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Résumé

Notre étude sur des patients présentent un cancer du pancréas, a, révelé, la non implication

de I’allele T, dans la survenue d’un cancer du pancréas.

Les résultats de notre étude montrent que, Le génotype homozygote muté TT, correspond a
une fréquence de 23,53%chez les cancéreux, et de 11,76% chez les témoins; Ainsi 1’alléle T
présente une fréquence de 38,24% chez les cancéreux ; alors que chez les témoins, sa
fréquence est de 35,29%.

Dans toutes les ¢tudes de taille suffisante pour se préter a ce type d’analyse, la mutation
C677T de la MTHFR est liée au cancer du pancréas indépendamment des autres facteurs de
risque. Cela, ne signifie pas, autant que la mutation C677T de la MTHFR, ne soit pas corrélée,
a, certains de ces facteurs. Par exemple comme le suggéerent certaines études, la mutation
C677T est, plus fréquente chez le sujet agé, et chez le sexe masculin exposé au tabac, et elle
présente un gradient nord sud sur le globe terrestre, c'est-a-dire la ou le stress

psychosociologique di a la vie moderne, est vraiment extréme.

A ce stade de notre travail nous ne pouvons tirer des conclusions en ce qui concerne
I’implication, de 1’allele T, et la survenue, d’un cancer de pancréas, et/ou la localisation de

’atteinte, au niveau de 1’organe, en question, comme rapporté dans la littérature.

Les travaux doivent se poursuivre; il nous apparait intéressant d’élargir I’échantillon, en
¢tudiant ce polymorphisme avec d’autres facteurs génétiques et non génétiques, pour qu’on

puisse €lucider 1’étiologie de ces complexes pathologies.

Mots clés : Cancer du pancréas, MTHFR, Polymorphisme
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Summary

Our study on patients with pancreatic cancer has revealed the non-involvement of the T

allele in the development of pancreatic cancer.

The results of our study show that the homozygous mutant genotype TT corresponds to a
frequency of 23.53% in cancer patients, and 11.76% in controls; and the T allele has a

frequency of 38.24% in cancer patients; whereas in controls, its frequency is 35.29%.

In all studies of sufficient size to lend itself to this type of analysis, the MTHFR C677T
mutation is linked to pancreatic cancer irrespective of other risk factors. This does not mean,
as far as the MTHFR C677T mutation, is not correlated to some of these factors. For example,
as some studies suggest, the C677T mutation is more common in the elderly and in males
exposed to tobacco, and it has a north south gradient over the globe, that is to say where the

psychosocial stress of modern life, is really extreme.

At this stage of our work we cannot draw conclusions regarding the implication of the T
allele and the occurrence of a cancer of the pancreas, and / or location of the interference, at

the organ in question, as reported in the literature.

Work must continue; it seems interesting to us to increase the sample by studying this
polymorphism with other genetic and non-genetic factors, so we can clarify the etiology of

these complex diseases.

Key words: Pancreatic cancer, MTHFR, Polymorphism
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Introduction

Le cancer est une maladie caractérisée par la prolifération incontrolée de cellules, liée a un
échappement aux mécanismes de régulation qui assure le développement harmonieux de

1’organisme.

L’apparition d’une cellule cancéreuse est liée a I’accumulation d’anomalies dans son ADN
(son patrimoine génétique): elle subit des mutations. Son comportement anormal est dd au
déreglement de certains de ses génes. L’étude génétique des cellules cancéreuses confirme
que leur ADN est endommagé en plusieurs endroits, mais I’emplacement des mutations sur

I’ ADN -donc les génes touchés- varie d’un malade a I’autre.

La maladie est décrite depuis I’ Antiquité. C’est le médecin grec Hippocrate qui, en comparant
les tumeurs a un crabe, leur a donné pour la premiere fois les noms grecs de « karkinos » et «
karkinoma ». La comparaison est justifiée par I’aspect de certaines tumeurs, dont les

prolongements rappellent les pattes de I’animal.

Longtemps, le cancer a été considéré comme incurable. Aujourd’hui, nombre de cancers sont
guéris ou vécus comme des maladies chroniques. Pourtant, lorsqu’il est écrit au singulier, le
mot garde une charge symbolique puissante, associée a des évocations particulierement
sombres. Une description de notre compréhension actuelle des cancers, sur le plan médical et
biologique, invite a dépasser cette représentation.

Le mot cancer désigne en fait un groupe de maladies tres différentes les unes des autres. C’est

pourquoi on ne devrait pas parler du cancer, mais des cancers, au pluriel.

Une premiére facon de les classer consiste a désigner 1’endroit du corps ou la tumeur se

forme: le poumon, le sein, la peau, ou le pancréas par exemple.

Une autre maniere, plus fine, fait appel aux différents types de tissu qui constituent le corps

humain.

Avec les progrés de la recherche biologique et médicale, la classification des cancers s’est
encore complexifiée. Pour une méme localisation, les tumeurs affichent en effet, d’un malade

a l’autre, des caractéristiques et des comportements différents : certains cancers du sein sont




sensibles au traitement par des hormones, d’autres non ; la chimiothérapie est plus efficace

sur certains cancers du poumon que sur d’autres, etc.

Pour lutter contre la maladie et prévoir son évolution, il est trés important de savoir de quel

type de cancer il s’agit.

Prés de 20 000 personnes meurent du cancer chaque année [1]. En Algérie, on assiste a une
véritable transition épidémiologique marquée par ’amorce de la transition démographique,
I’augmentation de I’espérance de vie des personnes agées, la transformation de
I’environnement et les changements de mode de vie, avec le tabagisme en recrudescence
épidémique. Avec le poids des maladies infectieuses qui demeure encore élevées, les maladies
chroniques et non transmissibles prennent une place grandissante, et constituent actuellement

des problemes majeurs de santé publique.

30 000 nouveaux cas de cancer, en Algérie sont diagnostiqués chaque année, avec une
augmentation de 50% du nombre de cas entre 1986 et 2000. Pres de 20 000 personnes

meurent du cancer chaque année [1].

L’OMS qui fait de la lutte contre le cancer une de ses principales préoccupations, a, dans ce
contexte, plaidé aupres des agences et donateurs internationaux pour un accroissement des
financements pour soutenir les programmes de recherche et de prévention pour, du moins,
contenir le développent de cette maladie. L’Algérie accorde a cette démarche toute
I’importance nécessaire afin d’offrir & ses malades les meilleures conditions de suivi et de
traitement en  multipliant les centres anti-cancer a travers le  pays.

