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BET : Bromure d’EThidium.

CaP : Cancer de la prostate.

CHUC : Centre Hospitalo-Universitaire de Constantine.
CPRC : Cancers de la Prostate Résistants a la Castration
dATP:désoxyAdénosine Tri-Phosphate.
dCTP:DésoxyCytosine Tri-Phosphate.

DHT : Di-Hydro-Testostérone.

ddNTP :di-désoxyribo-Nucléotide Tri-Phosphate.
dGTP:désoxyGuanosineTri-Phosphate.
dNTP:désoxyribo-Nucléotide Tri-Phosphate

DO :DensitéOptique.
dTTP:DésoxyThymidineTri-Phosphate
EDTA:Ethylene DiaminoTetra acetic Acid.

GB: Globules Blancs.

GDNF: Glial Derived Nerotrofic Factor.

GR : Globules rouges.

HBP : Hypertrophie Bénigne de la Prostate

IRM : Imagerie par RésonanceMagnétique.
MI1BG:Mono-lodo-Benzyl-Guanidine.

MTHFR : Méthylene Tétra-Hydro-Folate Réductase.
NSE :Neuron- SpecificEnolase.

PAP : Phosphatases Acides Prostatiques.

PCR : Polymerase Chain Reaction.

PSA : Prostatic AcidePhsphatase.

SDS:Sodium DodécyleSulfate.

SNP: Single NucleodidePolymophism.

TAC: Transit AmplifingCells.

Taq : Thermusaquaticus.

TBE:Tris-Borate-EDTA.
TDM:Tomo-Densito-Metrie.

TE:Tris EDTA.

TNM:Tumors Node Metastase.

TM: Temperature Melting.

RA :Récepteur aux Androgenes

TR : Touché Rectale.

UV: Ultraviolet.
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INTRODUCTION

Le cancer de la prostate (CaP) est un adénocareinguntouche les hommes agés de
plus de 50 ans (1). Ce cancer est le plus frégdestcancers urologiques(2). Il apparait
comme la deuxieme cause de mortalité par cancer lesehommes et la premiére chez les
hommes de plus de 70 ans(3).

En 2011, le nombre de nouveaux casateear de la prostate (CaP) en France est
estimé a 71000 (4).En Algérie selon les chiffred’ltesp, 3000 nouveaux cas déclarés sont
annuellement enregistrés(5,6).

Le diagnostic de premiére intention devant une tptesaugmentée de volume au toucher
rectal (TR) en association avec le dosage du B&A Un TR suspect est une indication de

biopsies prostatiques (7,8,9).

Le cancer de la prostate se développe apartirddefiale normale, qui se transforme et se
multiplie de fagon anarchique, formant une masgelégumeur(10).

Les anomalies de méthylations de 'ADN sont leséralions épigénétiques les plus
frequemment observées dans les tumeurs notammesmder prostatique(11).

Le métabolisme des folates implique plusieurs gétediés. La MTHFR (Methylene Tetra-
Hydro-Folate Reéductase) convertie la 5,10 methysgrehydrofolate en 5 methyl-
tetrahydrofolate, qui est la forme la plus commuie folate dans le sang. Deux
polymorphismes du gedTHFR (C677T et A1298C) ont été décrits et associéssauie de
plusieurs cancers(12,13,14).

Notre travail consiste a :

Dépister les facteurs de risques les plus courahez les sujets présentant le cancer
prostatique.

Apprendre et appliqguer les techniques de biologieléoulaire : Extraction d’ADN
PCR /RFLP.

Recherche d’éventuelles associations entre le poiynisme C677T du géne deNEHHFR et

le risque du cancer de la prostate.
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Chapitre | La prostate

La prostate est une glande qui se trouve uniquementveau de I'appareil génital de

’homme, sa fonction principale est de secrétedeststocker le liquide séminal, I'un des

constituants du sperme(15).
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FigureO1 : Position de la prostate dans I'appareil génital mazulin(15).

1. Anatomie de la prostate

La prostate est une glande qui fait partie des rggpaeproducteur et urinaire de 'hnomme
situé sous la vessie, elle a une forme ovalaire amebout arrondi. Elle est formée de 2 lobes
qui entourent 'uretre, lequel transporte I'urineld vessie au pénis en passant par la prostate.
La prostate saine a la forme d'une chataigne (8lerhaut, 2,5 cm de profondeur, 4 cm de

largeur).
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Figure02 : Représentation de la prostate (16 ,17).
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Chapitre | La prostate

La prostate est subdivisée en trois zones :

Figure03 : Représentation des zones degestate (18 ,19).

a. Zone périphérique :la région la plus proche du rectum. La majorité temeurs de la
prostate (environ 75 %) surviennent dans la zom@lp&ique. C'est pourquoi les tumeurs de la
prostate situées dans cette zone peuvent étreegdtpd d'un toucher rectal.

b. Zone transitionnelle cette zone située dans le milieu de la prostatee és52 autres zones.
Elle entoure la partie de I'urétre.

c. Zone centrale :La zone centrale est située devant la zone tiamsélle et constitue la partie

de la prostate qui est la plus éloignée du rec@iast pourquoi les tumeurs de la prostate situéas d

cette zone ne peuvent étre palpées lors d'un toueb&l(18 ,19).

2. Physiologie de la prostate

La prostate n’intervient pas dans le processusadeniction, les sécrétions prostatiques
participent a la formation du sperme et constitiB&8 du volume du plasma séminal. Celui-
ci est essentiellement composé de liquide sécettiep vésicules séminales et la prostate.
Les sécrétions prostatiques contiennent det®ipes et des électrolytes. Les principales
protéines prostatigues sont la phosphatase acidstatique, la protéine de sécrétion
prostatique et Prostatiqgue Acide Phosphatase (B8W)quéfie le sperme en hydrolysant les
protéines sécrétées par les vésicules séminald®sdt les spermatozoides du coagulum du
sperme. Parmi les électrolytes sécrétés, le zine jmn réle important, antibactérien et de

liquéfaction du sperme(20).
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Chapitre | La prostate

3. Histologie de la prostate

La prostate est composée d’'un épithélium glanduletird’'un stromafibro-musculaire. C’est a

partir de I'épithélium que se développe le carciegmostatique(19).

3.1. Epithélium prostatique

L’épithélium prostatique comprend plusieurs typelutaires :
- Cellules épithéliales : (bordent la lumiére desacende la glande prostatique), a
'examen histologique ces cellules sont riches BSA) en Phosphatases Acides
Prostatiques (PAP) en kératine et expriment le R&gepteure Endrogéne)
- Cellules neuroendocrines : ces cellules sont biffgrenciées n’expriment pas le
PSA sauf cas exceptionnel. Elles sont caractérigge$expression la chromogranine
A, la Neuron- Specific Enolase(NSE), la sérotorghka synptophysine.
- Cellules intermédiaires :( Transit Amplifing Cell#C)) : leur phénotype est pro
prolifératif et leur croissance est indirectemegppehdante des endogéenes.

- Cellule basales : ces cellule n'expriment pas ou lgeRA mais sont sensibles a
I'action des estrogénes.

3.2. Stroma prostatique
Le stroma est constitué de fibroblastes, de callmeisculaires lisses, de cellules
endothéliales, dendritiques, nerveuses et de geglceilules infiltrées de type lymphocytaire.
Les cellules stromales, les cellules musculaisses et les macrophages, expriment un RA et
sont ainsi androgéno-dépendantes alors que lesbfdstes, n’exprimant pas de RA, sont
androgéno-indépendants. Le stroma produit de nambeeteurs de croissance. Certains sont
impliqués dans la différenciation prostatique, tfesi dans la prolifération ou dans

I'inhibition de la croissance cellulaire(19).

g
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A : : rolifératives
Souches 70. P s

s o WU

médié par les
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Figure 04:Relation entre les différents types cellaires de la prostate(15).
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Chapitre | La prostate

4. Interactionépithélium-mésenchyme

Les interactions entre les cellules épithélialesstebmales sont d’'une importance
capitale dans la régulation de la réponse hormonralecroissance et la différenciation
prostatique(21).

