 ; p=0,01).
KRAS dans MUFA, PUFA, fibres. patients avec
les tumeurs  cholestérol KRAS
du célon. - Facteurs liés a - Group I les
I'insuline : témoins.

Glucides (g/1000
kcal), Céréales
raffinées
(portions/jour)
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- Facteurs de
méthylation de
I'ADN : folate
(mg/1000 kcal),
vitamine B6
(mg/1000 kcal),
méthionine (g/1000
kcal), alcool (g/jour)
- Détoxification
cancérigene:
légumes crucifeéres.

Kampman et Etude cas- Pays-Bas - 204 cas Caucasienne Associations - Aliments : viandes  Age, sexe, apport - Groupe I: - Protéine animale
al., 2000 témoins - 259 témoins entre le rouges totales, beeuf, énergétique total patients avec OR=15(IC95%:
(162) produit viandes KRAS* 1-2,1) pour le codon
animal et les  transformées, - Group Il: 12 maisOR =0,4 (IC
mutations des volailles, poissons, patients avec 95% : 0,2-1) pour le
codons 12 et produits laitiers KRAS codon 13
13 de KRAS - Nutriments : - Group Ill: les - Calcium OR=1,2
dans les matieres grasses témoins. (1C 95% : 0,9-1,6)
carcinomes  totales, SFA, pour le codon 12 mais
du célon. cholestérol, protéines OR=0,6 (IC95%:
totales, protéines 0,3-1,2) pour le codon
animales, calcium. 13.
O’Brien et Série de cas Norwich, 51 participants  Non Associations  Viande rouge Non mentionnés - Groupe I: Aucune corrélation
al, 2000 (163) Royaume-Uni. (26 hommes et  spécifiée entre les (g/jour) KRAS* entre les mutations
26 femmes). mutations - Groupe Il : KRAS et la
KRAS et la KRAS consommation de
consommatio viande rouge.
n de viande
chez les
patients
atteints de
CCR gauche.
Martinez et Série de cas Etats-Unis : 678 participants 96% étaient Associations - Matiéres grasses Age, sexe, apport - Groupe I: - Seul I'apport en
al, 1999 (164) région blancs. entre les totales, SFA, fibres  énergétique. KRAS* folate total était
métropolitaine variables alimentaires, viande - Groupe Il: associé a la mutation
de Phoenix, connues ou rouge, alcool (g/jour) KRAS KRAS ; par rapport
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Arizona.

suspectées
d'étre liées au
risque de
CCRetla
survenue de
mutations
KRAS dans
les adénomes
colorectaux.

- Calcium
alimentaire, calcium
total, folate
alimentaire, folate
total (mg/jour).

aux individus du
tertile inférieur, ceux
du tertile supérieur
avaient un risque 50
% plus faible d'avoir
une mutation KRAS
(OR=0,52;1Ca9%
% :0,30-0,88 ; p =
0,02).

Bautista et
al., 1997

(139)

Etude cas-
témoins témoins.

- 106 cas de
CCR étaient
disponibles
pour l'analyse
moléculaire.

Majorque.

Espagne, Tle de - 286 cas et 295 Non

spécifiée

Associations
possibles
entre les
facteurs
alimentaires
et la mutation
KRAS dans
les tumeurs
du CCR.

- Matiéres grasses
totales, PUFA,
MUFA, SFA

- Calcium

Age, activité physique,
nombre de repas, apport

calorique total ; les
graisses ont également
été ajustées pour le

calcium, et le calcium a

été ajusté pour les
AGMI.

- Groupe I
KRAS+

- Groupe Il :
KRAS-

- Group Il les
témoins

Un apport élevé en
calcium était associé
a une diminution du
risque de tumeurs
mutées par KRAS
(OR=0,36;ICa
95 % : 0,14-0,97)

- Aucune association
entre KRAS+ et
d'autres nutriments.

Abbreviations: ANOVA, analyse de la variance; APC, géne de la polypose adénomateuse coli; CCR, cancer colorectal; GST, glutathione S-transferase; GSTM-1: Glutathione S-

transferases mu form; HPFS: Health Professionals Follow-Up Study; HR, hazard ratio; IC, Intervalle de confiance ; IMC, Indice de masse corporelle, MUFA, acides gras mono-

insaturés; MSI, microsatellite instability; NAT, N-acetyltransferase; NAT2: N-acetyltransferase 2; NHS, Nurses’ Health Studies; NLCS, Netherlands Cohort Study on diet and

cancer; OR, odds ratio; PUFA acides gras poly-insaturés; RR, risque relatif; SFA, acides gras saturés.
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IV- Discussion de D’association entre les facteurs
nutritionnels et les mutations KRAS des cancers colorectaux
dans le monde

1- Associations entre les aliments et le statut mutationnel de
KRAS

Aliments a base d'acrylamide : les données épidémiologiques sur les effets de I'acrylamide
alimentaire restent rares, sans aucune preuve directe que I'apport alimentaire d'acrylamide est
associé a un risque de CCR (169-171). Cependant, des études expérimentales sur des rongeurs
ont conclu que I'acrylamide est cancérigéne et conduit a plusieurs tumeurs. In vivo, I'acrylamide
est oxydé en époxyde glycidamide qui forme des adduits avec les bases de I'ADN et provoque
des mutations (172). De plus, il a été démontré que I'exposition & I'acrylamide et au glycidamide
influence les niveaux d'hormones dans les cellules colorectales humaines, en augmentant
I'expression des génes impliqués dans la production d'hormones sexuelles, et en affectant la
capacité des tumeurs a échapper aux mécanismes de surveillance basés sur I'apoptose (173).
Ces études expérimentales ne concordent avec les résultats de Hogervorst que chez les hommes
(118). Le fait que les mutations KRAS chez la femme ne soient pas affectées par I'exposition &
I'acrylamide reste un mystére a élucider par des expériences prenant en compte I'hétérogénéité
tumorale et environnementale, notamment les différences hormonales entre les deux sexes.

Boissons alcoolisées : Dans une analyse regroupée de huit études de cohorte prospectives, le
risque de CCR était accru lorsque les niveaux de consommation quotidienne d‘alcool
dépassaient 30,0 g (174). Cela suggere qu'il existe une relation dose-effet entre la
consommation d'alcool et le CCR. Ainsi, des niveaux plus élevés de consommation quotidienne
d'alcool peuvent entrainer des mutations génétiques (175). En effet chez les gros
consommateurs d'alcool ou les consommateurs chroniques, les mécanismes liés a la
tumorigenése colorectale ont été observés. Parmi ces mécanismes, on peut citer les dommages
cellulaires associés a I'éthanol et a ses métabolites, en particulier I'acétaldéhyde qui peut casser
et endommager I'ADN conduisant a des mutations permanentes dans les séquences d'’ADN ; et
induisent la formation d'espéces réactives de l'oxygene par la voie du cytochrome (176). Cela
signifie que les études chez les gros consommateurs peuvent clarifier I'association entre les

boissons alcoolisées et les mutations KRAS dans le CCR. Pour des niveaux de consommation
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d'alcool modérés, comme dans les études analysées dans cette revue systématique, il existe un
certain risque de développer des tumeurs colorectales mais éventuellement par des mécanismes

autres que ceux a l'origine des mutations KRAS.

Produits laitiers : dans une revue systématique concernant les pays du Moyen-Orient et
d'Afrique du Nord (région MENA), et focalisant sur I’association entre les produits laitiers et
CCR, certaines études ont indiqué que les produits laitiers étaient un facteur de protection pour
le CCR et d'autres les considéraient comme un facteur de risque (84,177). Les preuves
épidémiologiques contradictoires liées aux produits laitiers pourraient s'expliquer par la double
nature potentielle de ces aliments. En effet, les produits laitiers contiennent naturellement du
calcium qui peut jouer un rdle dans la prévention de la cancérogenése (178). En plus, le calcium
est considéré comme un agent chimiopréventif potentiel qui réduit le cancer du cblon en se liant
a certaines substances (acides biliaires et acides gras libres) dont I'effet est toxique sur les
cellules épithéliales coliques ; et en induisant la différenciation cellulaire lorsqu'elle pénétre a
l'intérieur de ces cellules (179). D'un autre coté, les produits laitiers peuvent également contenir
des graisses, des hormones et des facteurs de croissance, qui peuvent favoriser la croissance
tumorale (180). Par conséquent, cette composition compliquée des produits laitiers peut

expliquer l'incohérence des résultats épidémiologiques trouvée dans cette revue systématique.

Fibres : Une revue de toutes les méta-analyses publiées sur l'association entre les fibres
alimentaires et le cancer colorectal a conclu que la consommation élevée de fibres peut
bénéficier d'une réduction de I'incidence de développer un CCR (181). Apparemment, une
teneur élevée en fibres a de nombreux réles, notamment la dilution et la liaison des
cancérogenes potentiels ainsi que la réduction du temps de transit (182). Par conséquent, il
n'était pas surprenant de constater que les fibres alimentaires étaient significativement associées
a un risque réduit de tumeurs rectales dans I'ensemble, ainsi qu'a un risque réduit de mutations
tumorales KRAS (152,158).

Fruits et légumes : Les fruits et légumes contiennent de nombreux nutriments et composes
phytochimiques qui ont des propriétés antioxydantes, antimutagenes et anticancérigénes
(183,184). La relation entre la consommation de fruits et Iégumes et le faible risque de statut
mutationnel KRAS peut étre due a leur richesse en fibres et en certains composés bioactifs tels

que les flavonoides, qui sont capables d'inhiber la formation de composeés nitrosés (185). Ces

76



derniers sont capables d'induire une alkylation de la base guanine, qui, si elle n'est pas réparée,

peut conduire & des transitions de base G a A (186).
Viande (Poisson, viande rouge et blanche) :

Poisson : Bien que I'on ait longtemps cru que les acides gras n-3 (plus connus sous le nom
d'acides gras oméga-3), qui sont présents a des niveaux élevés dans le poisson, sont capables
de prévenir la cancérogenese par de multiples voies (187,188), un nombre de plus en plus élevé
d’études ont montré des résultats contradictoires sur 1’association entre les acides gras oméga-
3 et la prévention du cancer. En fait, une réanalyse des recherches antérieures a suggéré qu'il
n'y aurait peut-étre pas de réduction du risque de cancer aprés tout (189), ou que I'association
entre les poissons et le CCR est tres faible avec une absence d’une relation dose-effet linéaire
et une différence selon le sexe et les pays (190). Les études génétiques de cette revue confirment

les résultats antérieurs en ne montrant aucun effet mutagene ou protecteur des poissons.