Des unités de radiothérapie et d’oncologie dotées d’équipements modernes, notamment des
scanners de derniere génération, d’IRM (imagerie par résonance magnétique), ainsi que le
réaménagement des laboratoires d’anatomie pathologique.

Ces nouvelles structures, dont la plupart sont opérationnelles, ont été créées pour renforcer
les centres anti-cancer, inscrits dans le cadre du plan national de lutte contre cette pathologie

qui bénéficie d’un budget global 24,9 milliards de dinars.

Mais malheureusement, notre politique nationale de lutte contre le cancer, reste sans écho
sur le terrain, face a des esprits qui témoignent de [’absence totale de la conscience

professionnelle, a un point ou, si un dossier d’un patient existe, il est toujours incomplet.

Il s’agit d’une constatation, d’un état de fait, qui demande, a étre amélioré.




Lors du commencement de ce travail, en 2014, il était, déja connu que 1’inhibition du géne de
la méthylenetétrahydrofolate réductase (MTHFR) par les ARN antisens, est capable de réduire

la survie des cellules cancéreuses in vitro et in vivo [2].

Ainsi que différentes études ont démontré I’implication du polymorphisme C677T de la

MTHFR dans la survenue de différentes pathologies, y compris le cancer du pancreas [3,4].

Pour ces raisons, et dans ce contexte, Lors de Commencement de ce travail, en 2014, on a

opté pour la réalisation de deux types d’Observation une:
- rétrospective sur le cancer de pancréas, depuis juin2014 jusqu’a 2012.

- Etune autre transversale Cas-témoins, dont les objectifs sont :

v Réaliser 1’étude moléculaire du géne MTHFR sur notre population de cancéreux
et témoins supposés sains.
v Etablir la fréquence du polymorphisme MTHFR au sein de la population de
patients présentent un cancer du pancréas de 1’est Algérien.
v Rechercher la relation entre le polymorphisme du géne MTHFR (C677T) et la

survenue d’un cancer du pancréas.

.



1. Pancréas

1.1. Définition :

Le cancer du pancréas est une tumeur maligne [5]. Une croissance rapide et incontrolée
d’une cellule pancréatique endommagée (anormale) peut donner naissance a une tumeur, elle
se développe le plus souvent du pancréas exocrine sous la forme d’un adénocarcinome
(cancer du tissu glandulaire), plus rarement du pancréas endocrine (cellules f de langerhans

qui secretent I’insuline), sous la forme d’un insulinome [6].

La forme la plus courante et la plus mortelle (>85% des cas) [7], se situe dans le pancréas
exocrine, qui est représentée par I’adénocarcinome pancréatique canalaire ou PDAC
(Pancreatic Ductal AdenoCarcinoma) [7]. Les autres tumeurs malignes étant représentées par
les cancers acinaires, le carcinome endocrine, les lymphomes, les métastases (rein, sein,

poumon, mélanome) [8].
1.2. Symptdmes :

En général, le cancer du pancréas se développe discretement [5], lorsque la tumeur progresse

elle provoque les symptomes suivants :

o Des douleurs abdominales, en particulier la nuit et en position allongée, qui peuvent
également se traduire par des douleurs du dos. Ces dernieres sont plus fréquentes
lorsque le cancer touche la queue du pancréas (a I’opposé de I’intestin gréle).

o L’Ictére et des démangeaisons. Lorsque la tumeur se situe dans la téte du pancréas,
celle-ci compresse le canal qui évacue la bile et géne son passage vers I’intestin. La
bile s’accumule et le patient a les yeux et le teint jaunatre, ses selles sont pales et ses
urines foncees, et il se gratte sur tout le corps.

« Une Perte de poids (amaigrissement) massive et rapide, sans cause identifiable

« Une Anorexie, avec des nausées et des vomissements

o Une Asthénie générale ;

e une sensation permanente d’Estomac plein.

Chez les personnes diabétiques, le cancer du pancréas peut se manifester par une aggravation
subite de leur diabéte [9].
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Tableau 01: La fréquence des symptomes par rapport aux différentes parties du
pancréas [10]

Tete Corps/queue
Amaigrissement 90% 100%
Hépatomégalie cholestatique | 85% Rare
Ictére 80% 7%
Douleurs (épigastrique) 70% 90%
Nausées 40% 40%
Asthénie 35% 45%
Urines foncées et selles | 65% Rare
décolorées
Prurit 25% Rare
Grosse  vesicule a la| 30% Rare
palpation
Masse palpable épigastrique | 15% 25%

1.3. Epidémiologie :

Les cancers constituent a I'échelle planétaire un probleme majeur de santé publique, en effet,
on prévoit une augmentation de 45% du nombre de déces par cancer dans le monde entre
2007 et 2030 (de 7,9 & 11,5 millions) [11].

En Algérie, selon le registre des tumeurs d’Alger, I’incidence et estimée a 3.2/105 habitants,
pour ’homme et 1.7/105 habitants pour les femmes [12].

Le cancer pancréatique représente la cinquieme cause de déces par cancer dans les pays
occidentaux [13], et son incidence est plus élevée chez les hommes que chez les femmes
(avec un sex-ratio égal a 2. Le pic d’incidence du cancer du pancréas est a la 7éme décade :
2 /3 des cas sont diagnostiqués aprés 65ans [12]. |l est rare avant 50 ans (moins de 5% des
cas) [14].

Dans le monde le cancer du pancréas exocrine représente 2% de 1’ensemble des cancers, soit
140 000 nouveaux cas par an. Les variations de I’incidence sont peu marquées dans le monde.
Ce cancer est rare en Afrique, au Moyen-Orient, et en Inde. Les taux d’incidence les plus

élevés sont observés en Amérique du Nord (8 nouveaux cas par an pour 100 000 hommes, et

\



5 pour 100 000 femmes), et en Europe du Nord ; dans ces régions les cancers du pancréas

représentent 3% de I’ensemble des cancers. Les taux d’incidence standardisés a I’Europe sont

de 6,5 pour 100 000 hommes, et de 3,4 pour 100 000 femmes [14].

Tableau 02 : Classement de I’incidence selon le cancer digestif en Algérie [15]

'I'ypedecarmer—l_cmali&atim‘
Cancer colorectal 44%

Cancer de I’estomac 26%

Hépato carcinome 12%

Cancer du pancréas 7%

Cancer des voies biliaires 5%

Cancer ’eesophage 4%

Autres 3%

1.4. Physiologie :
1.4.1. Anatomie :

Le pancréas est un organe plat de ’abdomen situé derriere 1’estomac [5]. Plus précisément a
I’'une des extrémités, il est entouré du duodénum (partie supérieure de l’intestin gréle), a
Iautre extrémité il tend vers la rate [16]. C’est une glande jaunatre d’environ 15 cm de long,
de 5¢cm de large et de 2 a 3 cm de diametre [17]. 1l est composé de trois parties :

-Téte qui repose a I’intérieur de la concavité du duodénum ;

-Un corps se trouvant derriere le fond de 1’estomac

-Une queue qui se termine en butée contre la rate [18].