Dans la prostate normale, la croissance des celidgéhéliales est régulée par les facteurs de
croissance sécrétés par les cellules stromalest &partie la Di-Hydro-Testostérone (DHT)
qui se fixe sur le Récepteur aux Androgénes (RA9 dellules stromales et médiée la
sécrétion des facteurs de croissance(20).

Le RA des cellules épithéliales permet d’activerpl@duction des sécrétions prostatique
(PSA), Prostatic Acid Phsphatase (PAP)(21).

Le processus de différenciation implique des imttwas complexes entre le stroma et

I'épithélium afin de maintenir un équilibre entrelifération, différenciation et apoptose(21).
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Chapitre 11 Cancer de la prostate

Le cancer de la prostate (CaP) est un cancer fnégileest responsable de 10 000
décés annuels. Ce cancer se développe a parte dallule normale, qui se transforme et se
multiplie de fagon anarchique formant une masseelépptumeur. La tumeur est d’abord
limitée a la prostate. Avec le temps, la tumeussgitoet peut s’étendre au-dela de la capsule
prostatique, enveloppe qui sépare la prostate idsgst voisins. Des cellules cancéreuses
peuvent ensuite se détacher de la tumeur et engpiestvaisseaux sanguins ou lymphatiques
pour aller envahir d’autres parties du corps :

* les ganglions lymphatiques situés a proximité dadestate.
* les os et, plus tardivement, le foie et les poumons
Les nouvelles tumeurs qui se forment alors s’appeltles métastases. La maladie évolue
souvent lentement, sur plusieurs années(22).
1. Epidémiologie

1 .1 Dans le monde

Le CaP reste de loin le cancer le plus fréquent ¢themme (56 800 nouveaux cas
par an) devant le cancer du poumon (28 200 nouveasxet le cancer colorectal (23 200
nouveaux cas) (23).

Avec une incidence estimée a travers le monde ¢ @fur 100.000 hommes en 2007 (soit
1,5 million de nouveaux cas par an), le CaP edeleieme cancer le plus fréquent chez les
hommes, et il y a de grandes différences dansd@mce d’'un pays a l'autre(1).

Le taux mondial de mortalité en2007 par CaP es,tigpour 100.000 (soit un peu moins de
500.000 déces chaque année). L’augmentation dmugeat fil du temps et les différences
Pays étant nettement plus faible que pour I'incie¢24).

L’incidence mondiale du CaP augmenté au cours éex dernieres décennies, fortement
dans les pays industrialisés, c’est le cancer danidence a le plus augmenté(1)

Aux Etats-Unis il est en passe de devenir la presnéduse de décés par cancer, avec une
augmentation de 80% dans les dix derniéres aniges (

En 2011, le nombre de nouveaux cas de CaP en Feahestimé a 71 000.

Ce cancer atteint surtout les hommes agés maisgeer pour un homme de développer un

CaP avant 75 ans augmente avec la cohorte de mze$28).
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Chapitre 11 Cancer de la prostate

1.2 En Algérie

Le CaP est de plus en plus fréguent en Algérief28R009, dans notre pays le
registre des cancers place le CaP &U°ang, C'est le premier cancer urologique et
pratiquement le °L cancer chez le sujet apres I'age de 50 ans. Setonhiffres de I'Insp,
3000 nouveaux cas déclarés sont annuellement etrésgi Le CaP est 188 cause de
mortalité chez I’homme apres le cancer du poumgn(27
Le probleme qui se pose en Algérie est le fait §0% des cas enregistrés sont & un stade

avance de la maladie(7).
2. Symptomes

Ces symptbmes sont non spécifiques et similaicdéaudres conditions bénignes telles qu’une
infection ou I'hypertrophie bénigne de la prostdifgP). Il est possible que le CaP ne cause

aucun signe ni symptéme aux tous premiers stades) se développe lentement.

Le cancer de la prostate peut provoquer les signes les symptémes suivants :

- Un besoin fréquent d’uriner, en particulier la naiec ou sans fuites d'urine.
- Difficulté a commencer ou a cesser d’uriner.

- Un jet d’urine faible ou réduit ou qui s’'interrompt

- Sensation de ne pas avoir complétement vidé s&vess

- Brdlure ou douleur lors de la miction.

- Présence de sang dans l'urine ou le sperme.

- Ejaculation douloureuse.
Les signes et les symptomes tardifs du cancer dedeostate:

- Amaigrissement.

- Asthénie (fatigue).

- Rétention aigue d’urine.

- Hématurie.

- Impuissance sexuelle.

- Des douleurs et/ou dysfonctionnement ou la défaitad’autres organes liés a la
présence de métastases(28).
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Chapitre 11 Cancer de la prostate

3. Facteurs de risque

3.1. L'age

L'age est le plus grand facteur de risque du CaRietnier est rare avant 50 ans (<
0,1 % des cas) mais son incidence croit fortemesuite et plus de 75 % des nouveaux cas de
cancers sont diagnostiqués aprés 65 ans(26).

3.2. Facteurs génétiques

Le CaP touche certaines familles en particuliergaelaisse penser qu'il existe un
facteur héréditaire ou génétique.
Un homme dont le pére ou le frere souffre d'un @aleux fois plus de risque d'en souffrir a
son tour. Le risque est encore plus €levé poundesmes ayant plusieurs personnes atteintes
dans leur famille, notamment si leurs proches gtgeunes au moment ou le cancer a été
diagnostiqué. Les scientifiques ont identifié ptuss genes héréditaires dont la présence
semble augmenter le risque de développer un CaP(29)

3.3. L'origine ethnique

Les hommes d'origine africaine sont plus suscegstiilétre atteints d'un CaP, tandis que ceux
originaires de I'Asie orientale le sont moins (27).
3.4. Le tabac
Le tabac augmente le risque de développer un cateda prostate de I'ordre de 30% et
I'agressivité du cancer au nombre d’années de isinag30).
3.5. L’Alcool
L’alcool n’a jamais fait preuve d’'une influencendaun sens comme dans un autre(31).
3.6.Facteurs hormonaux
Le Cap est hormono-dépendent dans 80% des ca§@2aines études ont révélé qu’un taux
de testostérone élevé expose un risque supérlauraimale(33).
3.7. L'obésité
L'obésitén’augmente pas le risque de CaP, mais mdlerrait constituer un facteur de
promotion tumorale. L'obésité abdominale est coéréid comme facteur aggravant
I’évolution de ce cancer(34)
3.7. Le régime alimentaire

La consommation importante de la viande rouge ajrdsse animale augmenterait le risque

de CaP. A linverse la consommation de la vitaninéiminuerait ce risque(35).
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Chapitre 11 Cancer de la prostate

4. Classifications
4.1 Classification TNM 2010

La classification TNM (Tumors node métastase) pexeedéfinir le stade du CaP.Le systeme
TNM décrit I'extension de la tumeur primitive (Tl)absence ou la présence de métastases
ganglionnaires (N), et 'absence ou la présenamélastases a distance (M) (36).

4.2 Classification de Gleason
La classification de Gleason est fondée sur le&@dgrdifférenciation de la tumeur, coté du

grade 1 a 5. Le score de Gleason, coté de 2 asitla somme des deux grades le plus

frequemment représentés dans la tumeur analysée(38)

5. Diagnostic

Le diagnostic de premiére intention est le toucketal (TR) qui repose sur la palpation de
la prostate lors d’un toucher et reste recommaadéassociation avec le dosage du PSA
total. Un TR suspect (induration) est une indicatie biopsies prostatiques quelle que soit la

valeur du PSA, sauf chez les patients dont I'esmérae vie est limitée (7,37 ,39).
6. Traitement

Le traitement doit étre adapté pour chaque patstme en fonction :

Du stade ; du potentiel évolutif de la tumeur, eludin, de I'espérance de vie, des symptémes
6.1. Traitement des formes localisées

6.1.1. La prostatectomie radicaleest le traitement qui assure le meilleur controle
de la maladie(19).

6.1.2. Radiothérapie externe La radiothérapie externe utilise des rayonnemf@mts
dit aussi rayons ou radiations) pour détruire tutes cancéreuses en les empéchant de se
multiplier (40 ,41).