Viande rouge : Des études ont montré que la viande rouge est fortement associée a une
augmentation du risque de CCR d'environ 20 % lorsque la consommation est aux alentours de
150 g/j (85,191,192). La viande rouge au barbecue ou la viande préparée a haute température
peuvent étre d'importantes sources de composés mutagenes et cancérigenes, tels que les amines
hétérocycliques (193) et les promoteurs de tumeurs (194). La consommation de viande rouge
peut augmenter le risque de cancer du c6lon en induisant la production endogéne de composés

N-nitrosés et de leurs précurseurs, ce qui peut induire des mutations KRAS (195,196).

Dans I'étude de cohorte prospective de Brink et al., I'absence d'association entre la viande
fraiche et le risque de cancer du c6lon ou du rectum avec des mutations KRAS pourrait étre due
a la faible teneur attendue en cancérogénes dans les préparations de viande fraiche consommées
par les participants dans cette étude, et aussi au manque de corrélations entre la préparation de

la viande et la quantité de viande fraiche consommée (155).

Viande blanche : Les études épidémiologiques montrent généralement qu'il n'y a pas
d'association entre la consommation de viande blanche et le risque de CCR (197). Cependant,
Kampman et al. ont suggéré que les tumeurs du cdlon avec des mutations des codons 12 et 13
KRAS sont liées difféeremment a la consommation de volaille (162). Des études biologiques

réalisées in vitro sont nécessaires pour élucider ces résultats contradictoires.
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Composeés organochloreés : Une seule étude a traité ce sujet avec un petit échantillon (157).
Les résultats restent donc générateurs d'hypotheses, et d'autres études sont nécessaires pour
répondre aux questions concernant l'association entre les mutations KRAS et les composés

organochlorés.

2- Associations entre les nutriments et le statut mutationnel de
KRAS

Protéines animales : Dans les études animales et in vitro, un régime riche en protéines pourrait
endommager I'ADN des colonocytes et diminuer I'épaisseur de la muqueuse colique (198),
néanmoins les données épidémiologiques restent controversées. Deux études de cette revue
systématique s'accordent sur une association positive possible entre les protéines animales et la
mutation KRAS+ (152,162). Cependant, une méta-analyse portant sur 8187 cas a conclu qu'il

n'y avait aucune relation entre les protéines animales ou végétales et le risque de CCR (198).

Calcium : Les études chez I'animal ont indiqué un effet protecteur du calcium alimentaire, qui
lie les acides biliaires dans la lumiére intestinale, inhibant leurs effets prolifératifs et
cancérigénes (199,200), et réduit le nombre de mutations dans le géne KRAS du rat (201). En
outre, une méta-analyse récente comprenant 14 études de cohorte et 15 études cas-témoins,
suggere que des apports plus élevés de calcium alimentaire peuvent aider a réduire l1égérement
le risque de CCR (202).

Fer héminique : dans une méta-analyse de cing études prospectives, le risque relatif de cancer
du cblon était de 1,18 (IC a 95 % : 1,06-1,32) pour les patients ayant la catégorie la plus élevée
d'apport en fer héminique par rapport a ceux de la catégorie la plus faible (203). Le fer
héminique et ses produits métaboliques peuvent augmenter le taux de mutation global et
favoriser des mutations ponctuelles spécifiques dans I'ADN du tissu colique. Par exemple, il a
été démontré que I'neme catalyse la formation endogéne de composés N-nitrosés (204,205).
Ces métabolites induisent des transitions G>A dans une variété de genes, y compris KRAS, a

la fois dans des études sur des rongeurs et des études in vitro (206).

Graisse : L'association entre les graisses alimentaires totales, y compris les constituants des
graisses tels que les graisses saturées, les graisses monoinsaturées, les graisses polyinsaturées

et le cholestérol, et le risque de CCR a été évaluée dans de nombreuses études
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épidémiologiques. Les résultats ont généralement été mitigés (207). Dans notre revue, nous
notons le méme constat concernant les mutations KRAS : alors que certaines études ont rapporté
des associations positives, plusieurs études ont observé des associations nulles ou inverses. Il
est a noter que certaines études récentes ont souligné le potentiel cancérigéne des graisses (82).
La principale hypothése soutenant un effet possible des graisses sur le risque de CCR est basée
sur l'effet intraluminal des produits de digestion des graisses. En fait, la graisse peut favoriser
les dommages cellulaires du c6lon en augmentant I'excrétion d'acides biliaires et d'acides gras

dans la lumiere colique (208).

Vitamines : Les vitamines B sont essentielles pour la méthylation de I'ADN et la biosynthése
des nucléotides. Un apport alimentaire adéquat de ces vitamines a déja été lié a un risque plus
faible de cancer du c6lon (209). L'acide folique, une vitamine du complexe B hydrosoluble (B9)
est la plus étudiée et la plus controversée. En fait, la relation entre I'apport en folate ou ses taux
sanguins et les paramétres moléculaires colorectaux semble étre assez complexe. Les études
incluses dans la présente revue systématique ont montré des résultats incohérents qui peuvent
différer selon le sexe, la position de la tumeur, la concentration d'acide folique et le type de
mutations KRAS. Il existe des preuves d'un « double rdle » du folate dans la cancérogenése, le
folate pouvant prévenir les cancers précoces mais causer des dommages si les Iésions se sont
formées (210). Malgré cet effet, des études épidémiologiques ont montré que des niveaux
réduits de folate peuvent étre un facteur de risque pour le développement d'une mutation KRAS,
en particulier parce que le folate est une coenzyme importante pour la méthylation et la synthese
de I'ADN. Toutefois, une méta-analyse de 27 articles a montré une réduction de I'estimation du
risque relatif de 0,85 (IC & 95 %, 0,74-0,99) en comparant une supplémentation faible a élevée
en acide folique (211). L'absence de preuves épidémiologiques cohérentes concernant I'apport
en acide folique ou ses taux sanguins et le statut mutationnel KRAS suggére que davantage de
travail est encore nécessaire pour délimiter pleinement I'influence de ce nutriment sur les sous-

types moléculaires de CCR.

Vitamine D : I'association inverse constante et significative entre la vitamine D et le risque de
CCR a été soutenue par des études expérimentales, qui ont démontré que la vitamine D réduit
la prolifération, I'inflammation et l'angiogenése, stimule la différenciation et I'apoptose et
renforce le systtme immunitaire (212). Une méta-analyse récente incluant 15 études dans 14

pays a obtenu un résultat important : avoir une concentration de 25(OH)D > 35 ng/ml a été
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associée a un risque de cancer colorectal de prés de 40 % inférieur par rapport a une
concentration 25(OH)D < 15 ng/ml (213).

En résumé, la présente revue systématique des études épidémiologiques axées sur les
associations entre les facteurs nutritionnels et les mutations KRAS dans le CCR a révélé qu'il
n'y avait pas d'association entre la consommation de poisson, de vitamine C, de café et de thé
et le statut de mutation KRAS dans le CCR. 1l a été démontré que des niveaux élevés de protéines
animales, d'aliments contenant de I'acrylamide et de faibles niveaux de consommation de
vitamine A sont associés a un risque accru de tumeurs du CCR avec des mutations KRAS.
Cependant, concernant les boissons alcoolisées, les produits laitiers, les fibres, les fruits et
légumes, la viande rouge, le calcium, le fer héminique, les graisses et la vitamine B, des résultats
incohérents et contradictoires ont été trouvés entre ces facteurs nutritionnels et des mutations
spécifiques KRAS dans le CCR.

Ces incohérences peuvent s'expliquer par la force des preuves, qui variait considérablement
selon la conception de I'étude. Bien que les études cas-témoins aient été plus susceptibles de
trouver une association significative entre un facteur nutritionnel d'intérét et les mutations
KRAS, ces associations significatives ne se sont pas reportées aux études de cohorte, qui sont
considérées comme ayant une conception plus solide avec un niveau de preuve plus élevé, sans
limites connues des études cas-témoins. Les résultats incohérents des études épidémiologiques
sur les mutations KRAS dans le CCR et les facteurs nutritionnels peuvent également étre dus a
la petite taille des échantillons dans plusieurs études, & de manque de précision de mesure des
variables nutritionnelles et certaines variables confusionnelles. De plus, certaines études
concluent que le codon 12 a une association préférentielle par rapport au codon 13, ce qui
montre que dans un méme géne, la susceptibilité aux mutations par les nutriments peut varier,
rendant l'association géne-nutrition trés complexe. Parallélement a ces considérations, les
associations entre le régime alimentaire et le statut mutationnel de KRAS peuvent étre difficiles
a confirmer dans les études épidémiologiques qui ont utilisé des questionnaires pour évaluer
I'exposition. De telles évaluations peuvent ne pas étre suffisamment sensibles pour détecter des
associations ; I'évaluation biologique de nutriments spécifiques supposés affecter les mutations

KRAS dans les fluides corporels ou les échantillons de tissus peut étre plus appropriée.
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3- Conclusion

Certains résultats épidémiologiques sur I'alimentation et les mutations KRAS dans les tumeurs
colorectales étaient trés incohérentes et contradictoires ; d'autres étaient homogénes, en
particulier pour le poisson, les vitamines C et E, le café, le thé, les protéines animales, les
aliments a base d'acrylamide et la vitamine A. D'autres études plus robustes de type cohorte
prospective sur les associations épidémiologiques entre 1’alimentation et les mutations KRAS
sont nécessaires. En outre, il est impératif de mener des recherches sur la maniére la plus
efficace de mettre en ceuvre ce qui est déja connu sur les choix nutritionnels sains, afin de

réduire le risque de CCR et d'autres cancers liés a I'alimentation chez la population générale

81



Chapitre 3 - Association entre les
acides gras et les mutations KRAS des
CCRs au Maroc

(Article 2)
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Nous allons nous contenter dans ce chapitre de 1’étude de 1’association entre les graisses et les
mutations Kras dans le CCR au Maroc. Les autres facteurs nutritionnelles et/ou nutriments ne
seront pas traités dans le cadre de cette thése. Mais avant de présenter le détail concernant cette
étude, nous allons exposer dans un premier temps un rappel de 1’étude cas témoins globale
nationale sur « les facteurs de risque comportementaux, nutritionnels et génétiques des CCRs
au Maroc », a partir de laquelle cette étude de série de cas a été élaborée. Le détail concernant
I’étude « des facteurs de risque comportementaux, nutritionnels et génétiques des CCRs au

Maroc » a laquelle nous avons participé a été déja publié (214).

I- Rappel de I’étude cas-témoin nationale globale
«Facteurs de risque comportementaux, nutritionnels et
genetiques des CCRs au Maroc »

Avec 3032 sujets répartis en 1516 cas et 1516 témoins, I’étude Cas-Témoins portant sur le CCR
a été réalisée par le Laboratoire d’Epidémiologie et Recherche en Sciences de la Santé en
collaboration avec la Société Marocaine des Maladies de 1’ Appareil Digestif (SMMAD) et la
Fondation Lalla Salma de Lutte contre le Cancer, est sans doute la plus large étude
épidémiologique sur les CCR au Maroc qui a traité plusieurs volets de recherche s’intéressant

aux facteurs de risques comportementaux, nutritionnels et génétiques liés au CCR.