Le pancréas a deux conduits extérieurs : I’un, principal, I’autre est accessoire.

e Conduit principal (canal de Wirsung) : ce conduit parcourt la glande d’une extrémité a
I’autre, il commence a 1’extrémité gauche ou queue et parcourt le corps du pancreas a
peu prés suivant son grand axe. Il traverse la téte du pancréas ensuite la paroi
duodénale ou il est accolé au conduit cholédogue.

e Conduit accessoire (canal de Santorini) : ce conduit traverse la partie supérieure de la
téte du pancréas et s’étend du coude formé par le conduit principal dans 1’incisure de

la glande, au sommet de la papille duodénale mineuse de la partie descendante [19].

e
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Figure 1 : Anatomie et situation du pancréas chez I’Homme [20]

1.4.2. Histologie :
Le pancréas est une glande qui comporte deux parties distinctes tant au niveau anatomique
que fonctionnel :
e Une partie exocrine
e Une partie endocrine [21].
% Le pancréas exocrine :
Représente en volume plus de 90% de I'organe, est composé de deux types cellulaires : les

cellules acineuses et les cellules canalaires.




Les cellules acineuses sont des cellules épithéliales organisées en acinus. Ces cellules sont
spécialisées dans 1’¢laboration des enzymes digestives.

Les cellules canalaire : Ces dernieres ont pour fonction de collecter et faciliter le transport
des enzymes au travers des différents canaux exocrines [22].

% Le pancréas endocrine :

La partie endocrine ne représente que 1% du pancréas (en nombre de cellules et en masse)
et constituée d’environ un million d’amas de cellules [23], appelées les ilots de Langerhans
qui comportent quatre type de cellules :

-cellules alpha o: sécretent le glucagon (augmentation de glucose dans le sang) .
-cellules béta f :sécrétent I'insuline (diminution du glucose dans le sang) .

-cellules delta & : sécrétent la somatostatine ( réglemente / arréts cellules o et B) .

- les cellules PP, ou y (gamma cellules), sécretent le polypeptide pancréatique qui appartient a
la famille des peptides de régulation il est composé de 36 acides aminés son réle principale
semble étre un mécanisme d’inhibition de la sécrétion pancréatique exocrine stimulée par la

trypsine et la bilirubine [24].

1.4.3. Fonction :

La fonction du pancréas exocrine est la sécrétion d’enzymes responsables de la dégradation
des aliments en éléments simples, participant activement au processus de digestion ; elle
comporte quatre grandes familles :

1. Les protéases (trypsine, chymotrypsine, carboxypeptidase).

2. Les enzymes glycolytiques (amylase, maltase).

3. Les enzymes lipolytiques (triglycérides lipase, carboxyle ester hydrolase.)
4. Les nucléases (DNAse, RNAse).

On appelle suc pancréatique le mélange des enzymes pancréatiques c’est une solution
aqueuse contenant des électrolytes, des bicarbonates et des protéines produite principalement
par les cellules canalaires [25 ,26].

La fonction du pancréas endocrine est assurée par les ilots de Langerhans. Ces filots,
dispersés au sein du pancréas exocrine, sont constitués de 4 types cellulaires impliques dans la
sécrétion d’hormones dans la circulation sanguine.

Les cellules a et B régulent le métabolisme du glucose gréace a la production de glucagon et
d’insuline respectivement. La somatostatine produite par les cellules & permet la contraction

de la vésicule biliaire, augmente la mobilité intestinale et inhibe la sécrétion de l'insuline et du

¢
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glucagon. Le polypeptide pancréatique produit par les cellules PP régule les propriétés
sécrétoires des autres types cellulaires présents dans le pancréas [21,22].

1.5. Classification TNM (Tumor, Nod, Metastasis):

Les cliniciens utilisent le stade pour décrire I'étendue du cancer et le pronostic du patient.
La classification TNM est couramment utilisée. La combinaison de(T) taille de la tumeur, (N)
atteinte des ganglions lymphatiques (nod en anglais) et (M) métastase ou propagation du
cancer a un autre organe du corps [27].

Tableau 03 : Illustration de la classification TNM [28]
CLASSIFICATION TNM (AJCC, UICC 2010, 7eme édition) ET STADES du cancer pancréatique

Tumeur primitive (T) :

TX Tumeur non évaluable.

Tis Carcinome in situ.

T1 Tumeur limitée au pancréas, inférieure ou égale a 2 cm dans son plus grand diameétre.

T2 Tumeur limitée au pancréas, supérieure a 2 cm dans son plus grand diametre.

T3 Tumeur étendue a 1'un des organes suivants : duodénum, voie biliaire principale, tissu péri- pancréatique
mais sans envahissement du tronc ceeliaque, de 1’artére mésentérique supérieure.

T4 Tumeur étendue au tronc ceeliaque ou a I’artére mésentérique supérieure (tumeur primitive non résécable).
Ganglions régionaux (N) :

NX Renseignements insuffisants pour classer les adénopathies régionales.

NO Pas de métastase ganglionnaire régionale.

N1 Envahissement des ganglions lymphatiques régionaux.

Meétastases viscérales (M) :

MX Meétastases non évaluables.

MO Pas de métastase.

M1 Présence de métastase(s) a distance.

L’analyse histopathologique de la piéce opératoire doit porter sur I’examen d’au moins 10 ganglions et I’étude
des marges. Si les marges de résection sont saines, la résection est classée RO; si les marges de résection sont
envahies, la résection est classée R1.

Les Stades :

Stade 0 Tis NO MO.

Stade IA T1 NO MoO.

Stade IB T2 NO MO.

Stade I1A T3 NO MO.

Stade 11B T1-3 N1MO.

Stade 111 T4 tout N MO.

Stade 1V M1 quel que soit T et N.



1.6. Facteurs de risque :

Parmi les facteurs de risques les plus redoutables, cité par la littérature, on trouve en premier
lieu le tabac [5].
» Le Tabagisme :
Multiplie par 3 le risque de survenue de ce type de cancer chez les fumeurs [29,30].
> L’Age :
différentes études, ont démontré que le risque de contracter un cancer pancréatique augmente
avec 1’age. Plus de 80% des cas font partie de la tranche d’age de 60 a 80 [29].
» Le Sexe:
Le cancer du pancréas est plus fréquent chez les hommes que chez les femmes [29].
» L’Alcool :

Une consommation excessive et réguliere d’alcool augmenterait le risque de cancer du
pancréas, en favorisant le développement d’une inflammation chronique locale appelée
pancréatite [31].