6.1.3. Curiethérapie :par lode 125 Des grains radioactifs (60 a 100) sépbsés
dans la prostate sous anesthésie générale (ouataesihésie) par des aiguilles par voie trans-
périnéale et en visualisant la prostate par écipbggando-rectale(42).

6.2. Traitement des formes métastasé

6.2.1. Hormonothérapieconsiste a empécher l'action stimulante de Ia
testostérone sur les cellules canceéreusesspapper le développement du cancer(40).
6.2.2. Chimiothérapie :La chimiothérapie a une place reconnue dans lesecan
de

de la prostate résistante a la castration (CPRChitoxantrone etle docetaxel ayant fait la

preuve d’une certaine efficacité dans des essatsatés (41 ,43).

Page 9



Chapitre I Génétigue du canade la prostate

Le rble des altérations génétique dans la carcimeggeprostatique est souligné par les
observations de cancer héréditaires et par la misé€vidence daltération spécifique du
génome au sein des tumeurs. Dans les cancers gpm@adles altérations sont acquises aux
cour de la vie, ce qui explique la plus grande uedgce des cancers lors du

vieillissement(43,44).

1. Les formes familiales

Les formes familiales sont observées dans envird% 2les cas, et une transmission
héréditaire est retrouvée dans 5% des (dds) Parmi les formes familiales, certaines sont
lites au hasard du fait de la fréquence de l'atiacbu encore a I'exposition des membres de
la famille a un carcinogene commun, alors que d&utsont véritablement des formes
héréditaires susceptibles d’étre transmises alsarg générations successives(43).
Une forme héréditaire est reconnue avec des if#tes stricts :

v' 3 cas chez des apparentés du premier ou du seegnél d

v 2 cas diagnostiqués avant I'age de 55 ans ellét@’anise en évidence que 5%

des patients(46).

La transmission héréditaire peut se faire non seeié sur un mode autosomique dominant
(transmission par le pere atteint ou par la méareis aussi sur un mode lié au sexe (la
transmission par la mére touche alors I'ensemblseddfils, qui en revanche ne transmettent
pas la prédisposition a leur(s) propre(s) fils)tt€&ansmission liée au sexe est probablement

sous-estimée, car la maladie saute régulieremengénération (Figure 1)(45).

A Aumoins 3 parents du 1% degré atteints

B Aumoins 3 cas en tenant compte de la transmission lide & I'X

- -

55

C 2 apparentés diagnostiqués avant I'dge de 55 ans

-—I—.-—I—.
T ETEEERIEKE

- Homme sain . Femme - Cancer de la prostate

*Pas d'antécédents de cancer de la prostate dans la génération

Figure 05 : Critéres cliniques de reconnaissance séormes héréditaires
Du cancer de la prostate(45).
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Chapitre 11l Génétigue du canade la prostate

1.1. formes familiales et altérations génétiques

Des études suggéré que la région 1q24-25 du chmmeod contiendrait un géne de
prédisposition au cancer de la prostate (HPC1ditarg prostate cancerl) (47).

Plusieurs locus pour des génes de prédispositix formes héréditaires de cancer de la

prostate ont été identifiés: HPCX (Xq27-28), HPG20g13), HPC2 (17p11), PG1 (prostate
cancer susceptibility genel) (8p22 23) (45).
D’autres locus de prédisposition, dans les réga@memosomiques 5q31-33, 7932 et 19912,
seraient associés a des formes familiales paeieamient agressives de la maladie. Ces
résultats soulignent I'hétérogénéité génétique ad@rédisposition au cancer de la prostate
dans sa forme héréditaire: double mode de tranemigsutosomique dominant et lié au sexe)
et implication variable des genes de prédispositielon l'origine ethno-géographique des
familles(47).

1.2. Cancer de la prostate et autre cancer

Des études épidémiologiques ont montré I'associgiossible d’autres cancers aux
cancers de la prostate (cancers du sein, tumergbraées, lymphomes, cancers digestifs...),
cela suggérant I'existence de géenes de prédisposiimmuns(45).

La comparaison des taux de mortalité du cancea gedstate et le cancer du sein montre une
corrélation. Les génes BRCAL1 (breast cancer geh@)2l) et BRCA2 (13q12-13), qui
prédisposent au cancer du sein héréditaire, onerdgat été évoqués pour le cancer de la
prostate(48).

L’association entre cancer de la prostate et tunw@rébrale a été confirmée par la
localisation du gene CAPB (cancer prostate andhjrsitué en 1p36, prédisposant a ces deux

tumeurs(45).

2. Les formes sporadiques
2.1. Altération cytogénétique et pertes d’hétérozyajie

Les anomalies cytogénétique retrouvées dans les Capcernant les pertes des
chromosomes Y et 7 g, des chromosomes 1, 2, 7ntldgalement été rapportées. Le gain du
chromosome 7 ou encore les délétions en 8p, 106cet

Les pertes d’hétérozygotie affecte plus particeligent et de fagon récurrente les
régions 7931, 8p22, 10923-24, 12p12-13, 169211@eR1-23. Certaines régions délaitées se

situent au niveau de genes suppresseurs déja cannpstentiels retinoblastoma 1(RB1).
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Chapitre 11l Génétigue du canade la prostate

Phosphatase and tensin homolog (PTEN), cholinedteggnase 1 (CDH1), BRCA1, deleted
in colorectal carcinoma (DCC). La plupart des régialtérées ne sont pas spécifique du CaP
car elles sont également impliquées dans d’auttesers. C’est le bras court du chromosome
8 qui a été le plus étudié, car il contient le plog taux de perte d’hétérozygotie (LOH)
(70%). Un géne NK3homeobox 1 (NKX3.1) a été isdleutefois méme si ce géne semble
endrogéno-régulé, aucune altération génétigue deX3K n'a été impliquée dans
'oncogenése prostatique(48).
2.2. Altération génétique et épigénétique

2.2.1. Le géne AR

Le géne AR (Androgen Receptor) est un géne localisée bras long du chromosome
X en position Xql2.
C’est un géne qui code pour une protéine qui serédepteur aux Androgenes; ces derniers
sont des hormones sexuelles importantes pour lelagyement de 'homme avant la
naissance et durant la puberté.
Ce récepteur a androgéne est présent dans plusissus humain et permettent au corps de
répondre proprement aux hormones; les AR se liexiaadrogenes pour former le complexe
Androgéne-Récepteur qui se lie a ’ADN afin de e¢dflactivité de la réponse androgénique.
Ce géne se réparti sur une longue séquence nuitgmj au niveau de laquelle le triplet
CAG —-répété plusieurs fois- représente le siegerdgations.
En effet, plus de 85 mutations sur le gene AR dgat associées au cancer prostatique,

cependant, il a été montré que toutes ces mutatmmssomatiques(49).

2.2.2. Le géne ERBB2

Le gene ERBB2 se trouve sur le bras long du chromesl?7 en position 17q12. Ce
géne permet la production du récepteur du facteucrmissance ERBB2 qui stimule la
division et la croissance cellulaire.
ERBB2 est une protéine membranaire qui joue un dales I'adhésion, le mouvement, la
maturation et la différenciation cellulaire.
Ce géne appartient a la famille de genes dite grode différenciation CD «Cluster
Differentiation». C’est le siége de trois polymogrhes et il peut étre impliqué dans la
survenue de plusieurs tumeurs par la surexpressipgéne ERBB2 qui conduit a une
production exagérer de la protéine, ce qui stintaldivision et la croissance cellulaire de
facon continue et anarchique favorisant ainsi lelidoppement de cancers comme celui de la

prostate(50).
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2.2.3. Le géne Bcl2

Le gene Bcl2 «B-cell lymphoma 2» est localisé susrias long du chromosome 18, en
position 18921.3. Ce géne code pour une protéimabranaire, impliquée dans la cascade de
I'apoptose cellulaire.
Le proto-oncogene Bcl2 est le siege de plusieurtations dont la plus fréquente est la
translocation de sa position normal 18921 au la®uka chaine lourde de 'immunoglobuline
en position 14932, cette translocation conduit lpasuite a une hyper production de la

protéine ce qui peut étre impliqué dans la car@nege du cancer de la prostate(51).