1- Schéma de I’étude cas-témoins globale

Il s’agit d’une étude cas-témoin multicentrique appariée sur 1’dge, le sexe et le centre de
recrutement. Elle a été réalisée entre septembre 2009 et février 2017 dans cing grands hopitaux
universitaires (CHU) : Hassan Il de Fes, Ibn Rochd de Casablanca, Ibn Sina de Rabat,
Mohammed VI d'Oujda, Mohammed VI de Marrakech.

2- Population de I’étude cas-témoins globale

<> Pour les cas : ce sont des patients dont 1’inclusion a 1’étude a été faite au moment de
laconfirmation histopathologique de leur diagnostic de CCR (ou pas plus de trois mois aprés
le diagnostic), et qui n'avaient pas encore commencé un protocole thérapeutique
(chimiothérapie, radiothérapie, hormonothérapie ou chirurgie) au moment de I'inclusion.

D’autres critéres d’inclusion et d’exclusion ont été considérés dans cette étude.

Les critéres d’inclusion : Age : 18 ans et plus au moment du diagnostic ; Sexe : Tout sexe

confondu.

83



Les critéres d’exclusion : Patients sous traitement palliatif ; Patients grabataires ou confinés
dans leurs lits ou chaises ; Patients ayant déja regu une chimiothérapie ou une radiothérapie ou
une hormonothérapie ou un autre traitement médical spécifique du cancer ; Patients sous régime
alimentaire quel que soit la maladie ; Patients avec probléme psychiatrique, avec un trouble
cognitif ou trouble alimentaire.

Chaque cas a été apparié avec un témoin selon I'age (= 1 a 5 ans), le sexe et le centre de
recrutement.

<> Pour les témoins : Ce sont des sujets qui ne sont pas atteints de CCR et qui ont été
recrutés dans des services autres que les services d’oncologie : Médecine interne, traumatologie,
ophtalmologie, ORL, urgences ou des visiteurs.

Les critéres d’exclusion : Atteinte de CCR ou autre type de cancer ; Etre sous régime

alimentaire quel que soit la maladie (diabéte, hypertension et maladies cardiovasculaires).

Les cas ont été recrutés dans le milieu hospitalier, plus précisément dans les centres d’oncologie
des différents centres d’étude. Quant aux témoins, ils étaient recrutés dans le méme milieu

hospitalier dans des services différents ou parmi les visiteurs.

3- Taille de I’échantillon de I’étude cas-témoins globale

L'estimation de la taille de I'échantillon était basée sur la consommation de viande rouge comme
I'une des principales expositions d'intérét.

La taille de I'échantillon a été calculée a I'aide de la formule ci-dessous spécifique aux études
cas-témoins appariés individuellement (215), en considérant une erreur de type | (Cronbach
alpha) égale a 5 %, une puissance statistique de 90 % (beta= .10), et une différence minimale

en termes de risque de 43 % comme rapporté par le rapport WCRF/AICR (216).

m=[Za/ 2 + 2 JF=5) |2 /(P -1/ 2)°
- M : est le nombre de paires discordantes.
- Za est la valeur de Z correspondant a o (risque de premiére espéce) pour une situation
bilatérale ; o choisi en fonction du degré de confiance (1-o) désiré ; ici 95% ;

P =y /(1+y ) ~ R /(1+ R) avec y étant I’OR et R représentant le RR

Le nombre de paires requis pour I'étude était de 1496, soit 1496 cas et 1496 témoins.
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4- Caractéristiques de la population de I’étude cas-témoins
globale

En février 2017, nous avons recruté 2966 participants (1483 cas et 1483 témoins) considérés
comme éligibles et inclus dans notre étude.

Le tableau 11 montre les variables sociodémographiques et les facteurs liés au mode de vie
parmi les cas et les témoins qui ne différaient pas significativement en ce qui concerne I'age
(p=0,36), le sexe (p=0,51), le centre (p=0,99), I'état matrimonial (p=0,30) et I'utilisation d’AINS
(p=0,08). Cependant, les participants du groupe témoin étaient significativement plus instruits

et moins susceptibles d'avoir des antécédents familiaux de CCR que les cas.

Tableau 11 Principales caractéristiques des cas et des témoins dans I'étude Cas-Témoins

globale (5).
Caractéristiques Cas (N=1483) Témoins (N=1483) p
Variables d’appariement
Age au recrutement (années), 56,45 (13,98) 55,51 (13,73) 0,36
moyenne (écart-type)
Sexe, n (%)
Femmes 746 (50,30) 746 (50,30) 0,51
Hommes 737 (49,69) 737 (49,79)
Centre, n (%)
Rabat 482 (32,50) 482 (32,50) 1,00
Marrakech 27 (1,82) 27 (1,82) 0,99
Fés 241 (16,25) 241 (16,25) —
Oujda 251 (16,92) 251 (16,92) —
Casablanca 480 (32,36) 480 (32,36) —
Caractéristiques générales
Résidence, n (%)
Urbain 1021 (68,84) 1117 (75,32) 0,001
Rural 462 (31,15) 366 (24,67) —
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Etat matrimonial, n (%)

Célibataire 142 (9,57) 146 (9,84) —
Marié (e) 1128 (76,06) 1138 (76,73) 0,30
Divorcé (e) 47 (3,16) 59 (3,97) —
Veuf (ve) 166 (11,19) 140 (9,44) —
Niveau d'éducation, n (%)
Analphabeéte 936 (63,11) 748 (50,43) —
Primaire 281 (18,94) 276 (18,61) 0,001
Secondaire 178 (12,00) 271 (18,27) —
Supérieur 88 (5,93) 188 (12,67) —
Niveau de revenu (dirham
marocain), n (%)
<2000 1216 (81,99) 1061 (71,54) —
2000-5000 208 (14,02) 299 (20,16) 0,001
>5000 59 (3,97) 123 (8,29) -
Antécédents familiaux de
cancer colorectal, n (%)
Oui 83 (5,59) 12 (0,80) 0,001
Non 1400 (94,40) 1471 (99,19) —
Utilisation réguliére antérieure d'anti-inflammatoires non stéroidiens, n (%6)
Oui 105 (7,08) 126 (8,49) 0,08
Non 1378 (92,91) 1357 (7,50) —
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II- Description de I’étude de série de cas nichée dans
I’étude cas-témoins globale

L’objectif principal de I’étude sur le volet génétique était d’explorer I’association possible entre

certains facteurs nutritionnels et certains biomarqueurs moléculaires chez las cas de CCR.

Cette étude a consisté a recueillir rétrospectivement les échantillons tumoraux des cas
préalablement inclus dans I’étude cas-témoin nationale globale. Ces échantillons ont permis
I’analyse des données moléculaires relatives a certains biomarqueurs intervenant dans le

processus carcinogéne du CCR.

1- Schéma de I’étude

11 s’agit d’une étude de série de cas nichée dans I’étude Cas-Témoin globale. La collecte des
échantillons tumoraux s’est déroulée entre février 2016 et juillet 2017 dans les services
d’anatomopathologie des 4 centres hospitaliers universitaires au Maroc : CHUs de Casablanca,
Oujda, Rabat et Fes.

2- Population de I’etude

Parmi les cas inclus dans I’étude cas-témoin globale, seuls étaient inclus dans ce volet
génétique : les patients dont la biopsie utilisée pour de diagnostic ou la piece chirurgicale
prélevée au moment de la chirurgie était disponible et les patients dont les données
nutritionnelles ont été bien renseignées au moment de leurs inclusions.

Il a été exclu de cette étude, les patients atteints de CCR héréditaire. Les patients avec un CCR
héréditaire ont des mutations germinales déja présentes des la naissance. Or, dans notre étude,
on cherche des mutations somatiques qui sont probablement liées a la nutrition.

3- Recueil des données

Les données ont été recueillies dans 4 centres hospitaliers universitaires marocains au moyen
d'entretiens en face-a-face menés par des enquéteurs formés a cet effet. Tous les participants
nouvellement diagnostiqués (pas plus de 3 mois aprées la confirmation histologique) ont été
invités a répondre, au moment de leurs inclusions & 1’étude nationale cas-témoin globale, & des

questionnaires sur les sections suivantes :
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3-1 Données sociodémographiques et comportementales

Section 1 - caractéristiques sociodémographiques : incluant I'age; le sexe; le centre de
recrutement (Rabat, Marrakech, Fes, Oujda et Casablanca) ; la résidence (urbaine et rurale); la
profession (employé, retraité, sans emploi, femme au foyer et étudiant); I’état matrimonial
(célibataire, marié, divorcé ou veuf) ); le niveau d'éducation (analphabéte, primaire, secondaire
et supérieur); le niveau de revenu (<2000 MAD [dirham marocain], 2000-5000 MAD, >5000
MAD) ; et le type d'habitat (habitats luxueux, nouvelle médina, bidonvilles, habitat moderne et
ancienne médina.

Section 2 - données cliniques : incluant le type de cancer ; la date de la biopsie ; le stade du
cancer ; le patient opéré ou non et les date et type de chirurgie) ; les antécédents familiaux de
CCR chez les parents du premier et du deuxieme degré ; et l'utilisation d'anti- inflammatoires
non stéroidiens (AINS).

Section 3 - Consommation de substances telles que : I'alcool et la cigarette.

La consommation d'alcool a été divisée en 2 catégories : n’ayant jamais consommé de I’alcool
et consommateurs actuels. Les consommateurs actuels ont été invités a préciser la quantité et la
fréquence de consommation des 5 types de boissons alcoolisées proposées (vin rouge, vin blanc,
vin rose, whisky et vodka). Le statut tabagique a été défini selon le Guide de I'Union
internationale contre la tuberculose et les maladies pulmonaires. Les répondants ont été définis
comme des fumeurs actuels (fumeurs quotidiens et occasionnels) s'ils fumaient au moment de
I'enquéte et avaient fumé plus de 100 cigarettes au cours de leur vie. lls étaient définis comme
ex-fumeurs s'ils avaient fumé plus de 100 cigarettes au cours de leur vie mais avaient arrété de
fumer 3 mois au mois au moment de I’inclusion dans I'étude ; et ils étaient définis comme
n'ayant jamais fumé s'ils n'avaient jamais fumé ou avaient fumé moins de 100 cigarettes au
cours de leur vie. Ainsi, le statut de fumeur a été divisé en 3 catégories : n'ayant jamais fumé,
ex-fumeurs et fumeurs actuels (217).

Section 4 - les niveaux d'activité physique : indiquent le temps moyen que les participants
ont consacré aux activités suivantes au cours de l'année précédant le moment de I’inclusion
dans I’étude : activité physique au travail, trajet aller-retour & la maison et activités récréatives.
Selon le Global Physical Activity Questionnaire (GPAQ Analysis Guide), le nombre d'heures
par semaine consacrées & chaque activité a été multiplié par la dépense énergétique
correspondante, comme score d‘activité physique exprimé en minutes MET par semaine.