» L’Ethnie:

Des études aux Etats-Unis ont montré que le cancer du pancréas est plus fréquent dans la
population afro-américaine que dans la population blanche. Une partie de cette augmentation
du risque peut étre due a des facteurs socio-économiques [29].

» L’Obésité :

La surcharge pondérale est associée a une augmentation de risque du cancer pancréatique.
Pour un accroissement de I’IMC (Indice de Masse Corporel) de 5 kg/m?, I’augmentation de
risque de cancer pancréatique est estimée a environ 14 %, un défaut d’exercice physique est
corrélé a une augmentation d’incidence de I’adénocarcinome pancréatique [31].

» L’Alimentation :

Une alimentation riche en graisses animales et pauvre en fibres augmenterait modérément le
risque d’avoir un cancer du pancréas ; a I’inverse, une consommation importante de fruits, de
Iégumes et de vitamine C a un effet préventif [30].

> Les Bactéries :

Une étude américaine a révélé que, des bactéries de la flore buccale, dont certaines sont
retrouvées dans les maladies parodontales, seraient associées au développement de cancers du

pancréas et de la pancréatite chronique [32].

.



» Le Diabeéte :

Au moment du diagnostic de cancer du pancréas, un diabéte est présent chez 40 a 60% des
patients. Les chercheurs se demandent donc s’il existe un lien entre les deux maladies, et si le
diabéte est une cause ou une consequence de cancer du pancreas. Actuellement, les données
sont insuffisantes pour conclure, mais le diabéte est un facteur de risque de cancer du
pancréas [33].

» La Pancréatite chronique :

La pancreatite chronique est une inflammation douloureuse du pancréas. Ayant une

pancréatite pendant une longue période peut augmenter le risque de cancer du pancréas [34].
» Facteurs environnementales :
+ L’Irradiation :

Des études ont montré une association positive entre l’exposition aux rayons X et

rayonnements vy et le cancer du pancréas [31].
« Autres sources d’exposition :

Divers facteurs d’expositions sont suspectés de jouer un rdle dans la survenue de cancer du
pancréas exocrine, tels que des solvants, des métaux comme le nickel ou le chrome, la silice
ou des insecticides organochlorés, ou encore 1’amiante.

Le r6le des amines aromatiques a également été suggéré a travers les risques associés au
tabac, a la consommation de viande, et a certaines expositions professionnelles [31].

» Facteurs génétiques :

Les formes familiales sont rares. Elles expliquent environ 5 % des cancers du
pancreas.

% Antécédents familiaux :

Pour les sujets apparentés au premier degré (parents, fréres et sceurs, enfants) d’un
patient atteint de cancer du pancréas, le risque est faiblement augmenté (multiplié
par 2). Dans le cas ou il y a plusieurs cas de cancers du pancréas dans une méme
famille on parle «d’agrégation», le risque pour les apparentes est alors plus

important [30].

1.7. Types de cancer :

Les cancers du pancréas sont regroupés en deux types des cellules .chaque type de cellule
peut donner lieu a un type différent de tumeur [17]. Ces tumeurs du pancréas peuvent étre




bénignes ou malignes, solides ou kystiques développée a partir du tissu exocrine ou endocrine

[35].

Tableau 04 : Les différents types du cancer pancréatique exocrine [25]

M= =20 xm

Tableau 05 : Les différents types du cancer pancréatique endocrine [25]

m=z—=>35o oD =m

Types de cancer

Adénocarcinome
canalaire

Cystadénocarcinome

Symptémes
Douleurs abdominales,
ictére, anorexie,
dépression, altération de
['état général
Douleurs abdominales et
dorsales, vomissements,

Localisation des tumeurs

Potentiel tumorigéne

Trés souvent malignes et

Ensemble du pancréas

métastatiques

Trés souvent malignes et

mucineux ou séreux . .
diarrhées

Douleurs abdominales,

Tumeurs acinaires

Jaunisse, perte de poids,
anémie, diarrhées

Tumeurs _
seudopapillaires et Douleurs abdominales et
Eystiques dorsales, perte de poids

Tumeur intra-
canalaire papillaire et
mucineuse (TIPMP)

Douleurs abdominalaes,
nauseées, vomissements.,
perte de poids, jaunisse

pancréas

Douleurs abdominales et

Carcinome
épidermoide
vomissements

Pancréatoblastome

Types de cancer Peptide sécrété

Gastrinome Hypersecretion de gastrine
Hypersécretion de

Glucagonome
glucagan

Insuliname Hypersecretion dinsuline

Neéoplasie
Endocrinienne
Multiple (NEM) ou
syndrome de Wermer

Hypersécrétion d'un ou
plusieurs peptides
pancréatigues

Hypersécretion de

Somatostatinome i
somatostatine

VIPome Hypersecretion de VIP
Hypersécrétion dun ou
nlusieurs peptides
pancreatigues

Tumeur endocrine non
fonctionnelle

dorsales, fatigue,
abdominales, nausées,

Douleurs abdominalaes,
nausees, vomissements

douleurs

pancréas

Symptomes
Ulzéres, douleurs abdominales,
diarthées, perte de poids,
¥omissements
Eruption cutanée, diabete,
dépressian, confusian
Hypoglycemie, confusion,
tremblements, céphalées

Fatigue, faiblesse ou douleur
musculaire, constipation, calculs
rénauy, ostéoporose précoce

[iabéte, douleurs ahdominales,
diarrées, ballonements, lithiase
biliaire, perte de poids
Diarthee, perte de poids,
hypokaliémie, vomissements,
douleurs abdominales

Douleurs abdominales, altération de

[état général

Ensemble du pancréas

Ensemble du pancréas

Ensemble du pancréas

Principalement dans la téte du

Ensemble du pancréas

Principalement dans la téte du

Localisation des tumeurs

métastatiques

Variable

Variable

Variable

Variable

Généralement bénignes

Potentiel tumorigéne

Téte du pancréas, duodénum Trés souvent malignes

Corps, queue du pancréas

Engemble du pancréas

Engemble du pancréas,
Glandes parathyroides

Enzemble du pancréas,
ampoule de Yater

Corps, queue du pancréas

Engemble du pancréas

Variable

(Généralement benignes

Pewvent &tre malignes dans le
pancreas

Wariahle

Généralement malignes

Trés souvent malignes et
métastatigues



Tableau 06 : Classification et origine des divers types de tumeurs du pancréas [17]

Tissu d'origing Type de tumeur Comportament biologique
Bénin |Imtermédizire | malin

Cellules exocrines | Adénocardnome canalaire X
Cystadénome séreux X
Cystadénocarcinome
séreLn
Cystadénome mucineux X
Adénome saraux
mirocystigue
Carcinome des cellules
adnaires

Tumeaur intracanalaire
papillaire 2t mucineusa
Tumeur meuro-endooarine X

Cellules endoorines | Insulinome
Gastrinome
Glucagonome
Vipome
Mésidioblastose

| | | | e

1.7.1. Le cancer du pancreas exocrine :

Environ 95 % des cancers du pancréas se développent & partir de cellules glandulaires
exocrines. Cette forme porte le nom d’adénocarcinome canalaire ou pancréatique [16].