2.2.4. Le géne MYC

Le gene Myelocytomatosis viral oncogene homologiéCh\se situe sur le bras long
du chromosome 8 en position 8924 et se reparti6GQt pb.
Il code pour une protéine multifonctionnelle, qoug¢ un réle dans le cycle cellulaire,
'apoptose et la transformation cellulaire, cettetgine fonctionne comme un facteur de
transcription qui regle la transcription de cersagenes.
Des mutations, la surexpression, des réarrangene¢rdss translocations au niveau de ce

gene ont été mis en évidence et associés a plasigueurs(52).

2.2.5. Le géne RAS

Les genes de la famille RAS codent pour une fandideprotéines G participant a la
transduction du signal extracellulaire induisarg prolifération et différenciation(53).
Ce géne code pour la protéine p21, des niveauxlde cette protéine sont corrélés a une
progression tumorale et a I'’émergence de métastasssuses. l'existence de mutation

ponctuelle des genes RAS parait un évenement Ere(5

3. Le polymorphisme du géneMTHFR
3.1. Géne de IMTHFR

La 5,10- Méthylene tétrahydrofolate réductase, MIRHest une enzyme importante
qui Catalyse de facon irréversible la conversion5gde)-méthylene tétrahydrofolate en 5-
méthylene tétrahydrofolate, un substrat clé donneer folate et de carbone pour la
reméthylation de I’'homocystéine en méthionine. €etizyme est codée par le gdEHFR

qui est localisé sur le bras court du chromosordaris la région 1p36.3(Figure06)(54).

Page 13



Chapitre 11l Génétigue du canade la prostate

1p33

— o~
uwy -
) =%
a —
—

o i i ™
M -+ — o
o4 o " m
o o = o
— — -4 -—

1p31.3
1p22.2
1p21.1
1921.2

(] (]
o~ —
w w
" "
(=% (=%
- -

1g42.12

FigureO6 : Localisation de genéd/THFR sur le chromosomel1{b4).

Plusieurs mutations ont été identifiees au niveaugdneMTHFR, dans les plus
étudiées sont: les polymorphismes C677T et Al1298€5 deux polymorphisme sont
responsable de la création d'une enzyme thermeladpili possede une activité réduite
d’environ 50% a 37°C et une perte complete d’aietiai 46°C.

» La mutation C677T, est la plus frequente, elleca kn position 677 et transforme la
base C en T, conduisant a la formation de I'aci&éa valine (V) au lieu d’alanine

(A) en position 222 de la chaine protéique.

» Le polymorphisme A1298C, n’est pas bien caractéasdéransforme la glutamine en

Alanine dans la position 429 de la chaine protéisble

3.2. Polymorphisme C677T du gene de MTHFR

C’est un changement de la structucerséaire du peptide ainsi que des interactions
entre les monomeres. La protéine modifiée perd cufacteur FAD rapidement, ce qui
diminue sa stabilité et par conséquent son actbidé
Plusieurs études ont montré qu'a I'état homozydote le polymorphisme, noté C677T,
augmente le risque d’avoir une Hhcy modérée pagrad@ux génotypes CT et CC.

Le génotype (T/T) de IMTHFR rendant I'enzyme thermolabile, diminue I'efficaciet par
voie de conséquence la quantité de méthyl-THF guiésulte, et entrainant une perturbation
du métabolisme de folate et un changement de lapgosition cellulaire des dérivés
folique(58).

La plupart des études visent le génotype TT, bienlg génotype CT puisse aussi causer une
baisse des folates, une augmentation d’homocystéste une réponse positive a la
supplémentation en acide folique. En effet, il adimis que la production de méthyles
disponible est abaissée de 70% chez les porteanszygotes de la mutation et de 35% chez

les hétérozygotes(59).
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Patients et Méthodes

Notre étude est transversale de type cas-témailséa2 mois ; elle a été realisée sur
23 patients dans le service d’Urologie de clinigéigal et 31 témoins. L'étude génétique s’est

faite au niveau du laboratoire de recherche deoBielet Génétique du CHUC.

1.1. Population témoins

Une population de 31 témoins de sexe masculin présen bonne santé, agés de 50 a

82 ans, mariés avec des enfants, aucun antécéaeaifinfix atteint d’'un cancer.

1.2. Population malade

Une population de 23 patients de sexe masculin dgé® a 83ans, Admis au niveau
du service d’Urologie de la clinique rénale de Gansne et qui répondent a nos criteres

d’exclusion et d’inclusion.

» Critéres d’inclusion :

= Les sujets ayant un cancer de la prostate,
» Criteres d’exclusion :

= Les sujets ayant une transfusion sanguine.

= Les sujets ayant une hypertrophie bénigne de Istgie

L’ensemble des échantillons de tous ces patient8nebins a bénéficié d'une analyse

moléculaire du geneITHFR.
Tout d’abord nous avons commenceé par :

v Faire le prélevement des patients au niveau decsetUrologie de la clinique
rénale de Constantine.

v' Le consentement a été obtenu de tous les adultde taurs tuteurs lorsque le patient
n'arrive pas a lire.

v L'établissement d’'un questionnaire approprié agnrdcueillir Systématiquement les

informations cliniques et biologiques nécessaires :

= Mode de vie et facteur de risque : tabagisme- da@sité- stress.
» Renseignement clinique : pathologie associéescéaédts personnels, age
de diagnostic du Cap, localisation de tumeur, Hiimogique, classification

TNM, score de Gleason, scintigraphie. Prise aaudl thérapeutique.
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2. Les préléevements biologiques

o Le prélevement :Les préléevements de sang total ont été réalisésivaau du pli du
coude aprés pose d un garrot.
Les prélevements sont été recueillis dans des tsigees dans contenant de 'EDTA
(Acide Ethyléne Diamine Tétra-Acétique), anticoamilnon héparinés (car I'héparine
inhibe la fonction de la Tag polymérase).
Le prélevement se fait dans deux tubes de 5Smiddipouvoir en extraire une quantité

d’ADN suffisante pour la réalisation d’une analyseléculaire.

o Conservation : Normalement I'extraction d’ADN se fait sur du sangis. Mais dans

certains cas d’'impossibilité technique, I'extractest différée puis réalisée sur du sang

stocké pendant 7 jours a + 4°C.

3. Etude génétique

La recherche du polymorphismeC677T du géne deMTFR est réalisée par

PCR/Digestion en suivant les étapes ci-dessous :

Extraction de I'ADN a partir du sang total par lathode au NacCl.
Quantification et dilution de I'’ADN.

L’évaluation de I'impureté .

PCR (Polymerase Chain Reaction).

Contréle des produits de PCR par électrophoresgedut’ agarose.
Digestion des produits de PCR.

N o g bk bR

Etude du profil électrophorietique.

3.1. Extraction de 'ADN

L'extraction de I'ADN est une techniquenpeitant d'isoler TADN de cellules ou de
tissus et de le multiplier rapidement. Les leucesyganguins représentent la source principale
d’ADN et la plus facilement exploitable.

La technique d’extraction doit étre adaptée a Eétition biologique, a la nature du génome,
au nombre de copie dans I'échantillon et aux méthode biologie moléculaire utilisées
ultérieurement.

Il existe plusieurs procédés d'extraction et defipation d’ADN, dans notre étude nous

avons utilisé la technique au NacCl.
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% Etapes de I'extraction d’ADN

. La lyse des globules rouges et préparation du adoteucocyte. Quelle que soit la

méthode d’extraction des acides nucléiques utiliagépartir de sang fraichement

recueilli ou décongelé, le sang est vigoureusemEkhngé a une solution hypotonique

pour faire éclater les globules rouges. La lysedmisée généralement a + 4°C pendant

20 & 30 mn. Le lysat est ensuite centrifugé 10 n38@0 tr/mn. Aprés élimination du

surnageant, on obtient le culot de leucocytes.