« MET » est I’acronyme de la dénomination anglaise « Metabolic Equivalent of a Task » ou «
équivalent métabolique d’une tache ». Cette valeur représente donc I’impact métabolique de
lactivité. Plus I’intensité de I’activité sera grande et plus la valeur MET sera élevée. Une valeur
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MET de 1 fait référence a un corps au repos. Une activité physique d’intensité modérée
correspond & une valeur MET comprise entre 3 et 6.

L'activité a été classée en 3 catégories : intensité faible (<600 MET-minutes par semaine),
intensité modérée (600-3000 MET-minutes par semaine) et intensité vigoureuse (>3000 MET-
minutes par semaine).

Section 5 - les mesures anthropométriques : incluent la taille et le poids actuel au moment
de I'enquéte qui ont été extraites des dossiers médicaux, alors que toutes les mesures antérieures
(avant I'apparition des symptdmes), ont été auto-déclarées.

Les mesures anthropométriques ont également été évaluées et définies conformément aux
recommandations mondiales pour la santé de I'Organisation mondiale de la sant¢ (OMS)

(Global Recommendations on Physical Activity for Health).

3-2- Données nutritionnelles

Les données alimentaires ont été obtenues a I'aide d'un questionnaire semi-quantitatif validé de
fréquence alimentaire (FFQ) qui a été développé pour évaluer I'apport alimentaire dans la
population marocaine (220). Il a été inspiré du Global Allergy and Asthma European Network
(GA2LEN) (221) et validé selon le contexte marocain. Il comprend 255 aliments y compris les
aliments marocains traditionnels et répartis en 32 groupes suivants : (1) pain, (2) petit-déjeuner
aux céréales, (3) couscous (l'un des aliments de base traditionnels de la cuisine des pays du
Maghreb préparé a partir de semoule de blé dur), ( 4) pates, (5) gateau, (6) riz, (7) sucre, (8)
bonbons sans chocolat, (9) chocolat, (10) huile végétale, (11) margarine et graisse végétale,
(12) beurre et graisse animale, (13) fruits secs, (14) légumineuses, (15) légumes, (16) pommes
de terre, (17) fruits, (18) jus, (19) boissons non alcoolisées, (20) café/thé, (21) biere, (22) vin,
(23) autres boissons alcoolisées, (24) viandes rouges et viandes transformées, (25) volaille, (26)
sekat (abats et cervelle), (27) poisson, (28) ceufs, (29) lait de vache/ soja, (30) fromage, (31)
autres produits laitiers, et (32) aliments divers.

Les participants ont enregistré leur consommation alimentaire de I'année précédente avant
I'entretien. La fréquence de consommation a été classée en 8 catégories différentes (jamais, 1-
3 fois par mois, une fois par semaine, 2-4 fois par semaine, 5-6 fois par semaine, une fois par
jour, 2-3 fois par jour, et >4 fois/jour). Concernant les aliments saisonniers, les participants ont
été invités a répondre a la question en fonction des apports pendant les périodes/saisons ou ces
aliments sont disponibles. L'apport quotidien des aliments a ensuite été calculé en fonction du

nombre de mois par an pendant lesquels chaque aliment saisonnier était disponible.
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Les apports nutritionnels et énergétiques ont été calculés en multipliant les apports quotidiens
de chaque aliment par la teneur en nutriments et en calories (pour 100 g) de tous les aliments
en utilisant une table marocaine de composition des aliments mise & jour en 2020 (222).

Les types de matiére grasse étudiés étaient les acides gras qui sont des composants importants
des lipides dans les plantes, les produits animaux. Un acide gras est constitué d'une chaine droite
d'un nombre pair d'atomes de carbone, avec des atomes d'hydrogene le long de la chaine et a
une extrémité de la chaine et un groupe carboxyle (—COOH) a l'autre extrémité (223). Les

acides gras sont classés de point de vue biochimique en :

o Acides gras saturés (SFA), qui ne possedent aucune double liaison ;

o Acides gras monoinsaturés (MUFA) qui possédent une seule double liaison ;

« Acides gras polyinsaturés (PUFA) qui possedent plusieurs doubles liaisons.
Les apports individuels moyens en matiéres grasses (matiere grasse totale, PUFA, MUFA et
SFA) par jour ont été calculés en utilisant la méme table de composition alimentaire marocaine
informatisée. Prenons comme exemple, I’extraction de la teneur en SFA a partir de la table
alimentaire. Dans cette table, les catégories d’aliments sont désignées par la lettre q (91, 92, 93,
...... , q32), alors que les aliments qui représentent les sous-groupes sont désignés par la lettre
p. Exemple : Dans le groupe g1 du pain, on trouve les sous-groupes suivants : (q1pl : tout type
de pain ; qlp2 : pain complet (blé dur) ; g1p3: pain blanc; qlp4 : pain de zouane (Seigle) ;
g1p5 : mllaoui/rghaif/mssemen/batbout/matlouaa ; qlp6 : pain de smida/harcha (Semoule) ;

qlp7 : pain fait maison ; q1p8 : autres types de pain.

En se basant sur I’apport alimentaire en g/jour de tous les aliments présents dans la table, on
peut déduire celui d’un nutriment en multipliant la quantité de 1’aliment consommé par la teneur

en nutriment concerné.

Le calcul de la quantité de SFA présente dans la catégorie gl (pain), par exemple, se fait de la

maniere suivante :

- Quantité de SFA dans g1pl : (SFA_glpl) = Qlpl *0.76 /100.

- Quantité de SFA dans q1p2 : (SFA_glp2) = Q1p2 * 0.81 /100.

- Quantité de SFA dans q1p3 : (SFA_q1p3) = Q1p3 * 0.64 /100.

- Quantité de SFA dans glp4 : (SFA_glp4) = Q1lp4 * 0.2 /100.

- Quantité de SFA dans q1p5 : (SFA_qg1p5) = Q1p5 * 0.2 /100.

- Quantité de SFA dans q1p6 : (SFA_glp6) = Q1pl * Q1p6 * 3 /100.
- Quantité de SFA dans g1p7 : (SFA_glp7) = Q1p7 * 0.5 /100.
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- Quantité de SFA dans q1p8 : (SFA_q1p8) = Q1p8 * 0 /100.

La somme de toutes ces valeurs (exclusion faite pour la téte du groupe) indique I’apport en
SFA exprimé en g/jour pour cette catégorie. En procédant ainsi pour les autres catégories, la

formule finale devient :

Quantité en SFA totale = Somme (SFA_q1p2, SFA_qlp3, SFA_qlp4, SFA_qlp5,
SFA_qlp6, SFA_qglp7, SFA_qlp8, SFA_q2p2, SFA_q2p3, SFA_q2p4, SFA_q2p5,
SFA_q2p6, SFA_g3pl, SFA_qg3p3, SFA_g3p5, SFA_g4p2, FA_g4p5, SFA_g5p2,
SFA_q5p3, SFA_qg5p4, SFA_qg5p5, SFA_g5p6, SFA_g5p10, SFA_g5pl1, SFA_g5pl2,
SFA_q5p13, SFA_g6p2, SFA_q6p4, SFA_q7pl, SFA_q7p2, SFA_q7p3, SFA_q8p2,
SFA_q8p3, SFA_g8p5, SFA_q9p1, SFA_q10p1, SFA_ql0p2, SFA_ql10p3,SFA_q10p4,
SFA_q10p5, SFA_q11p2, SFA_q11p3, SFA_qllp4, SFA_qllp5, SFA_ql2p4, SFA_ql3p2,
SFA_q13p3, SFA_ql13p4, SFA_q13p5,SFA_q13p6, SFA_q13p7, SFA_q13p8,SFA_ql4p2,
SFA_q14p3, SFA_ql4p4, SFA_ql4p5,  SFA_ql4p6, SFA_ql4p7, SFA_ql4p8,
SFA_q15p2, SFA_q15p3, SFA_q15p4, SFA_q15p5, SFA_q15p6, SFA_ql5p7,
SFA_q15p8, SFA_ql15p9, SFA_qgl5pl0, SFA_ql5pll, SFA_qgl5p12, SFA_ql5p13,
SFA_q15p14, SFA_ql5p15, SFA_ql5pl6, SFA_q15p17, SFA_ql5p18, SFA_ql5p19,
SFA_q15p20, SFA_q15p21, SFA_q15p22, SFA_q15p23, SFA_q15p24, SFA_q15p25,
SFA_q15p26, SFA_q15p27, SFA_q15p28, SFA q15p29, SFA q15p30, SFA q15p31,
SFA_q15p32, SFA_q15p33, SFA_q16p2, SFA_ql6p3, SFA_ql6p4, SFA_ql6p6,
SFA_ql6p7, SFA_ql6p8, SFA _ql7p2, SFA_ql7p3, SFA_ql7p4, SFA_ql7p5,SFA_ql7p7,
SFA_ql17p8, SFA_ql7p9, SFA_ql7pl0, SFA_q17pll, SFA_qgl7pl2, SFA_ql7pl3,
SFA_q17pl4, SFA_q17p15, SFA_ql7pl6, SFA_ql7pl7, SFA_ql7pl8, SFA_ql7pl9,
SFA_q17p20, SFA_q17p21, SFA_ql17p22, q17p23, q17p24, q17p25, q17p26, ql7p27,
SFA_q18pl, SFA_ql18p2, SFA_ql18p3, SFA_gl19pl, SFA_q19p3, SFA_q20p2, SFA_q20p3,
SFA_q20p4, SFA_q20p5, SFA_q21p1, SFA_q22pl, SFA_q24p2,SFA_q24p3, SFA_q24p4,
SFA_Qq24p5, SFA_q24p6, SFA_q24p7, SFA_q24p8, SFA_g24p10, SFA_q24pl1,
SFA_Qq24p12, SFA_q24p13, SFA_q24pl4, SFA_g24pl7, SFA_g24pl8, SFA_g25p2,
SFA_qg25p3, SFA_q25p4, SFA_q25p5, SFA_q25p6, SFA_g25p7, SFA_q25p8, SFA_q25p9,
SFA_q26p1, SFA_g26p2, SFA_q27p1, SFA_q28pl, SFA_q29p2, SFA_q29p3,
SFA_q29p4,SFA_q29p5, SFA_q29p6, SFA_q29p7, SFA_q29p8, SFA_q29p9, SFA_g30p1,
SFA_q31p1, SFA_q31p3, SFA_q31p4, SFA_q32p1, SFA_g32p2, SFA_g32p4, SFA_g32p6,
SFA_q32p7, SFA_q32p8, SFA_g32p9, SFA_g32pl0, SFA_g32pll, SFA_g32pl2,
SFA_q32p13.
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4- Analyse moléculaire

L’analyse moléculaire a été faite sur les échantillons tumoraux collectés dans les 4 services
d’anatomopathologie des 4 CHUs participants a cette étude. Les principales étapes de cette

analyse moléculaire étaient les suivantes :

4-1 Matériel biologique

L’ADN était extrait a partir de tissus tumoraux (biopsies ou pieces) fixés et inclus en paraffine.
Des coupes de 5 micrometres d’épaisseur ont été réalisées et colorées par HES (hématoxyline,
phloxine, safran). Un anatomopathologiste a délimité la zone tumorale en précisant le
pourcentage de cellules tumorales par observation microscopique de la lame. Un seuil minimal

de 60% a été respecté afin de mettre en évidence les mutations KRAS.