L’adénocarcinome canalaire pancréatique ou PDAC est la tumeur du pancréas exocrine la
plus fréquente environ 80% et la plus grave [25,36].

D’autres tumeurs du pancréas exocrines existent mais sont beaucoup plus rares que le
PDAC. Ce sont des tumeurs micro ou macro-kystiques et sont diagnostiquées par imagerie.
Parmi elles, on retrouve I’adénome séreux (micro-Kystique) considéré comme bénin et les
adénomes macro-kystiques comme le cystadénome et cystadénocarcinome mucineux qui
peuvent degénérer [18].

1.7.2. Le cancer du pancreas endocrine :

Environ 5% des cancers du pancréas se développent a partir de cellules endocrine. Cette
forme de cancer porte le nom de tumeur ou carcinome endocrine du pancréas [37].

Parmi ces tumeurs on trouve :
* Des tumeurs fonctionnelles. Ce type de tumeur est découvert en raison des effets provoqués

par les hormones sécrétés par la tumeur (Insulinome, Gastrinome, Glucagonome,



VIPome «Vasoactive Intestinal Peptidome », Somatostatinome). Les symptémes provoqués
par ces types de tumeurs sont souvent caractéristiques.

* Des tumeurs non-fonctionnelles. Ce type de tumeur est en général découvert suite de la
croissance de la tumeur (effet de masse, perte de poids, douleurs abdominales).
Les tumeurs endocrines peuvent étre bénignes. Sinon, le degré d'agressivité est déterminé par

I'examen au microscope. Le pronostic dépend aussi du bilan d'extension de la tumeur [38].

1.8. Physiopathologie du cancer du pancreas :

Certaines altérations génétiques du cancer du pancréas sont bien caractérisées. Ainsi, la
progression vers le cancer invasif se fait & partir de néoplasies pancréatiques épithéliales (en
anglais Pancreatic Intraepitelial Neoplasia : PanIN). Les lésions les plus précoces (PanIN-1A
et 1-B) sont caractérisées par 1’allongement des cellules ductulaires avec une production de
mucine en abondance puis la survenue d’anomalies nucléaires modérées (PanIN-2) et plus
séveres avec des mitoses anormales caractérisant le carcinome in situ (PanIN-3). Au fur et a
mesure que les atypies progressent la fréquence des altérations génétiques augmente [39].

Les cellules cancéreuses peuvent diffuser dans d’autres parties de I’organisme ou elles vont

s’installer et se multiplier, c’est se qu’on appelle les métastases [5,9].
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Figure 02: Altérations Génétiques associées a la progression tumorale de
I’Adénocarcinome du Pancréas. L'adénocarcinome du pancréas (PDAC) se développe a
partir de lésions dysplasiques des canaux exocrines de grade croissant (PanINs). Ces lésions
sont associées a des activations oncogéniques (KRAS, ERBB2) dans les stades précoces puis a
des mutations inactivatrices de génes suppresseurs de tumeurs (P16INK4A, TP53, SMADA4,
BRCAZ2) dans les stades plus avancés [22].




2. Biologie moléeculaire et cancer du pancreéas :

2.1. Les oncogenes :

» K-Ras (Kirsten Rat Sarcoma):

La présence de la mutation activatrice de K-Ras permet 1’activation constitutive de cet
oncogene qui favorise le développement de tumeurs par les signaux de croissance et de survie
cellulaire [36]. Le gene Kirsten-Ras est situé sur le chromosome 12p12, il code pour une
petite protéine composée de 118 acides aminés de 21 kilo daltons, P21-Ras localisée au
contact de la membrane cytoplasmique interne elle appartienne a la famille des petites
protéines G ; celles-ci possedent une activité GTPasique correspondant a leur capacité de lier
les nucléotides guanyliques GTP et GDP. P21-Ras se présente ainsi sous deux formes, une
active liée au GTP et ’autre inactive liée au GDP, elle joue un rdle primordial dans la
régulation de la transduction du signal prolifératif induit par les facteurs de croissances [40].
L’activation de 1’oncogéne K-Ras est la mutation la plus fréquemment détectée dans les
cancers pancréatiques (90 a 95% des cas). Ces mutations activatrices sont également
retrouvées respectivement dans environ 30%, 40% et 90% des lésions pré-cancéreuses PanIN-
1A, 1B et PanIN-2/3 [25]. La mutation de cet oncogene porte majoritairement sur le codon 12
(une minorité de tumeurs présentent des mutations atteignant le codon 13) avec remplacement
de la séquence GGT codant pour la glycine par une autre séquence nucléotidique,
habituellement GAT codant pour I’acide aspartique ou GTT codant pour la valine, plus
rarement CGT codant pour D’arginine. Cette mutation s’accompagne d’un changement
conformationnel de P21-Ras aboutissant au maintien de cette protéine sous une forme activée

en permanence, liée au GTP [40].

> ERBB2:

La protéine ERBB2 code pour un récepteur des facteurs de croissance de type tyrosine
kinase et son activation induit la prolifération cellulaire. Elle est donc considérée comme un
puissant oncogene. La surexpression de 1’oncogéne ERBB2 est 1’un des événements les plus
précoces du processus de cancérisation pancréatique. Elle est détectée dans 82 % des PanIN-
1A et dans 100 % des PanIN-3 [41].