10 ml de sang sont prélevés sur anticoagulant (EQUApermet d’inhiber I'action des

enzymes de type DNase qui pourrait dégrader 'ADDihme il a était cité précédemment.

Dans un tube Falcon de 50 ml, mettre le sang eptxer a 25 ml avec du Tris
EDTA (TE) 20,5.

laisser 10 mn dans la glace.

Centrifuger 10 min a 3900 tours/min.

Aspirer le surnageant avec la trompe a vide (mamgumatériels on se débarrasse
prudemment du surnageant en le versant dans lbdaafan de ne pas décoller le
culot du tube).

Faire un deuxieme lavage qui consiste a versarrfeageant en conservant le culot
formé, puis a rajouter le TE 20,5 (compléter a 2% eh laisser 10 min dans la
glace.

Centrifuger dans les mémes conditions que la prenfiegs.

Aspirer le surnageant avec la trompe a vide : digterd’'un culot de leucocytes.

O Lyse des leucocytes, dénaturation du complexe opaique et
libération de 'ADN

Transvaser ou verser le culot de leucocytes damghenFalcon de 15 ml.

Ajouter 3 ml de tampon de lyse (le tampon de lgse&in mélange de : NaCl ,
EDTA , Tris, pH 8,2) en dilacérant le cul6t ave@ypipette stérile.

Ajouter 20Qul de SDS (sodium dodécyl sulfate) a 10% qui estdatergent
anionique utilisé pour lyser les GB et libérer I'NDiotal mais, c’est aussi un
activateur de la protéinase K, il inhibe les nusésaet dénature les protéines.

Ajouter 10Qu de protéinase K & 10 mg/ml.
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L'ADN nucléaire libéré dans le milieu est alorsplas souvent traité par une protéinase tres
active, qui est la protéinase K elle a pour budidérer les protéines qui lui étaient associées.
- Agiter le tube sur une d’'une étuve pendant uriecan la protéinase K (10mg/ml)
effectue son travail pendant 3 a 18h a une tempéraambiante. Le traitement par la
protéinase K peut s’effectué aussi pendant 1 a3%°C ou 2 a 3h a 56°C.
- Le lendemain, mettre dans la glace le tube Fahfionde refroidir son contenu.
o Extraction et purification de 'ADN: méthodes w#int des solvants non
organiques : le NaCl
Traiter uniqguement le lysat cellulaire (produituant d’'une lyse) par une solution saline,
dont I'objectif est d'éliminer par précipitatioriesgive les protéines.
Cette étape se déroule en:
- Ajoutant 1 ml de NaCl et en agitant vigoureusenaela main.
- Remettant 5 min dans la glace (précipitation degmes).
- Centrifugeant 15 min a 2500 tours/min.
o Précipitation de 'ADN
La précipitation est le plus souvent réalisée parl’dthanol absolu a froid et a haute
concentration. L’éthanol se trouvait a -80°C etoaagentration 2.5 volumes par rapport a
I'échantillon. La pelote d"’ADN se forme, puis s&@pite sous forme de filament visible a
I'ceil nu. Le précipité est ensuite lavé et redigstdns I'eau ou du tampon TE.

- Transvaser ou verser le surnagent dans un Falcolbuohd, ajouter 2 fois son
volume d'éthanol absolu préalablement refroidi {f@mv 8ml) et agiter en
retournant le tube plusieurs fois : Il y aura fotima d’'une « méduse » visible a
I'ceil nu.

- Récupérer la pelote par enroulement sur une pigedigteur puis lavée dans
I'éthanol & 70% 2 fois pour éliminer les sels es fraces d’isopropanol, elle sera

ensuite séchée en ouvrant les tubes EppendorftdLinamviron.

- Mettre la pelote dans un tube nunc (Eppendorf)A®M sera réhydraté par une
solution de TE (tris: EDTA) ou de I'eau bidistillgauis conservé a 4°C ou a
—20°C.
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« Détermination de la pureté

 L’ADN absorbe a 260 nm alors que les protéines ¢iémde contamination) absorbent
a 280 nm.

» L’échantillon est dilué au 1/100 dans I'eau dist{{LO pl de 'ADN solubilisé dans 990
pl de I'eau stérile).

 Les DO sont lus a 260 et 280 nm (longueurs d’oridestrption des acides nucléiques
et des protéines) dans le méme type de cuve qleaent servi a faire le zéro (eau
stérile).

e Par le moyen du rapport de DO260 nm/D0O280 nm, tatpude '’ADN est déterminée
en indiquant la contamination de '’ADN par les gines ou par les ARN. On considére
que :

- L’ADN est suffisamment pur lorsque le rapport R ©260/D0O280est compris
entre 1.6 et 2 (1.6 <R2).

- L’ADN est contaminé par les protéines si : DO260430 < 1.6.

- L’ADN est contaminé par les ARN si : DO260/D0280Q >2

% Détermination de la concentration de I'ADN
La concentration de I'’ADN est estimée par spedtodpmétrie a 260 nm sachant que :
1 unité de DO260 nm =50 pg/ ml d’ADN
On mesure donc & 260 nm la DO d’une dilution al0D7™® de la solution & doser. On déduit
la concentration de '’ADN grace au calcul suivant :
[C] (ug / ml) = Facteur de dilution x DO 260 nm Q.5 / mlFacteur dedilution = Volume
Total / Volume d’ADN

Exemple :
Pour un ADN solubilisé dans 1000 pl de TE 10 ydrs&aune DO260 nm = 0.139
1 unité de DO 260 nm » 50 pg/ ml d’ADN

0.139 de DO260 Nnm

v
X

X=0.139 x 50 = 6.95 pug/ mi
Considérant que 'ADN est dilué a 1/100, donc &9®0 = 695 pg/ ml
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3.2. Recherche de la mutation C677T du géne codant la

MTHFR
La mutation C677T du géne deNATHFR a été déterminée par la méthode PCR/RFLP
décrite pafFrosst etal en 1995(63).
La détermination du génotype est effectuée englusiétapes :
» PCR et controle de PCR sur gel d’agarose a 2%.
» Digestion du produit de PCR
» Séparation des produits de digestion par migratléntrophorétique sur gel d’agarose

a 3% et distinction des différents par trans-illoation sous UV.

% La Polymerase Chain Réaction (PCR)
La PCR est une technique basé sur une amplificaoB0 cycles. Chaque cycle contient

les trois étapes suivantes :
- Dénaturation — Hybridation - Elongation.

» Préparation du MIX
Pour I'amplification du varianMTHFR C677T le milieu réactionnel (ou MIX) est préparé

comme indiqué le tableau suivant :

Tableau I: Préparation du milieu réactionnel de PCRpour MTHFR

Mix de PCR Quantité ul Quantité pl
H20 35,2 ul
Tampon 10 X 5 ul
DNTP 5 ul
MgClz 3ul
Oligo F (Forward) 0.2 pl XNombre
Oligo R (Reverse) 0.2 ul d’échantillons
Taq polymérase 0.4ul

La quantité de chaque composant est multipliééepaombre de tubes voulu plus un autre (le

blanc) ; C’est le tube témoin négatif

Dans I'Eppendorf :
- 2 ul I’ADN sont mélangés a 49 pl du mix.
- Leblanc: 2 pl d’eau distillée mélangés a 49 pirdx.
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Les amorces utilisées ont été comme suit :

5 — TGA AGG AGA AGG TGT CTG CGG GA — 3’ (sens, exque : F),

5" — AGG ACG GTG CGG TGA GAG TG — 3’ (anti-senstronique : R).
» Déroulement des cycles de la PCR :

Le déroulement des cycles de la PCR est assuté trermocycleu (figure07).

FigureQ7: Le thermocycleur

Avant de mettre les plagues PCR dans le thermaayde ajoute une goutte d’huile dans
chaque puits afin d’évité I'évaporation du contel@s puits. Le thermocycleur est programme
pour IMTHFR

Tableau II: Programmation des cycles de PCR

Nombre de cycle Etape Température Durée
X1 Dénaturation 94 °C 5min
X 30 Dénaturation 94°C 30s
Hybridation 65°C 30s
Elongation 12°C 40s
12°C 10min

> Controle de la PCR :

Le contrdle de la taille des fragments amplifiésffgctue par une électrophorése sur un gel
d'agarose a 2 % additionné de 10 ul de BET (Brondigthidium). Ce dernier est un réactif
intercalant qui se fixe entre les bases nucléiglietarieur de la double hélice et qui rendra
les ADN fluorescents par exposition aux UV.(2g @agse + 100 ml de TBE(1X) + 10 pl
BET).