4-2 Extraction de ’ADN

L’extraction de I’ADN est réalisée a 1’aide d’un Kit d’extraction (Invitrogen by Thermo Fisher
Scientific). L’échantillon tissulaire inclus en paraffine était d’abord déparaffiné, digéré

enzymatiquement puis isolé.

»  Déparaffinage

Les zones tumorales de 10 coupes de 5 pm d’épaisseurs chacune, ont été grattées a I’aide d’une

lame de bistouri stérile et placées dans des tubes Eppendorf de 1.5 ml.

Le tissu tumoral est soumis ensuite & deux bains de toluéne suivis de deux bains d’éthanol.

Le toluéne permet 1’élimination de la paraffine alors que 1’éthanol permet d’extraire le toluéne
résiduel.

- Premier lavage au toluéne : 1 ml de toluéne est ajouté a I’échantillon, suivi d’une breve
homogénéisation puis une centrifugation de 1400 rpm pendant une minute a température
ambiante. Le surnageant est éliminé par pipetage.

- Deuxieme lavage au toluéne : 1 ml de toluéne est ajouté a 1’échantillon, suivi d’une bréve
homogénéisation. Le tube est mis ensuite & 50°C pendant 3 min puis centrifugé a 1400 rpm
pendant une minute a température ambiante.

- Deux lavages a I’éthanol : 1 ml d’éthanol est ajouté a I’échantillon, suivi d’une breve
homogénéisation puis une centrifugation de 1400 rpm pendant une minute a température
ambiante. On procéde ensuite a une évaporation de 1’éthanol en mettant 1’échantillon a 45°C

pendant 30 min sous agitation lente.
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» Digestion enzymatique

Le culot obtenu de 1’étape précédente est remis en suspension dans 180 pl de tampon de
digestion (ATL) qui favorise la lyse des membranes cellulaires. On ajoute ensuite 20 pl de
protéinase K qui permet de digérer les protéines associées a I’ADN. La digestion est réalisée a

une température de 56°C pendant toute la nuit dans un four muni d’un agitateur.

> Isolement de ’ADN

On procéde d’abord a une précipitation de I’ADN en utilisant de 1’éthanol et une solution
d’isolation additif du Kit, puis on réalise un transfert de ’ADN sur une colonne d’extraction
munie d’une membrane de silice ayant la capacité de fixer I’ADN pour faciliter son lavage.
Apres une centrifugation a 8000 rpm pendant 1 mn, un lavage avec une solution Wash 1, suivi
d’un deuxieme et un troisieme lavage avec une autre solution Wash 2, sont réalisés. Ces lavages
permettent d’éliminer les protéines puis les sels a travers la membrane. Une derniére
centrifugation a vide vise a éliminer toute trace de solutions de lavage. La membrane de silice
fixe alors I’ADN seul.

Pour I’¢lution de I’ADN, on prépare une solution d’élution préalablement chauffée dans un bain
marie & une température de 95°C. Son addition a la colonne d’extraction permettra de décrocher
I’ ADN de la membrane de silice. A cet égard, 60 microlitres de la solution d’élution sont ajoutés
a la surface de la membrane, laissée a température ambiante pendant 1 mn puis centrifugée a
une vitesse de 100000 tr/mn pendant 1 min. L’ADN finalement élué, est prét pour la
quantification.

4-3 Dosage de ’ADN

> Dosage par NANODROP

Pour déterminer la pureté et la concentration de I’ADN extrait, I’absorbance de 1’échantillon
est mesurée par spectrophotométrie a 260 nm et 280 nm, qui correspondent respectivement aux
longueurs d’onde ou I’absorbance est maximale pour les acides nucléiques et pour les protéines

(Figure 31).
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Figure 31 Spectrophotométrie NANODROP

La pureté de I’échantillon est déduite par le rapport d’absorbance A260/A280 nm qui doit étre

compris entre 1.8 et 2 pour une bonne qualité d’ADN.

Le protocole consiste a déposer 2 ul d’ADN extrait, dans le NANODROP, pour lire la

concentration, le rapport A260/A280 et la courbe qui renseignent sur la qualité de I’ADN.

>  Dosage par Qubit 3.0

Ce dosage est réalisé par un fluorimétre (Qubit 3.0) (Figure 32). Ce systeme utilise la
technologie fluorimétrique spécialement congue a 1’aide de colorants Molecular Probes pour
quantifier les biomolécules d’intérét. Ces colorants fluorescents émettent des signaux
uniquement lorsqu’ils sont liés a des molécules cibles spécifiques. Une courbe d’étalonnage est
obtenue grace a I’utilisation de standards. Une fois I’ADN est dosé, il est conserveé & -80°C pour

une utilisation ultérieure.

Figure 32 Fluorimétre (Qubit 3.0)
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Les échantillons obtenus sont dilués avent 1’étape suivante pour obtenir une concentration finale
de 10 ng/ul.

4-4 Amplification de I’ADN tumorale par PCR

» Principe de la PCR

Le principe de la PCR (Polymerase Chain Reaction) repose sur lI'amplification enzymatique in
vitro par une enzyme (ADN polymérase) d'un court fragment du génome recherché. Cette

technique se fait dans un Thermocycleur (Figure 33).

Figure 33 Thermocycleur utilisé pour ’amplification de ’ADN tumoral.

L'ADN polymérase utilisée est une Taq polymérase résistante a la chaleur, et purifiée & partir
de Thermus aquaticus. Elle réalise une série de réactions en boucles permettant la réplication
exponentielle d’une matrice d’ADN double brin. En effet, les produits obtenus & la fin de chaque
cycle servent de matrice pour le cycle suivant.

Pour délimiter la séquence d’ADN a amplifier, on utilise deux amorces d'orientation opposée
et complémentaires de deux séquences adjacentes a la région cible.

Chaque cycle de réplication est réalisé en trois étapes : 1- dénaturation de I’ADN double brin
afin d’obtenir des matrices simple brin ; 2- hybridation des amorces spécifiques ; 3-

polymérisation du brin complémentaire par la Taq polymérase (Figure 34).
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Figure 34 Principe de la PCR

» Protocole de la PCR

L’amplification de I’exon 2 du géne KRAS était réalisée en choisissant les amorces suivantes :

Cible Séquence des amorces F/R (5°>37) Taille de
I’amorce (b)
Geéne F:5 -GGTGGAGTATTTGATAGTGTA- 3’ 21
KRAS,
exon 2. R:5-GGTCCTGCACCAGTAATATGCA- 3’ 22

Pour chaque essai de PCR, un témoin négatif exempt d’ADN a été associé¢ a I’ensemble des
échantillons traités, ce qui permet de contréler la qualité de la manipulation et s’assurer de

I’absence des contaminants d’acides nucléiques. Les amplifications réalisées dans le milieu

réactionnel sont détaillées dans le tableau 12.
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Tableau 12 Protocole PCR utilisé pour amplifier I’exon 2 du géne KRAS.
Mélange réactionnel Concentration initiale Volume utilisée pour une

réaction (ul)

Tampon 25 mM 5
MgCl, (10 mMm) 4
dNTP 12,5uM 1

Amorce F 12,5uM 1

Amorce F (5u/ml) 1
Taq polymérase 25 mM 04
H20 32,6

ADN tumoral 10 ng/ml 5

L'amplification est effectuée en 30 cycles précédés par une étape de dénaturation initiale qui
32dure 6 min a 94°C. Chaque cycle suivant comporte les phases suivantes : (1) dénaturation &
94°C pendant 45 secondes ; (2) hybridation des amorces a 53°C pendant 30 secondes ; et (3)
élongation a 72°C pendant 30 secondes.

Aprés I’achévement des 30 cycles, une élongation finale est réalisée & 72°C durant 10 min.

4-5 Electrophorése des produits PCR

Le contrdle des produits PCR amplifiés se fait par électrophorése sur gel d’agarose.

Les produits PCR obtenus sont soumis a une électrophorése sur gel d’agarose 2% pour apprécier
la qualité et la quantité des amplicons. Le gel utilisé contient 1 g de poudre d’agarose, 50 ml du
tampon TBE 1X et 2 ul du bromure d’éthidium (10 mg/ml). Un marqueur de taille est également
déposé pour identifier le poids moléculaire des amplicons ciblés initialement. Apres migration
sous champ électrique, les bandes ayant été séparées selon leurs poids moléculaires sont
visualisées sous lumiére UV grace a I’intercalation du bromure d’éthidium entre les différentes

paires de bases (Figure 35).
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Figure 35 Electrophorése de ’ADN tumoral révélant des bandes fluorescentes.

Apres avoir ajusté les paramétres PCR, nous avons procédé au séquencage des produits PCR,
apres nous étre assurés qu'il n'y avait pas de contamination dans le controle négatif et que les

bandes PCR étaient suffisamment intenses pour étre séquencées.

4-6 Séquencage de PADN

Le séquencage de I'ADN consiste a déterminer I'ordre d'enchainement des bases azotées (A, T,
G et C) pour un fragment d’ADN donné. Dans notre étude, c’est le séquengage classique de

Sanger qui a été employé en utilisant le séquenceur 3500 XD (Figure 36).

Figure 36 Le séquenceur 3500 DX utilisé pour le séquencage de I'ADN.

» Principe du séquencage de Sanger

Tout comme la PCR, le séquencage de Sanger permet d’amplifier PADN cible par

puis de le dénaturer afin d’obtenir un ADN simple brin. A 1’aide de 1’amorce
vy
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spécifique utilisée en PCR (sens ou antisens), la synthése de I’ADN complémentaire a partir de
cette amorce est effectuée par une ADN polymérase qui additionne progressivement les

désoxyribonucléotides triphosphates (ANTP) de I’extrémité 5 vers I’extrémité 3.

Comme le milieu réactionnel contient aussi des didéoxyribonucléotides triphosphates (ddNTP),
cette enzyme ajoute d’une maniére aléatoire inconstante les ddNTP a la place des DNTP.
L’insertion par exemple de (ddATP) la place de dATP conduit a 1’arrét de la polymérisation
suite a I’absence de Iextrémité 3 libre dans les ddNTP.
La réaction se faisant dans un seul tube, les ddNTP (ddATP, ddGTP, ddCTP et ddTTP) sont
marqués a I’aide de 4 fluorophores «couleurs » spécifiques a chaque ddNTP.
A T’issu de cette étape, les nombreuses séquences d’ADN de différentes longueurs portent un

fluorophore terminal. Elles sont dites "terminateurs d'élongation” ou "BigDye Terminators".