*ERBB2:HER2 (Human Epidermal growth factor Receptor 2): Neu.
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2.2. Genes suppresseurs de tumeur :

» P53 (Protéine 53) :

Le géne P53 code pour un facteur de transcription (phosphoprotéine nucléaire de 53 kDa :
P53) qui joue un rdle essentiel dans la régulation du cycle cellulaire. Il est localisé sur le
chromosome 17p13 [40]. La P53 est impliquée dans de nombreux processus comme 1’arrét du
cycle cellulaire, I’apoptose, la sénescence, la réparation de I’ADN ou encore le métabolisme
cellulaire [22]. La perte de fonction de P53 durant la carcinogenese conduit donc a une
croissance inappropriée des cellules, une augmentation de la survie cellulaire et une instabilité
génétique. Plus de 50% des adénocarcinomes pancréatiques présentent des mutations du géne
TP53. Elles apparaissent dans les stades tardifs de PanINs (PanIN-2/3) ayant déja acquis des
caractéristiques dysplasiques ce qui suggére un rble de P53 dans la progression des tumeurs
malignes [25].

» SMAD4 (Mothers Against Decapentaplegic homolog4)/DPC4 (Deleted in
Pancreatic Carcinoma 4) :

Le géne codant la protéine SMAD4 (originellement appelé DPC4) est inactivé dans plus de
50% des PDAC. La perte d’expression de SMADA4 est associée le plus souvent a une délétion
du locus 18g21.1, contenant SMADA4 et a une perte d’hétérozygotie. Comme cela a été décrit
pour TP53, I’inactivation de SMAD4 est un phénomeéne tardif, détectée a partir du stade
PanIN3 ou ce géne est délété dans 28% des PDAC. SMAD4 est un acteur central de la voie de
signalisation du TGFp et est a la base du programme anti-prolifératif et proapoptotique du
TGFp (Transforming Growth Factor ) [22].

» INK4A/ARF (Alternate Reading Frame) :

Le géne suppresseur de tumeurs INK4A est 1’un des geénes les plus fréquemment inactivés
dans les cancers pancréatiques. La perte de fonction du geéne est retrouvée dans
approximativement 90% des cas de cancer avec 40% par délétion homozygote, 40% par
mutation d’un allele et perte du second et enfin 10 a 15% par extinction de I’expression du
gene par hyperméthylation du promoteur [25]. INK4A/ARF code pour 2 protéines distinctes,
par 'utilisation de 2 premiers exons différents et un décalage consécutif du cadre de lecture :
P16INK4A et P19ARF. INK4A est un inhibiteur de CDK4/6, bloguant la phosphorylation de
Rb(Rétinoblastome) et donc la progression du cycle cellulaire en G1/S, alors qu’ARF stabilise
P53 en inhibant sa dégradation par Mdm2 (Murine Double Minute2). Du fait de la

\ﬂ



juxtaposition physique de leur séquence codante, et de la délétion fréquente du locus
correspondant, on observe, dans de nombreux cancers pancréatiques, une perte d’INK4A et
d’ARF. Cependant des études récentes ont montré que ces deux protéines pouvaient agir
indépendamment. Des mutations héréditaires d’INK4A sont associées au syndrome FAMMM
(Familial Atypical Mole-Maligant Melanoma), caractérisé par une forte incidence des
mélanomes ainsi qu’une augmentation de 13 fois du risque des cancers pancréatiques [42].
*INK4A: ARF: MTS1 (Multiple Tumor Suppressorl):P16:CDK2A (Cycline Dependent
Kinase 2 A)

2.3. Autres :
» SSTR2 (SomatoSTatine Reseptor2) :

Le récepteur SSTR2 est un des 5 récepteurs a la somatostatine et fait partie de la famille des
récepteurs couplés aux protéines G. Son expression est perdue dans 90 % des
adénocarcinomes pancréatiques [43]. Dans un pancréas sain, ce récepteur se trouve sur la
membrane des cellules acineuses. La somatostatine, en se fixant sur ce récepteur, inhibe les
secrétions pancréatiques et posséde également un effet antiprolifératif et anti-inflammatoire,
la perte d’expression de ce récepteur favorise la prolifération des cellules cancéreuses et la

mise en place de I’inflammation [44].

» PTEN (Phosphatase and TENsing homolog):

PTEN est également un gene suppresseur de tumeur fréquemment perdu dans les cancers
par mutations ou délétions. Dans les cancers pancréatiques, sa perte n’est que rarement liée a
ce type d’altérations génétiques. Il a notamment été montré que la diminution de son
expression était corrélée dans les cancers pancréatiques avec la surexpression du 7GFp, et que
la surexpression de ce dernier dans des lignées cancéreuses pancréatiques humaines et dans le
pancréas de souris transgéniques diminuait 1’expression de PTEN.

Par la suite, des expériences ont démontré qu’en conditions normales, le TGFJ induisait
I’expression de PTEN par une voie dépendante des Smads. L’activation de la voie Ras/Erk, au
cours de la cancérogenése pancréatique, va alors bloquer cette voie dépendante des Smads,
inhibant ainsi I’expression de PTEN. L’activation de la voie de I’lGF-I (Insuline like Growth
Factor 1) dans les cancers pancréatiques participe €galement a I’inactivation de PTEN en
inhibant sa phosphorylation. Enfin, une hyperméthylation de son promoteur a également été

observée dans les tissus humains et les lignées cancéreuses pancréatiques [42].
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2.4. Facteurs de croissance :
» EGF (Epidermal Growth Factor) :

L’EGFR est un récepteur membranaire de la famille des récepteurs ErbB qui a une activité
tyrosine kinase. Il est aussi appelé Erb1l/HER1. La fixation de son ligand, a savoir EGF,
TGFo ou I’amphiréguline, active 3 voies principales : la voie MAP kinase (Mitogen Activated
Protein Kinase), la voie PI3kinase (Phospholnositide 3-Kinase), et la voie STAT (Signal
Transducers and Activators of Transcription) [45,46]. Au cours du cancer du pancréas, on
retrouve dans 65% des cas 1’amplification du géne de I’EGFR, alors que la mutation
ponctuelle est plus rare (de 1’ordre de 4%). Cette mutation se localise au niveau de 4 exons
(exons 18-21). La surexpression de ’EGFR est rencontrée dés le stade PanIN de type 1 et
dans 25 & 65 % des cas de cancer du pancréas (tout comme celle de son ligand). Dans le
cystadénocarcinome mucineux, cette surexpression est mise en évidence dans 60 % des cas

alors qu’elle est absente dans la forme bénigne [47].

> FGF (Fibroblast Growth Factor) :
La voie des récepteurs au fibroblast growth factor (FGF) est également impliquée dans la
croissance tumorale et dans la progression des adénocarcinomes pancréatique. D’autres
facteurs de croissance tels que le nerve growth factor (NGF), la gastrine ou encore la

bombésine participent également a la croissance tumorale pancréatique [48,49].