Dans chaque puits du gel, il est déposeé :
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- 10 pl de produit d’amplification + 3 pul BBP (Bleie Bromophénol) qui permet de suivre le
font de migration.

Les dépbts se font du cété cathode (-). Le systwumis a une migration sous un courant de
90 a 120 volts pendant 1 heure. Cette analyse peanssi, d’observer si une éventuelle
contamination de I’ADN est survenue au cours de@d& gracea un puits contenant le blanc
(Témoin négatif). Aprés migration le gel soumisrayon UV. Les molécules de bromure
d’éthidium fixées aux ADN émettent une lumiereblis et photographique et permettent de

visualiser les fragments amplifiés sous forme delba fluorescentes de méme taille.

Figure 08:Profil d’électrophorese sur gel d’agaros& 2% des fragments amplifiés
(198pb) par PCR (B: blanc ; 1-10 patients ; M ; maqueur de taille).

» Digestion des produits de PCR

Les produits PCR sont soumis a une digestion entzgu®a par Hinfl(enzyme de
restriction produite par la bactérigaemophilus influenza)et sont placés pendant 3 heures

dans une étuve a %B. Cette enzyme reconnait et clive la séquence NG codant pour

|

5'...GANTC...3

I’Alanine en position 222.

3'...CTNAG...5’

1

Figure 09 : Site de restriction de I'enzyme Hinf |
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La migration des produits de digestion est réalséeel d'agarose.

Tableau Il : Préparation du milieu de digestion pa I'enzyme Hinf |

Milieu de digestion Quantité en pl Quantité en pl
H20 4
Tampon 10x 5 Nombre
Hinf | 1 d’échantillons
BSA (Bovine sérum albumine) 0,2

On dépose dans chaque puits du gel 10 pl du prodéré et 3 pl BBP (bleu de bromo-

phénol).La migration électronique se réalise sausaurant de 100 volts pendant 1 heure 30
min.

—Segee s-swm-=es =

Figure 10: Profil d'électrophoréese sur gel d'agaros des fragments aprés
digestion par Hinf .

La digestion enzymatique de l'amplificatioa th MTHFR par la Hinf | a donné 3
fragments, le premier apparait sur le profil élgaiorétique sous forme d'une seule bande qui
correspond au type homozygote muté (TT), le deugiapparait aussi sous forme d'une seule
bande, il s'agit du type homozygote sauvage (C€3.deux bandes ensemble, correspondent
au type hétérozygote (CT). Le troisieme n'est psible a cause de son intensité trop faible
(Figurel0).
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Partie pratique Résultats

Notre étude a porté sur 54 sujets dont 31 témaensese masculin présumé en bon

santé et 23 patients atteints d’'un CaP.

1. La réparation en tranche d’age

L’age des patients a été subdivisé en trancheg aladlO ans de 50 ans a 80 ans et plus.

Les sujets témoins sont repartis selon 'age aedme facon que celle des malades.

Tableau 1V: Réparation par tranche d’age des patiets et témoins.

Patients Témoins
Tranche d’age N % N %
50-59 1 4.34 16 51 .61
60-69 8 34.78 7 22.58
20-79 12 52.17 6 19.35
> 80 2 8.69 2 6.45
TOTAL 23 100 31 100

D’aprés ce tableau on remarque que la fréquenda ahaladie est importante dans la
tranche d’age 779.Cette fréquence diminue aprés 80 ans.95.66%palkisnts ont un age
supérieur a 60 ans donc le CaP est corrélé avge €&la survenus de ce cancer avant cet age
est une exception. L’age moyen des sujets attegttde 74.5.

60,00%

50,00%

40,00%

W Patients%

30,00%

B Témoins%

20,00%

10,00%

0,00% -
50-59ans 60-69ans 70-79ans > 80ans

Figure 11: Répartition des patients et des témoinsn tranche d’age.
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2. La réparation des patients selon le stade de la twear

Parmi les 23 patients atteints de CaP, 15 sujetsateints de CaP localisé et 8 sujets

sont atteints de CaP métastasique (non localisé).

Tableau V: La réparation des patients selon le stade la tumeur.

., | Tumeur non localisé
Tumeur localisé . . Total
(métastasique)
N 15 8 23
Fréquences 65.21 34 .78 100
Fréqueces

W Tumeur localisé.

B Tumeur non localisé
(métastasique)

Figure 12: Répartition des patients selon le stadge tumeur.

D’apreés la figure, la fréquence des patients ayanCaP localisé et élevée par rapport a

ceux ayant un CaP métastasique.

3. La réparation des patients selon la consommation dicool et

de tabac

Tableau VI : Répartition des malades en fonction déa consommation d’alcool.

Alcoolique Non-Alcoolique Total
Patients 7 16 23
Fréquences 30.43% 69.56% 100%
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Fréquences

B Alcoolique

B Non-Alcoolique

Figure 13: Répartition des malades selon la consonation d’alcool.

On remarque que 30.43% des patients sont des igjgesltandis que 69.56% des patients
sont non alcooliques.

Tableau VII: Répartition des malades selon la congsomation du tabac.

Fumeurs Non-fumeurs Total
Patients 18 5 23
Fréquences 78.26% 21.74% 100%
Fréquences

B Fumeurs

B Non-Fumeurs

Figure 14: Répartition des malades selon la consonation du tabac.
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D’aprés ce résultats on remarque que 78.26% deademlsont fumeurs par contre 21.74%
seulement ne sont pas des fumeurs. On peut diréegabac joue un role important dans la
survenue du CaP dans notrepopulation d’étude.

4. Réparation des fréqguences génotypiques, alléliquegt
association au risque du Cap

Tableau VIII: Répartition des fréquences génotypiqes et alléliques de la
MTHFRCG677T chez les sujets témoins et les sujets Ba

Patients Témoins

Geénotype N % n % OR P value

C/C 11 | 52,38 | 10 34,48 - -

CIT 8 38,09 10 34,48 0,73 (0,17-3,09) | NS (0,621)

TIT 2 9,52 9 31,03 0,20 (0,02-1,43) | NS (0,06)
TOTAL 21 100 29 100 - -
Alléle C 30 71,43 30 51,72 - -
Allele T 12 28.57 28 48,28 | 0,43(0,17-1,08) | NS (0,07)

Ce tableau montre que 52.38% patients étaient hggotes (CC) pour la MTHFR et
38.09% étaient hétérozygotes (CT), alors que lemtgpes homozygotes (TT) représente
uniquement 9.52%. Pour les témoins on retrouvegpeesa méme fréquence génotypique
pour (CC), (CT) et (TT) 34.48% et 31.03% respectigat. || n'y avait aucune différence
statistiguement significative dans la distributotes alléles et des génotypes chez les patients
Cap comparés aux témoins.

La distribution des alleles de la MTHFRC677T daasdaP montre que l'allele C est
prédominant dans la population malade avec (71.48%6) (28.57%). Aucune différence
significative des alléles de la MTHFR C677T et desguences génotypiques n'ont été
détectées dans tous les échantillons.