Les fragments d’ ADN sont séparés ensuite par électrophorese capillaire. Chaque fragment avec
un ddNTP a son extrémité sera excité par un laser, induisant I’émission d’un signal sous forme
d’une fluorescence émise qui sera regue par un détecteur lié a un logiciel capable de les analyser

pour tracer un électrophorégramme.
» Protocole du séquencage Sanger

Les produits PCR sont d’abord purifiés avant d’entamer la réaction de séquence qui est ensuite

purifiée avant ’analyse finale des résultats.
» Purification des produits PCR

La purification consiste a €éliminer les amorces et les dNTP, pour ne garder que ’ADN a
séquencer. Dans un tube Eppendorf de 0.2 ml, 2.5 pl de la solution ExoSap est mise en présence
de 5.5 pl du produit PCR. Le mélange réactionnel est ensuite déposé dans le Thermocycleur

selon un programme de purification qui dure 1h 30 au totale (Figure 37)
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Figure 37 Principe du séquencage de Sanger.

» Laréaction de séquence

Cette étape permet 1’extension de chaque produit simple brin qui se termine par un ddNTP
spécifique. Le programme de cette réaction est détaillé dans le tableau 13.

La réaction de séquence est réalisée a 1’aide d’un Kit « ABI®BigDye® Terminator V1.1
cycle sequencing » Un mix constitué du BigDye (Tag polymérase, dNTP, ddNTP,
ddNTP marqués, tampon, MgCl2), de ’amorce sens ou antisens, de 1’eau purifiée stérile
(Tableau 14), et du produit PCR purifié est préparé dans un tube Eppendorf puis incubé dans
le thermocycleur suivant le programme détaillé dans le tableau 15.
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Tableau 13 Programme de la réaction de séquence.

Etape Température Temps Cycles
1 96°C 1 min 1
96°C 10s
2 50°C 5s 25
60°C 4 min
3 60°C 0 1

Tableau 14 Volumes des réactifs du mix de la réaction de séquence.
Produit.

!\/Iélgnge BigDye Amorces PCR Eau stérile _Volume
réactionnel (u) 10mM (ul) purifié (ul) (ul) finale (ul)
Tube 1 F (contenant 15 1 55 3 1
les amorces F)
Tube 1 R (contenant 15 1 55 3 1

les amorces R)

Tableau 15 Programme de la réaction de séquence

Etapes Température (°C) Temps Cycles
1 96 1 1
2 96 10s 25
50 5s
60 4 min
3 10 1

» Purification de la réaction de séquence

Cette étape vise a éliminer I’excés des réactifs de la réaction de séquence pour ne pas géner la
lecture. Cette purification est réalisée au moyen d’un Kit « BigDye® XTerminator™
purification Kit » constitué du SAM™Solution (tampon), et de résines
BigDye®X Terminator™Solution. Le protocole consiste a mélanger 45 pl du SAM, 10 pl du
BigDye, et 5 ul du produit de la réaction de séquence, dans un tube eppendorf de 0.2 ul.

Le mélange est vigoureusement agité pendant 30 mn, puis centrifugé 2 minutes a 13 000 tr/mn.
On dépose ensuite 13 pl du surnageant sur la plaque de séquencage, puis le programme est

lancé sur le séquenceur 3500 XD.
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» Analyse des séquences

Un traitement informatique des données physiques (fluorescences) permet de tracer un
électrophorégramme qui traduit la séquence en nucléotides de la région amplifiée. Le logiciel
d’analyse des séquences utilisé est le « séquencing analysis ». La séquence otenue est ensuite

comparée a la séquence de référence

La lecture des résultats se fait toujours a I’aide d’une amorce sens et anti-sens afin de confirmer

I’éventuelle mutation en question (Figure 38).

Figure 38 Electrophorégramme révélant une mutation de substitution de G en A
au niveau du codon 12 de I’exon 2.

5- Analyse statistique

5-1 Variables de I’étude

Les variables de I’étude ont été classées en deux groupes : variable d’intérét principale
(variable dépendante) et les variables explicatives (variables indépendantes). La variable
d’intérét principal était la présence ou non d’une mutation KRAS notée (KRAS sauvage /KRAS
muté). Les variables explicatives étaient les caractéres sociodémographiques tels que le sexe,

I’age, la résidence, le statut matrimonial, le niveau d’éducation, le revenu mensuel, et d’autres
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variables comme : 1’activité physique, ’indice de masse corporelle (IMC), la consommation du
tabac, la localisation tumorale, I’apport énergétique total, I’apport en graisses totales, I’apport
en SFA, en PMUFA et en PUFA.

5-1-1 Variable d’intérét principal (statut mutationnel)

Le statut mutationnel était défini par les tumeurs porteuses de mutations KRAS au niveau de
I’exon2 dans les codons 12 et 13. Les tumeurs ne portant pas de telles mutations ont été définies

comme étant KRAS sauvage.

5-1-2 Variables explicatives

- L’ apport énergétique total : cette variable a été calculée en multipliant les apports
quotidiens de chaque aliment par la teneur en calories (pour 100 g) de tous les aliments en se

basant sur la table de composition alimentaire marocaine (222).

- La consommation des graisses alimentaires (SFA, PUFA, MUFA) : En se basant sur la
table de composition alimentaire marocaine, ces apports nutritionnels ont été calculés en
multipliant les apports quotidiens de chaque aliment par la teneur en nutriments de tous les
aliments. Ces consommations sont des variables quantitatives (g/jour), qu’on a catégorisées en
des variables qualitatives : les médianes des apports consommés des graisses totales et des sous-
groupes de gras (SFA, PUFA, MUFA).

La contribution des SFA et PUFA dans I’apport énegétique global a été calculé a partir de la

formule suivante : %E = Quantité de I’aliment en gramme x 900/apport énergétique total.

La contribution des MUFA dans I’apport énergétique global est calculé a partir de la formule
suivante : % MUFA = Graisses totales [%E] — SFA [%E] — PUFA [%E] — Gras trans [%E].

Or la derniére variable (Acides gras-trans) n’est pas disponible pour cette étude.

Les principaux groupes d'aliments cités dans le FFQ qui contiennent une forte proportion de

matiéres grasses étaient :

- les huiles végétales (100 %) ; la matiére grasse originelle de soja (99 %) ; le beurre animal (82
%) ; la matiére grasse a tartiner (80 %), le beurre traditionnel (smen 77%), la myonnaise (78%) ;

les noix et pois chiches (65%), les amandes et creme double (50%), etc.

A partir de ces groupes alimentaires, la composition en termes de SFA, PUFA, MUFA des

aliments suivants a été déterminée en se basant sur la table alimentaire marocaine.
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Les SFA étaient principalement présents dans les graisses animales (52%), les margarines et
huiles végétales (35%), les madeleines (16%), la créme (15%), I'huile d'olive, le chocolat

(14%), I'huile de mais, le fromage (13%), croissants (12%), frites, viandes rouges (11%).

La principale source de MUFA provient des huiles végétales (56%), margarines et graisses
végétales (36%), graisses animales (21%), myonnaise (19%), fruits secs (16%), bonbons
marocains, gateau, noix de coco (16%), chocolat (13%). Les PUFA se retrouvent
principalement dans la myonnaise (43%), les huiles végétales (30%), les fruits secs (15%), les
chips, les mélanges de matiéres grasses (12%), les graines de soja (11%), les pommes de terre,

et les gateaux (5%).

- Les variables sociodémographiques : I’age, le sexe (masculin et féminin), le milieu de
résidence (urbain et rural), le statut matrimonial (célibataire, marié, divorcé, veuf), le niveau
d’éducation (analphabéte, primaire, secondaire, et supérieur), et le revenu mensuel (bas (<2000

DH), moyen (>2000-<5000DH), et haut (>5000)).

- Les variables anthropométriques : L’IMC (Indice de Masse Corporelle) a été calculé en

divisant le poids sur la taille au carrée (IMC= poids/taille?).

- Les variables cliniques : localisation tumorale (colon ou rectum).

- Le statut tabagique : (non consommateurs, anciens consommateurs et consommateurs

actuels).

- L’activité physique : L'intensité de l'activité physique a été évaluée a I'aide du Global Physical
Activity Questionnaire (GPAQ) et classée en trois catégories (élevée, modérée et faible) sur la
base du score d'activité physique exprimé en équivalent métabolique de taches-minutes par
semaine (MET) (48) . Les MET ont été divisés en trois catégories : faible intensité (<600 MET-
minutes par semaine), intensité modérée (600-3000 MET-minutes par semaine), intensité

vigoureuse (>3000 MET-minutes par semaine), et intensité (forte, modérée, et faible).

5-2 Etapes de I’analyse statistique

La premiére étape de l'analyse statistique concerne la description de I'échantillon en fonction
du statut mutationnel (avec mutation KRAS+ / sans mutation KRAS-). Les variables qualitatives
étaient représentées par des pourcentages (%) et les variables quantitatives par des moyennes

et des écart-types (m + ET).
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Les comparaisons statistiques entre les deux groupes KRAS muté et KRAS sauvage, ont été
effectuées pour toutes les variables qualitatives en utilisant le test 2.

Pour les variables quantitatives, nous avons utilisé le test-student des échantillons indépendants.
Une analyse bivariée a été réalisée pour étudier I’association entre le statut mutationnel KRAS
et toutes les autres variables. Une régression logistique binaire a été utilisée pour estimer les
OR et les intervalles de confiance a 95 % de I’association entre le statut KRAS et les apports en
graisses totales et en différents types de gras. Nous avons inclus dans le modele initial toutes
les variables dont le p était inférieur a 0,2 et nous avons procédé par élimination pas a pas
descendante jusqu'a I'obtention du modele final. L'OR ajusté a été calculé en tenant compte des
facteurs de confusion potentiels : &ge, sexe et apport énergétique.

Toutes les analyses statistiques ont été réalisées acev 1’outil SPSS V.20.

6- Considérations éthiques

Cette étude a été approuvée par le Comité d'éthique de I'Université de Fes. Chaque patient CRC
a signé son consentement avant de participer a I'étude et a donné la permission d'utiliser son

échantillon de tissu en paraffine pour I'analyse moléculaire.
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I11- Résultats de I’étude de I’association entre les acides
gras et les mutations KRAS des CCRs au Maroc

Parmi 1484 cas de I’étude cas-témoin globale, 201 cas ont pu étre inclus dans ce volet génétique
dont la répartition par CHU est la suivante : Casablanca (76), Oujda (56), Rabat (38) et Fes (31

échantillons).