2.5. Autres voies de signalisation :
» Akt/kinase B :
Codant pour une sérine-thréonine kinase impliquée dans la signalisation de la phosphatidyl-
inositol-3 kinase ou Pi3K, est trouvé surexprimé dans 20% des tumeurs pancréatiques
humaines [50]. Le degré de phosphorylation d’Akt dans les cellules cancéreuses pancréatiques

est d’ailleurs inversement corrélé avec la survie des patients [51].

» NF-xB (Nuclear Factor-kappa B) :

Est un facteur de transcription impliqué dans de nombreux processus physiologiques tels
que I’embryogeneése, la prolifération, I’apoptose, 1’invasion, 1’angiogénése, I’inflammation et
la réponse immunitaire. Il semble exister une activation constitutive du facteur de
transcription NF-xB dans les cellules cancéreuses pancréatiques entrainant leur résistance au

ligand de mort TNF-a et favorisant plutdt la survie des cellules au détriment de leur mort [52].
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2.6. Les autres altérations :

» Activité télomérase :

Récemment, des hauts niveaux d’activité télomérase ont été retrouvés sur du tissu et du
matériel de cytoponction d’adénocarcinomes pancréatiques alors que cette activité est basse
voire nulle dans le tissu normal ou inflammatoire [53]. La télomérase est une
ribonucléoprotéine qui assure 1’¢longation des télomeéres chromosomiques par 1’ajout
d’hexameres TTAGGG. L’activation de la télomérase associée a une stabilisation des
télomeres est une des caractéristiques classiques des cellules immortalisées. Une élévation de
I’activité télomérase est en effet observée dans de nombreux cancers et participerait au

développement mais surtout au maintien de la croissance tumorale [54].

» Méthylation de ’ADN :

La majeure partie des méthylations de I’ADN survient dans les ilots CpG. Ils sont
fréqguemment localisés prés des sites de transcription des genes. Les enzymes responsables du
maintien des groupements méthyles sur I’ADN sont les DNA méthyltransférases (DNMT)
dont la DNMT-1 qui est surexprimée dans approximativement 80% des cancers
pancréatiques. Plusieurs genes suppresseurs de tumeurs présentent une hyperméthylation de
leur promoteur entrainant une perte de fonction. Le gene le plus touché dans le cancer du
pancréas est le gene INK4A. Les autres genes généralement mutés dans les PDACs, TP53 et
SMADA4, n’ont pas montré d’extinction épigénétique. Un phénomeéne de perte de méthylation,
ou hypométhylation est également commun dans les PDACs. L’hypométhylation survient
dans la région 5° d’un geéne et est associée a la surexpression de la protéine codée par ce gene.
Une des protéines le plus fréguemment surexprimée par ce phénomeéne est la protéine S100P
qui joue un rdle important dans I’invasion tumorale en induisant des métastases. Ces

phénomeénes épigénétiques participent a la progression des tumeurs pancréatiques [25].

» MicroARN :

Ces dernieres années, I’étude de I’expression et du role des microARNs ou miARNs a
suscité le plus grand intérét. lls constituent une famille de petits ARN de 18 a 24 nucléotides,
trés conservés, et impliqués dans la stabilité et la régulation de la traduction des ARNm
cibles. lls jouent ainsi des rbles importants dans la différenciation cellulaire, la prolifération et
I’apoptose et participe également a la tumorigenése. Ainsi, de nombreuses études ont rapporté

des alterations de leur expression dans différents cancers humains. De plus, les groupes de
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miARNS sont retrouvés dans des zones du génome humain qui sont la cible de fréquentes
amplifications, pertes d’hétérozygotie, ou mutations et leur réle dans certains cancers a été
mis en avant. Le miRNome du cancer du pancréas a lui aussi été tres etudié dernierement,
montrant une augmentation d’expression de certains miARN comme miR-21, miR-155, miR-
221 ou miR- 222. L’étude des dérégulations de miARNs peut également mener a la
découverte de nouveaux marqueurs moléculaires du cancer, Mais nécessite avant tout, de
comprendre leur role exact dans la pathologie cancéreuse, leur spécificité tissulaire, ainsi que
le moment de leur dérégulation au cours de la tumorigenése. Enfin, I’expression de certains
miARNS peut représenter une valeur prédictive de la survie, comme cela a été suggére pour
miR-21 et miR- 196a-2 [42].

» Facteur d’invasion tumorale :

La croissance et la progression tumorale impliquent une forte capacité des cellules
cancéreuses a I’invasion locale et métastatique. Dans le cancer pancréatique, le caractere
invasif des cellules tumorales semble étre en rapport avec 1’action d’enzymes protéolytiques
(Matrix MetalloProteinases ou MMP) et de molécule d’adhésion (E-cadhérine). En effet on
observe dans ce cancer une augmentation de I’expression de métalloprotéinases (MMP-2,
MMP-3 et MMP-9) et une diminution de 1’expression de leurs inhibiteurs (TIMP-1) qui
participent au modelage de la matrice extracellulaire, la perte de facteurs réduisant la mobilité
et ’adhésion cellulaire (comme 1’E-cadhérine ou la laminine) est corrélée au mauvais
pronostic et/ou au caractere métastatique de ce cancer. L’ensemble de ces anomalies est
responsable de I’acquisition d’une mobilité cellulaire et d’une activité collagénolytique
favorisant la migration cellulaire. Une augmentation de la conversion du plasminogéne en
plasmine (via « 1’urokinase plasminogen activator » uPA) permettant une dégradation de la

matrice extracellulaire [55].

» Angiogénese :

Le phénoméne d’angiogénése (formation de nouveaux capillaires sanguins a partir de
vaisseaux pré-existants) est également essentiel pour amener les facteurs, les nutriments et
I’oxygeéne indispensables a la croissance d’une tumeur solide. Cependant, la
néovascularisation s’établissant de fagon anarchique dans les tumeurs, les apports en oxygene
et nutriments sont insuffisants. La conséquence de cette hypoxie est 1’expression de facteurs

de croissance inductibles par I’hypoxie (Hypoxia Inducible Factors - HIF) et la stimulation de




facteurs pro-angiogéniques comme le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), le PDGF
(Platelet Derived Growth Factor), ’HGF (Hepatocyte Growth Factor) ainsi que les FGF
(Fibroblast Growth Factor) et leurs récepteurs. Des travaux ont d’ailleurs mis en évidence une
surexpression du VEGF et de son récepteur dans les lignées cancéreuses pancréatiques
humaines [55].