Apres calcul des Odds ratio et P valeur, on reneamue selon les valeurs de ces deux
parametres (OR etF.05), il n’existe pas d’association significatiemetre le polymorphisme

C677T et le CaP que ce soit pour le génotype Cpoom TT.
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60,00%

50,00%

40,00%

30,00%

20,00%

10,00%

0,00%

c/C c/T T/T

M Patients%

B Témoins%

Figure 15: Répartition des fréquences génotypiquede la MTHFRC677T chez les sujets

témoins et les sujets CaP.
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Figure 16: Répartition des fréquences alléliques da MTHFRC677T chez les sujets

témoins et les sujets CaP.
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Discussion

Au cours de ces dernieres décennies, de nombreagrgsr ont été réalisés dans la
compréhension des origines et des mécanismes @topgpement des cancers. Il est admis a
présent que les cancers peuvent avoir une originétgjue et une origine environnementale.
La contribution de I'environnement dans I'appantides cancers a été suspectée depuis
longtemps. La part relative de I'environnement e$ dacteurs génétiques dans I'apparition
des cancers n’'est cependant pas simple a déterrbiasrtravaux effectués sur des conjoints
ont aussi amélioré notre connaissance des origiless cancers et notamment la part
importante du mode de vie. Une séparation tropctr@da entre mécanismes génétiques et
environnementaux semble cependant particuliereméghictrice de nos jours puisque les
polymorphismes génétiques pourraient expliquerigimnent I'étiologie sous-jacente de
nombreuses pathologies cancéreuses.

Au cours des 20 dernieres années, de nombreusagssétmt mis en évidence le role de
facteurs génétiques dans la survenue de cancerséseltats de plusieurs centaines d’études
d’association entre des polymorphismes génétiqeiaiwement fréquents dans la population
générale et divers cancers ont été publiés. Ent dépcet effort considérable, le bilan des
connaissances acquises est assez décevant ; aigpiagceptions pres, les associations
positives mises en évidence n’ont généralemenéigasonfirmées.

La taille relativement faible des populations ééedi (généralement quelques centaines de
cas) et de ce fait la puissance statistique irsrffe pour mettre en évidence des effets
modestes pourrait en partie expliquer la discordales résultats.

La MTHFR fait aujourd’hui office de candidat idéall’étude du polymorphisme génétique
associé avec un risque accrue de développer uhelpgie cancéreuse. En effet, la MTHFR,
enzyme clé du métabolisme des folates est impligaés la synthése d’ADN, sa réparation
et sa méthylation. De part ces fonction, on pesd#raent concevoir le fait que de nombreuses

recherches ont été orientées dans ce sens.

L’association entre le polymorphisme C677T du géadMTHFR et le risque du CaP a été

traitée dans plusieurs études mais les résultatsassez contradictoires.

Afin de confirmer ou dinfirmer cette associationpus avons entrepris d’étudier la

distribution du polymorphisme C677T du geM@HFR chez 54 sujets ; 31 témoins de sexe
masculin présumés en bonne santé et 23 patieaistatt’'un CaP.
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Selon notre résultat on a constaté qu’il ya unatiai entre le CaP et le tabac. ces résultats
sont corrélé avec les résultatsfleK et al, (2009) qui ont confirmé que les fumeurs ont un
risque d’environ 30% de développer un CaP que éesomnes qui ne sont pas des fumeurs
(61).aussi les résultats diames Bouchanan Brady, (2003) le tabac augmente le risque
d’avoir un cancer de la prostate et plus la consatiom augmente plus le cancer sera
agressive (62)Michael Hunchark et al, (2010) ont trouvé une association entre le tabac et
I'incidence de CaP ainsi le taux de morta{&8). Contrairement 8utler et al, (2009) qui ont
constaté que le tabac ne constitue pas le majoreuiachez les Singaporiens (64).

Ainsi que selon les résultats dason Tntaroppo et al, (2006) apres radiothérapie externe

radical le tabac associé a un risque plus grartédeloppé la métastase. (65).

Selon les résultats obtenus, on peut suggérer aquyil a pas d'association entre le
polymorphisme C677T du gem&THFR et le risque de développer un CaP et cela queite s
pour ’'homozygote TT, I'hétérozygote CT ainsi qaeshriant CC considéré comme normal.
Les travaux de€€icek et al, (2004) effectués sur ce type de polymorphisme et quirgépsur
une population américaine composée de 439 patEn#97 témoins, n'a pas permis de
trouver une association entre le variant C677T @megMTHFR et le risque relatif
d’occurrence d’'un CaP(60). Les résultats publiésJohansson et al. (2007) (66) établis
avec une étude réalisée sur 2777 patients et E88its d’'une population européenne ainsi
gue celle deréljic et al, (2007)66) faite sur 95 patients de CaP ont égalemenmuorad que
les génotypes TT et CT ne contribuent pas a laeptikilité génétique au CaP.

Cependant, d’autre étude, ont observé que l‘allédgerce un effet protecteur contre le risque
de contracter un CaP. Comme lindigDawei et al, (2001)67) qui a réalisé une étude
incluant 217 patients et 220 témoins ayant une ElRE une population chinoise, le génotype
TT a été associé a un risque réduit d’étre attpart un CaP (en comparaison avec la
population générale).ll en est de méme pour I'éndddisée paMohamed Reza et al, (2010)
qui adémontré que ’lhomozygote TT est associé arédiection d’environ 40% du risque du

CaP chez la population Iranienne(68).

Néanmoins, d'autres études, ont observé une asisockignificative entre l'alléle T et le
risque du CaP. En 2008Bieijmans et alont annoncé que le risque du CaP était plus haut
parmiles individus homozygotes TT.L'interactionaaldase de cette association pourrait étre

expliquée par la diminution du taux de folates @'yrart et la consommation d’alcool qui
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interféra avec l'absorption et I'usage de ces mdéxc chez les homozygote TT. De plus,
l'activité restreinte de la MTHFR codée par I'aléT, va entrainer une hypomeéthylation
d’ADN qui aura pour conséquence l'interruption @gprovisionnement du cycle des folates,
favorisant ainsi la dépression des proto-oncogédgsies études réalisées ultérieurement par
Van Guelpen et al, (2006)et Marchal et al, (2008)ont confirmé qu’il y avait une relation
entre le génotype CT et le risque du CaP. Souligaarnpassage que I'étude Nwhamed
Reza et al, (2010)a suggéré qu'il y a un risque légérement accru ae €t I'hétérozygote
CT(69).

Suite a notre observation que 78.26% des patiemts au étaient des fumeurs (facteur de
risque souvent rapporté dans la littérature), nausnsopté pour l'étude de leffet du
tabagisme sur le risque de survenue d'un CaP. Netrtde a permis de réveélé que le
tabagisme augmente le risque de développer le CbRyeessivité du cancer est corrélée au
nombre d’année de tabagisme ce qui concorde aseédaltats rapportés par la bibliographie
(30). Cela peut étre expliqué par le pouvoir mutagéet donc potentiellement cancérigene)
de certains composants présents dans la fumédda. thsera intéressant d’établir I'effet de
la conjonction entre I'exposition a ce facteur tgue et I'existence d’'un polymorphisme de
la MTHFR ce qui pourra entrainer un risque significatif.

Dans la méme optique, nous avons prospecté statl@d I'alcool du fait que 30.43% de nos
patients sont alcooliques. D’aprés les études nsedées ce sens, la consommation d’alcool

n’influence pas le risque de développer un CaP(31).

En résumé, nos données indiquent que le polymorpe C677T du geneMTHFR n’est

pas associé avec le risque du CaP. Ces donnéessilient parfaitement I'extréme

hétérogénéité de distribution des génotypes CC, C&t TT en fonction des groupes
ethniques. Cette variation de distribution des allies C et T dans la population générale
suggere que les études menées sur une éventuelkamtion entre le polymorphisme de
la MTHFR et I'occurrence de pathologies (cancéreuses ou eeg) doivent étre menés sur
des échantillons de grande taille et comparées aveoe population témoins de taille
conséqguente. Dans des études de type cas-témoinsreprésence d’une tel variabilité de
distribution, des études sur ce polymorphisme doiveé étre menés sur une population «
ethniguement » homogéne afin de faire ressortir I#et réelle que cause le

polymorphisme indépendamment de I'influence de I'agine ethnique.

Page 31



Conclusion et perspectives

Dans notre travail nous avons entrepris une étaahsyersale de type cas-témoins afin
de prospecter I'éventuelle relation entre le polgphesme C677T de IMTHFR et le risque
de développer un cancer de la prostate. Les résulla géenotypage obtenus par
PCR/Digestion et révélés sur les profils éléctroptigues ont été comparés avec une
population témoins et n’a montré aucune associaignificative entre I'incidence ducancer
de la prostate et le facteur de risque étudié dat® échantillon. Ces résultats ne peuvent
conclurent a I'absence de relation entre le polyhi@me étudié et I'apparition de cancer de
la prostate. En effet, la taille de notre échamilin’est pas suffisante pour en tirer des

conclusions cohérentes.