En raison de contraintes techniques (quantités insuffisantes des cellules tumorales, Specimen
détérioré, etc.), seulement 120 échantillons parmi ceux de Rabat, Oujda et Casablanca ont été
analysés au niveau du Laboratoire Centrale d'Analyses Médicales, au sein de l'unité de

génétique médicale et d'oncogénétique du CHU Hassan |1 Fes.

En ce qui concerne le centre de Fés, nous avons pu obtenir les résultats des mutations KRAS de
31 patients dont la méme analyse moléculaire a été préalablement établie augmentant ainsi la
taille de notre population d’étude a 151.

Le tableau 16 montre les échantillons analysés parmi ceux disponibles pour 1’étude

moléculaire.

Tableau 16 Répartition des patients recrutés selon les centres hospitaliers

CHU Nombre d’échantillons Nombre d’échantillons
recueillis analysés (échantillons exclus)
Casablanca 76 58 (3 exclus) =55
Oujda 56 39
Rabat 38 26
Fes 31 échantillons avec le statut KRAS déterminé au préalable.

1- Caractéristiques générales de la population d’étude

L'age moyen de la population étudié était de 53,66 + 13,99 ans. Plus de la moitié des participants
étaient des femmes (55 %) et environ trois quarts étaient mariés (75,5%) et vivaient en milieu
urbain (72,2%). La majorité des patients étaient des analphabetes (62,3%) et appartenaient a

une classe sociale défavorisée avec un revenu mensuel inférieur a 2000 MAD (82,1%).
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La plupart des participants étaient actifs (73,8 %) et n'avaient jamais fumé (84,8 %). La
prévalence de I'obésité dans I'échantillon était de 16%, et 43,3% étaient en surpoids, et les
tumeurs étaient localisées dans le colon pour 49,7 % et dans le rectum pour 50,33 %. Comparé
au groupe KRAS-, le groupe KRAS+ a montré une prévalence similaire de différentes
caractéristiques, a l'exception de la résidence, ou une fréquence élevée et intrigante de la
mutation KRAS a été enregistrée dans la zone rurale (Tableau 17).

Tableau 17 Caractéristiques générales de la population étudiée, N = 151.

Cancer colorectal

Tumeurs avec

i Tumeurs ivec m - [Mis en forme : Centré, Espace Avant : 0 pt
Caractéristiques générales Fejpul KRAS muté p < { Tableau mis en forme
totale n (%) muté e
KRAS
N=9952
n (%) N=9952
n (%)

Age (années), Moyenne (ET) 53,6 (14) 54,6 (13,2) 53,2 (14,4) 0,55
Sexe Femme 83 (55,00) 28 (53,80) 55 (55,60) 0,84
Etat civil Célibataire 13 (8,60) 4 (7,70 9(9,10)

Marié (e) 114 (75,50) 37 (71,20) 77 (77,8) 0,63

Divorcé (e) 7 (4,60) 3(5,80) 4 (4,00)

Veuf (ve) 17 (11,30) 8 (15,40) 9 (9,10)
Zone de Urban 109 (72,20) 34 (65,40) 75 (75,80) 0,17
résidence

Rural 42 (27,80) 18 (34,60) 24 (24,20)
Niveau Analphabéte 94 (62,30) 33 (63,50) 61 (61,60)
d’éducation

Primaire 28 (18,50) 9(17,30) 19 (19,20) 0,48

Secondaire 29 (19,20) 10 (19,20) 19 (19,20)

ou

universitaire
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Revenu <2000
mensuel
>2000
(MDH)
Tabagisme Non-
fumeurs
Fumeurs et
ex-fumeurs
IMC Normal
Surpoids
Obésité
Activité Inactive
physique
Active

Emplacement Colon

de la tumeur
Rectum

124 (82,10)

27 (17,90)

128 (84,80)

23 (15,20)

61 (40,70)
65 (43,30)
24 (16,00)
39 (26,20)
110 (73,80)
75 (49,70)

76 (50,30)

45 (86,50)

7 (13,50)

44 (84,60)

8 (15,40)

20 (38,50)
23 (44,20)

9 (17,30)
12 (23,10)
40 (76,90)
24 (46,20)

28 (53,80)

79 (79,80)

20 (20,20)

84 (84,80)

15 (15,20)

41 (41,80)
42 (42,90)
15 (15,30)
27 (27,80)
70 (72,20)
51 (51,50)

48 (48,50)

0,29

0,82

0,90

0,52

0,53

IMC : Indice de masse corporelle, MDH : Dirham marocain, ET : écart type

Les principales caractéristiques de la population d’étude de série de cas (age, sexe, apport

énergétique) ne différent pas de celles observées sur la population de 1’étude cas-témoin globale

(Tableau 18).
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Tableau 18 Comparaison des principales caractéristiques (age, sexe et apport
énergétique) entre la population de I'étude cas-témoins globale et de

I'étude de série de cas

Variables Cas de I'étude cas-  Cas de I'étude de série  p
témoins globale de cas (n = 151)
(N=1483)
Moyenne d’age (= ET) 56,45 (+13,98) 53,60 (+ 14) 0,44
Moyenne de I’apport 3244,66 (+ 827,26)  3288,87 + 1004,44 0,99

énergétique (£ ET)

Fréquence du sexe (femmes) 50,30% 55,00% 0,89

2- Description de la mutation KRAS chez la population étudiée

L'analyse des mutations a été effectuée dans 151 cas parmi les 154 patients atteints de CCR (98
%). Les mutations KRAS ont été détectées dans 34,4% (52/151) des patients, dont 65,4% avaient
une mutation unique au codon 12, et 34,6% portaient une mutation unique au codon 13. Les
mutations les plus fréquentes étaient : 35G>A (30,8%), 38G>A (30,8%) et 35G>T (15,4%)
(Tableau 19). Parmi ces mutations, 53,8 % sont localisées dans le rectum, tandis que 46,2 %

se trouvent dans le c6lon.
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Tableau 19 Distribution des mutations KRAS dans les codons 12 et 13 de I'exon 2.

Changement .
. . Mutations
Codon Base Sauvage Muté des acides
o KRAS (N=52)
aminés
A G12S 1 (1,9%)
lére G
T Gi12C 3(5,8%)
A G12D 16 (30,8 %)
28me G T Gl12v 8 (15,4%)
12
C G12A 4 (7,7%)
Pas de
A 1(1,9%)
changement
3éme T
Pas de
C 1(1,9%)
changement
. G A G13D 16 (30,8 %)
Zeme
13 . Pas de
3eme C T 2 (3,8%)
changement

4-Association entre I’apport en graisses alimentaires et les
mutations KRAS

L'apport alimentaire dans les groupes KRAS* et KRAS™ est présenté dans le tableau 21. Le
groupe KRAS" avait des apports plus élevés en apport énergétique, en graisses totales et en
différents sous-groupes de graisses (SFA, MUFA et PUFA) par rapport au groupe KRAS". A
I'exception des graisses saturées, toutes les différences observées étaient statistiquement

significatives.
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Tableau 20 Moyennes de ’apport énergétique et de I’apport en graisses totales et en
gras chez la population étudiée ainsi que leur contribution dans ’apport énergétique

total.
Variables Moyenne Contribution dans Reco;?;gir;ia(tzicz)zi Ghez
I’apport
énergétique total
sans alcool
Apport 3048,99+1552,50 100%
énergétique sans
alcool
(kcal/jour)
Matiere grasse 102,78+46,75 30,33% 20 a35%
totale (g/jour)
SFA (g/jour) 40,14+37,19 11,85% <10%
MUFA (g/jour) 38,37+19,96 Il manque des -
données pour la
calculer
PUFA (g/jour) 17,42+8,25 5,14 % 6 al1% avec 2,5 a 3,5%

pour prévenir une carence

L’apport en graisses totales et en PUFA avoisinent les recommandations de I’Organisation des
Nations Unies pour 1’alimentation et ’agriculture. On note cependant un apport 1égérement

excessif en SFA dans la population étudiée.
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Tableau 21 Apport en graisses alimentaires stratifié selon la présence de mutations
KRAS dans les codons 12 et 13.

Variables KRAS+ muté KRAS non muté- p
Moyenne + ET Moyenne = ET

Apport énergétique 4663,84+1566,51 2853,73+1402,67 0,03

(kcal/jour)

Matiére grasse totale 116,11+60,94 95,71+35,49 0,01

(gf/jour)

SFA (g/jour) 45,71+41,07 37,15+34,80 0,18

MUFA (g/jour) 43,82422,22 35,45+18,09 0,01

PUFA (g/jour) 19,7748,25 16,16+5,76 0,01

SFA : acides gras saturés. MUFA : acides gras mono-insaturés, PUFA : acides gras poly-insaturés, ET : écart-type.

Sur la base de l'apport médian de variables lipidiques (faibles consommateurs contre
consommateurs élevés), aucune association significative n'a été observée entre les graisses
totales, les apports en SFA et la mutation KRAS. Les apports en PUFA et MUFA étaient
positivement associés aux tumeurs présentant des mutations KRAS. Par conséquent, un apport
plus élevé en MUFA (au-dela de 34,9 g/jour) était significativement associé a I'occurrence des
mutations KRAS par rapport & I'apport le plus faible (au-dessus de 34,9) (OR = 1,56, IC a 95 %
= 1,17-3,61). Une augmentation de la consommation de PUFA au-dela de 16,9 g/jour a été
associée a une augmentation du risque de mutations KRAS (OR = 2,48, IC 95% = 1,22-4,96)

par rapport au groupe de référence dont la consommation est inférieure & 16,9 g (Tableau 22).

Apres ajustement sur les facteurs de confusion (&ge, sexe et apport énergétique), une association
positive était toujours observée, entre une consommation élevée de PUFA (> 16,9 g/jour) et des
mutations KRAS (OR=2,15, 95% 1C=1,01-4,59). Cependant, aucune association significative
n'a été observée pour les autres variables (graisse totale, MUFA et SFA) et la mutation KRAS

sur les codons 12 et 13 de I'exon 2 (Tableau 22).
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Tableau 22 OR bruts et ajustés pour I'apport en matiéres grasses et le risque de
mutations KRAS dans les tumeurs colorectales (faibles consommateurs versus
consommateurs élevés sur la base de I'apport médian) (N =151)

Apport de matiéres grasses Apport faible Apport élevé
Mediane <94,04 >94,04
Matiére grasse totale
_ OR (95% CI) 1 1,34(0,68-2,64)
(g/jour)
ORa (95% CI) 1,35(0,29-1,84)
Mediane <27,35 > 27,35
SFA (g/jour) OR (95% CI) 1 1,61 (0,80-3,21)
ORa (95% CI) 1,33 (0,29-2,42)
Mediane <34,92 >34,92
MUFA
OR (95% ClI) 1 1,56 (1,17-3,61)
(g/jour)
ORa (95% CI) 1,11(0,54-2,24)
Mediane <16,87 >16,87
PUFA
OR (95% ClI) 1 2,48 (1,22-4,96)
(g/jour)
ORa (95% CI) 2,15(1,01- 4,59)

ORa : OR ajusté pour T'age, le sexe et Tapport énergétique, SFA: acides gras saturés. MUFA : acides gras mono-insaturés, PUFA : acides

gras poly-insaturés.

IV- Discussion de I’association entre les acides gras et les
mutations KRAS des CCRs au Maroc

1- Prévalence de mutations KRAS

Dans la présente étude, nous cherchons a déterminer I'association entre I'apport en graisses et
les mutations de KRAS aux codons 12 et 13 de I'exon 2, dans le cas du cancer colorectal.
La fréquence des mutations KRAS (34,44%) au codon 12 et 13 de I'exon 2, trouvée dans cet

échantillon marocain, semble étre similaire aux patients d'autres régions du monde.
- Région de la Méditerranée orientale (EMRO) : 30,23% (225).

- Région européenne (EURO) : 35,12% (225).
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- Région américaine (PAHO) (31,83 %), (225)
- Région de I'Asie du Sud-Est (SEARO) : 33,17 % (225).
- Région du Pacifique occidental (WAPRO) : 32,64 % (225).

- Région du Moyen-Orient et de I'Afrique du Nord (MENA) qui comprend le Maroc (32,4 %)
(226).

Par rapport aux données nationales, Dehbi et al., ont trouvé une prévalence égale a 39,5%
(45/114) (89), quand d'autres chercheurs ont observé respectivement 29% (18/62), 23,9%
(22/92), 33,3% (36/116) et 28 % (16/57) (90-92). La fréquence de KRAS obtenue est donc

relativement similaire a celles déja relevées dans le contexte marocain.

2- Nature des mutations KRAS

Concernant la nature des mutations KRAS, une prévalence particulierement élevée au niveau du
codon 13 a été détectée. Il s’agit des mutations 38G>A et 35G>A qui représentent chacune
30,8% de I’ensemble des mutations. Cette distribution differe des données locales et

internationales révélant une nette prédominance de 35G>A (89,227-229).

Parmi les études nationales, notre étude a inclus le plus grand nombre de cas (N=151), recueillis
dans presque toutes les régions du pays. Ces aspects devraient rendre nos données plus

représentatives du profil génétique KRAS en comparaison avec les études locales.

3- Association entre I’apport lipidique et les mutations KRAS

Nous n'avons trouvé aucune association entre les parametres sociodémographiques et cliniques
tels que I'age, le sexe, I'IMC, la localisation de la tumeur et les mutations KRAS. Un fait observé
dans la plupart des études nationales (230-232) et internationales (120,139,141).

L'exploration de I'apport énergétique et lipidique des patients CCR a montré que les graisses
polyinsaturées (PUFA), mais pas les graisses totales, ni les graisses saturées et monoinsaturées,
étaient associées a un risque accru de tumeurs porteuses de mutations KRAS. Ces résultats sont
cohérents avec les résultats des études menées par Weijenberg et al qui ont rapporté le rdle

cancérigéne potentiel des PUFAs, et en particulier de I'acide linoléique (120,167).

De plus en plus de preuves suggérent que les PUFAs alimentaires peuvent interagir avec les
colonocytes directement ou indirectement par différents mécanismes ; dont les plus importants

sont : l'absorption préférentielle des PUFAs par les cellules cancéreuses ; I’altération du
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remodelage de la chromatine et de la structure membranaire ; la modification de la signalisation
cellulaire et de I'épigénome via la modulation de la méthylation de I'ADN (233,234). De plus,
les PUFAs peuvent interagir avec les radicaux oxygene dans les systémes biologiques, induisant
leur peroxydation et la formation d'une variété de produits, dont beaucoup interagissent avec
les protéines et I'ADN. Le malondialdéhyde (MDA) est I'un des produits les plus abondants de
la peroxydation des PUFASs reconnu pour son effet cancérigéne et mutagéene (235). Le pouvoir
mutagene de cette substance a été démontré dans des essais sur cellules bactériennes, de
mammiferes et des cellules humaines, et son pouvoir cancérogéne a été établi chez les rongeur
(236). Le MDA induit des insertions et des délétions ainsi que des substitutions de bases azotées
en réagissant avec I'ADN pour former des adduits a la désoxyguanosine et la désoxycytidine.
Le principal aduit a I'ADN est une pyrimidopurinone appelée M1G qui est hautement mutagene
chez les rongeurs et les cellules humaines (235). Les mutations les plus courantes sont les
transversions G>T et les transitions G>A, avec une contribution mineure des transversions G>C
(237,238). Dans la présente étude, nous avons observé que G>A (32/52 : 62 %) et G>T (8/52 :
15 %) sont les mutations les plus représentées qui sont en accord avec le spectre mutationnel

causé par M1G.

Bien que le role des PUFAs n’est pas encore entierement compris, les chercheurs ont observé
qu'un régime riche en acides gras polyinsaturés stimulait une augmentation de prés de 20 fois

des niveaux de M1G jusqu'a des niveaux de 28 pour 107 nucléotides (239).
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Conclusions générales : Recommandations et
perspectives

L’objectif principal de ce travail était d’étudier 1’association possible entre la consommation

des graisses et le risque de certaines mutations KRAS dans le cadre du CCR au Maroc.

En premier lieu, nous avons élaboré une revue systématique de la littérature qui a permis de
faire 1’état des lieux des différents résultats figurant dans tous les articles a 1’échelle mondiale.
Ces articles traitaient 1’association entre les facteurs nutritionnels et les mutations KRAS.
Cette revue a montré une incohérence des résultats concernant presque la totalité des aliments
ou des nutriments étudiés. En effet, le nombre d’étude recensé était trés faible, vue les
contraintes de temps et de financement qui s’opposent a ce type d’étude alliant les données
épidémiologiques et les données moléculaires.

La plupart des études relevées dans notre revue invitaient a I’investissement dans ce champ de
recherche afin d’enrichir les bases de données internationales pour une meilleur compréhension
de I’éthologie du CCR.

Selon cette perspective, nous avons exploré ’association possible entre les apports alimentaires
en gras et le risque des mutations KRAS dans le contexte marocain. Dans I'ensemble, nous avons
trouvé que la fréquence des mutations KRAS s’opérent dans 34% des tumeurs analysées et qu’un
apport alimentaire riche en PUFA (acides gras polyinsaturés) a été positivement associé avec
ces mutations. Ces résultats étaient en concordance avec les résultats publiés a 1’échelle
internationale sauf pour les fréquences spécifiques des mutations KRAS qui révélent une haute

prévalence au niveau du codon 13.

Cette étude présente certaines limites potentielles :
- Premiérement, en raison de la conception rétrospective de I'étude, les données nutritionnelles
collectées peuvent étre sujettes a un biais de rappel, mais comme I'étude ne concerne que des

cas (pas de contrdle), I'impact de ce biais pourrait étre donc atténué.

- Deuxiemement, les patients modifient probablement spontanément leur alimentation une fois
que les premiers symptomes suspectés sont apparus avant que le diagnostic de cancer ne soit
confirmé, ce qui peut conduire a un biais de classification erronée. L'inclusion des patients
nouvellement diagnostiqués (moins de 3 mois apres le diagnostic) et la collecte du régime

alimentaire habituel au cours des 12 mois précédant le diagnostic peuvent réduire ce biais. En
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plus, Uinclusion des cas, diminue également le biais de mauvaise classification lié & une
surestimation des aliments reconnus comme étant un facteur de risque de CCR.

- Troisiemement, les aberrations dans d'autres génes impliqués dans la carcinogenese
colorectale ne sont pas disponibles pour cette étude et seuls les codons 12 et 13 de I’exon 2 ont
été analysés. En plus, les PUFA spécifiques (acides gras -6 et o -3), en particulier l'acide
linolénique comme principal représentant de PUFA, ne sont pas évalués.

- Quatriemement, la conversion des apports nutritionnels journaliers consommés en
macronutriments et en micronutriments a été produite grace a une table de composition
alimentaire inspirée des tables de différents pays tels que la France et les états unis, dont la

composition nutritionnelle différe par rapport au Maroc.

- Enfin, pour cette étude de série de cas, les résultats sont basés sur un nombre relativement
faible de patients, ce qui a rendu impossible 1’analyse stratifiée de plusieurs caractéristiques,
notamment, de la localisation tumorale.

En dépit de ces limites, cette étude présente plusieurs points forts :
C'est la premiére étude en son genre au Maroc et en Afrique.

- Les participants ont été recrutés dans les principaux quatre grands centres hospitaliers
universitaires (CHU) du Maroc, et pouvaient étre considérés comme représentatifs de la

population marocaine.

- La collecte des données nutritionnelles s'est basée sur un FFQ adapté au contexte national

prenant en compte les spécificités culturelles locales de toutes les régions incluses.

- Les variables relatives aux apports alimentaires en graisses ont été calculées a partir d'une
table marocaine de composition alimentaire, mise a jour en 2020.

- Les analyses génétiques d'échantillons tumoraux ont été effectuées dans un méme laboratoire
afin de standardiser au maximum les conditions d'analyse moléculaire. De plus, nous avons
contrdlé un large éventail de facteurs de confusion potentiels notamment 1’age, la résidence, le
niveau d’éducation, le revenu mensuel, ’activité physique, I’indice de masse corporelle et
I’apport énergétique total.

Les résultats de cette étude sont harmonieux avec les résultats internationaux et suggérent que
les personnes qui ont un apport élevé de PUFA ont probablement un risque élevé pour la

survenue des mutations KRAS impliquées dans la carcinogenése colorectale.
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Une consommation de PUFA supérieure a 16,9 g/jour, augmente le risque des mutations KRAS
d’un facteur de 2,5. Les aliments riches en PUFA sont surtout les mayonnaise, les huiles
végétales, les fruits secs, les chips, les graines de soja, les pommes de terre et les gateaux qui
présentent respectivement une teneur en PUFA avoisinant 43%, 30%, 15%, 11% et 5%.

La consommation raisonnable de ces aliments, pourrait minimiser les apports en PUFA et donc

diminuer le risque des mutations KRAS.

Finalement, ce travail constitue une premiére contribution vers la mise en évidence des facteurs
de risque associés a certaines mutations activatrices KRAS dans le cadre du CCR. Elle doit étre
complétée par d’autres études qui s’intéressent a :

- L*étude de I’association entre d’autres facteurs nutritionnels (per exemple le fer héminique,
le folate, les vitamines, etc.) et le risque de la mutation KRAS.

- L’étude de I’association entre les facteurs nutritionnels connus pour le CCR et d’autres
mutations affectant d’autres génes clés du CCR, notamment les génes APC, TP53, BRAF, etc.
- L’étude des facteurs relatifs au mode de vie et la survenue de différentes mutations impliquées

dans le cancer colorectal.
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