A la lumiére de ce travail de recherche, il serdi#ressant dans I'avenir de poursuivre I'étude
de I'influence du polymorphisme C677T deMAHFR dans I'étiologie duCaP en utilisant un
échantillon de taille suffisante et en tenant cange l'origine ethnique, le statut du
métabolisme des folates en interaction avec désuecenvironnementaux dont les habitudes

alimentaire constituent aujourd’hui le pilier axial
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Annexe | : Classification TNM 2010 du cancer de lprostate (39).

T Tumeur primitive

TX Tumeur primitive non évaluée

T0 Tumeur primitive non retrouvée
Tumeurni palpable au toucher rectal (TR), ni visible sragerie
Tla : tumeur occupant moins de 5 % du tissu résayeé un
score de Gleason < 7 ou absence de grade 4 ou 5

Tl T1b : tumeur occupant plus de 5 % du tissu réséguén score de
Gleason > 7 ou présence de grade 4 ou 5
Tlc : tumeur découverte sur une biopsie prostatigueraison
d’'une élévation de la valeur des PSA
Tumeur limitée a la prostate
T2a : tumeur atteignant la moitié d’un lobe ou nsoin

T2 T2b : tumeur atteignant plus de la moitié d’un labais sans
atteindre les 2 lobes
T2c : tumeur atteignant les 2 lobes

T3 Extension au- dela de la capsule
T3a : extension extra- capsulaire uni- ou bildéra
T3b : extension aux vésicules séminales uni- @idrale
Tumeur A x ou atteignant d’autres structures guee Miésicules

T4 séminales (sphincter externe, rectum, muscles eatevde I'anus
ou la paroi pelvienne)

N Ganglions régionaux

NX Ganglions régionaux non évalués

NO Absence de métastase ganglionnaire régionale

N1 Atteinte ganglionnaire régionale

N1 mi Métastase ganglionnaire de 0,2 cm (optionnel

Métastases a distance

MX Métastases a distance non évaluées

MO Absence de métastase a distance
métastases a distance

M1 Mla : atteinte des ganglions non régionaux
M1b : atteinte osseuse
Mlc : autres sites avec ou sans atteinte osseuse




Annexell :Classification d’Amico(39).

PSA10 ng/ml et score de Gleason 6 et stade akniq

Risque faible T1c ou T2a.

PSA entre 10 et 20 ng/ml ou score de Gleasonstaule

Risque intermédiaire clinique T2b.

PSA > 20 ng/ml ou score de Gleason > 7 (8, 9 ow0)

Risque élevé stade clinique T2c.

Annexe lIl : Schéma de I'évolution du cancer de |@rostate.

S‘_l:ade 1

Uretére
Ganglions
Iymphatiques

Canal déferent

Vessie —
Wésicules |
s&minales
Frostate —

Rectum —}-

Urétre _Jlg




Annexe IV : Formulaire de consentement libre et éeliré departicipation a
un projet de recherche

Cancer de la prostate : genes de susceptibilité miarqueurs
génétique

Je sousSIgNe, MONSIBUI, ......iui it e certifie avoir regu la note

d’information concernant I'’étude citée ci-dessus.

Il m’a clairement été précisé que je suis ENTIEREMENT LIBRE D’ACCEPTER OU DE
REFUSER DE PARTICIPER A CETTE RECHERCHE.

Je certifie avoir compris I'objectif, et les modalités de cette étude. Je donne mon accord

pour la participation a cette étude.
Sur les examens a caractéristiques génétiques réalisés a partir :
Du sang qui m'a été préleve le:
0 - T

Enfin, j'ai compris que je ne recevrai aucune indemnité pour ma participation a cette étude.
Signature du patient :

Nous vous remercions de I'aide que vous apportez ainsi a la recherche scientifique.

Si la personne est inapte a lire et a écrire le fra  ncgais : le cas échéant,

En I'absence d’autonomie de lecture et d’écriture de M..........cc.ooviiiiiiiiiiiinine e, , la tierce
personne ci-dessous identifiée, atteste avoir personnellement et fidelement lu au sujet la
notice d’'information et le présent formulaire de consentement, et recueilli son accord pour

signer ici en son nom.

Tierce personne :

Signature du médecin traitant :



AnnexeV : Questionnaire

Pour patient

) Données relatives aux patients :

1) Renseignement :
Service : hospitalier D
Ambulatoire|:| médeaiaitant :

Nom : prénom : age :
ans

Lieu d’habitation :  rural / urbain

Origine : ville natale :
Tel:

Poids : Kg

Profession :

Nbr d’enfants : EXB

2) mode de vie et facteurs de risques :

Tabagisme : oui /non ; Cigarette D Nbr de : ci|:| |:|

Depuis

moiBs extfumeur :|:||dant : oisans
Tabac a chiquer Nbr de fpis
Depuis : mois/ans [ ex-fumeur : pendant : mois/ans
Par la bouche|:| par le nD
Alcool : D |:| fois/j/se pendant :
mois/ans
Obésité :  oui /non obésité abdominale :
Stress : problemes  familiaux |:| pendant :

Professionnelsl:l pendant :



1)} Renseignements cliniques :

Présence de pathologies associées :

Antécédents personnel : prostatites , date :
Age de diagnostic du CaP: ns a
Tumeur : localisé ou Nonlocalisé :sans prostatectomie

. Apneiostatectomie, opéréle: |/
120

Bilan biologique : PSA = g ml, le: [/ /20
TR:

Classification TNM :

Prise actuelle de thérapeutiques :

Sous chimiothérapie I:I
Sous hormonothérapie |:|



11)) Enquétes familiales :

Antécédents familiaux de CAP : ouilno ...sioui: 1degré

Et /ou 2 degré

Arbre généalogique :



Résumé

Objectifs
Plusieurs facteurs sont impliqués dans la survencadcer de la prostate. Nous avons

réalisé une étude transversale dans le but d'étuglielques facteurs de risque et pour
élucider s’il y a une association ou non entre dg/morphisme de IMTHFR et le cancer

prostatique.

Patients et méthodes

Notre étude est de type cas-témoins est réaligé23spatients atteints d’'un cancer de
la prostate et 31 témoins.
L’extraction de I'ADN génomique a été effectuéeartip des leucocytes. Le génotypage du
gene de IMTHFR a été réalisé en utilisant la méthode PCR-RFLP.

Résultats

Le calcul des Odds ratio et des P value, montre i€l n’existe pas d’association
entre le polymorphisme C677T de MTHFR et le cancer prostatique que soit pour le
génotypeCT (OR =0.73 et P = 0.62pu pour le génotyp€T (OR = 0.20 et P = 0.06).

Conclusion

Les résultats deotre étude sur la répartition génotypique du polymonm@sC677T

de laMTHFR ne montre aucune association entre ce polymorghétrie cancer prostatique.

Mots clés :Cancer de la prostat®lTHFR, biologie moléculaire.



Summary

Objective
Several factors are involved in the occurring afgpate cancer. We conducted a cross-
sectional study in order to study some risk factansl to elucidate whether there is an

association or not between thEHFR polymorphism and prostate cancer.

Patients and methods

Our study is a case-control and carried out on&gpts with prostate cancer and 31
controls.
The extraction of genomic DNA was performed fromkiecytes. Genotyping of tHdTHFR
gene was performed using the PCR-RFLP method.

Results

Calculating the odds ratio and P value, showsttere is no association between the
C677T polymorphism oMTHFR gene and prostate cancer, either for CT genot@#e £
0.73 and P = 0.62) or the TT genotype (OR = 0.20R& 0.06).

Conclusion

The results of our study on the genotypic distitiuf the C677T polymorphism of

theMTHFR show no association between this polymorphismprosdtate cancer.

Keywords: Prostatic canceMTHFR, molecular biology
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