Tableau 07 : Principales altérations moléculaires au cours du cancer pancréatique [48]

Oncogénes (activation ou mutation)

k-ras 75-100 %
c-erb3 60-70 Yo
c-erb2 (HER/neu) 10-20 %

Geénes suppresseurs de tumeur (mutation ou délétion)

TP53 50-75 %
p16/MTSI 80-95 %
DPC4 50-55 %
Rb 60-70 %

Facteurs de croissance et leurs récepteurs (amplification ou

mutation)

FGF 60-90 %
FGFR 50-70 %
EGFR 25-65 %

2.7. Le cancer du pancréas familial :

On estime que de 5 a 10% des cancers du pancréas ont une histoire familiale, ils se
définissent par la présence de ce type de cancer chez au moins deux parents de premier degré
du patient [56]. Des mutations ont été identifiées du géne Palladin(PALLD) qui présente une
transmission autosomale dominante et qui se situe sur la région 4932-34 [39].

2.8. MTHFR et cancer du pancréas :

Les 5,10 méthylénes tétrahydrofolate réductase, plus communément appelée MTHFR,
représente I’enzyme clé du métabolisme des folates. Elle catalyse la réduction irréversible du
5,10 méthyléne tétrahydrofolate en 5 méthyl tétrahydrofolate. Ce dernier substrat constitue,
d’une part, la forme biologique circulante et majeure des folates et, d’autre part, le donneur de
carbone pour la reméthylation de 1’acide aminé soufré « homocystéine » en acide aminé

essentiel « méthionine » [57].
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2.8.1. La protéine MTHFR :

La MTHFR est un dimére de 150 kDa comprenant deux isoformes de tailles variables : 77
kDa et 70 kDa. L’expression de I’ADNc¢ humain de 2,2 kpb donne une protéine de 70 kDa
comportant 656 acides aminés [58].

Le site de démarrage de la traduction de I’isoforme de 77 kDa permet 1’ajout de codons

additionnels en amont de la séquence de ’isoforme de 70 kDa [59].

2.8.2. Réle de la MTHFR :

L’homocystéine est un acide aminé soufré¢ formé a partir du métabolisme de la méthionine.
Elle peut suivre soit une voie de transsulfuration, B6 dépendante, qui aboutit a la cystéine, soit
une voie de reméthylation, B12 et folates dépendante, qui permet la transformation en retour
de I’homocystéine en méthionine. Les polymorphismes génétiques particuliers liés aux
enzymes du métabolisme de I’homocystéine ou plus souvent encore, a un déficit relatif des
différentes vitamines du groupe B sont la principale cause de I’élévation de cet acide aminé
soufré dans le sang [60]. En effet, la concentration plasmatique d’homocystéine plasmatique
dépend pour une part notable du polymorphisme de la 5,10 méthylene tétrahydrofolate
réductase (MTHFR), enzyme clé du métabolisme des folates. Cette enzyme catalyse la
réduction irréversible du 5,10 méthyléene tétrahydrofolate en 5 méthyl tétrahydrofolate. Ce
dernier substrat constitue, d’une part, la forme biologique circulante et majeure des folates et,
d’autre part, le donneur de carbone pour la reméthylation de I’homocystéine en methionine
[61].

Les folates jouent un role crucial dans la nutrition et dans les mécanismes épigénomiques en
contribuant respectivement a la syntheése et 1’échange de groupements monocarbones
nécessaires a la synthése ou la méthylation de ’ADN et de I’ARN et a la méthylation de
transrégulateurs de 1I’expression génique. Les mécanismes épigénétiques liés aux folates sont
illustrés par leurs effets sur la méthylation de I’ADN.

Le métabolisme des folates joue un réle crucial dans certains de ces mécanismes, car il
équilibre le flux des monocarbones vers la synthése ou la méthylation de I’ADN et de ’ARN,
ainsi que la méthylation des régulateurs de I’expression génique par la S-adénosyl méthionine
(SAM). Dans cet équilibre meétabolique, le méthyl-tétrahydrofolate (Me-THF) alimente la
méthionine synthase B12-dépendante (MS) qui fonctionne au carrefour entre le cycle des
folates et celui de la méthionine.

Sur le plan biochimique, les folates sont des co-enzymes impliquées dans la synthese et

I’échange de monocarbones. Ils représentent un groupe de co-enzymes inter-convertibles, qui
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différent par leur état d’oxydation, le nombre de fragments d’acide glutamique et les
substitutions a un carbone. Le métabolisme des folates suit une régulation complexe, il
participe a la synthese de nucléotides puriques, du thymidylate et de plusieurs acides aminés.
La méthionine cellulaire provient de la voie de reméthylation de I’homocystéine et de la
dégradation des protéines endogeénes et alimentaires.

Le deficit cellulaire en Me-THF conduit a la diminution de la synthese de la méthionine et a
I’accumulation de 1’homocystéine, qui produit un stress cellulaire. L’homéostasie de la
méthionine est cruciale pour la cellule, car elle est le précurseur immédiat de la SAM, le
donneur de méthyle universel dans les réactions de transméthylation. Les conséquences de la
carence en folates sur la concentration cellulaire de SAM, de S-adénosylhomocystéine (SAH)
et sur le rapport SAM / SAH illustrent I’importance de 1’acide folique dans le maintien des
régulations liées aux méthylations. Une diminution du rapport SAM / SAH altére la capacité
de la cellule a assurer les réactions de transméthylation de I’ADN, de I’ARN, des histones et
des co-régulateurs de récepteurs nucléaires, qui jouent un réle clé dans les mécanismes

épigénétiques et épigénomiques [73].

i £ o DHE — qump
CH THF CH,THF
0
MET ..., MTHFR ? dTMP
: CHOTHF
L J
SAs Ml + Purines
Protéines (H,'X ARN ADN

Figure 3. Répercussions métaboliques de ’activité de la MTHFR [62].
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La 5,10-méthyléne tétrahydrofolate réductase (MTHFR) catalyse la réduction irréversible
du5,10-methylene tétrahydrofolate (CH2THF) en 5-méthyltétrahydrofolate (CH3THF).
L’activit¢ de la MTHFR affecte ainsi la disponibilitt du CH2THF, ce qui influence la
synthése de ’ARN et de ’ADN. Le CH3THF est requis pour la reméthylation de
I’homocystéine (Hcy) en méthionine (MET), qui intervient elle-méme dans la synthese
protéique et la méthylation de I’ADN et d’autres composés (CH3-X). Le FAD est le cofacteur
de la MTHFR. MS, méthionine synthase ; TS, thymidylate synthase ; THF, tétrahydrofolate ;
DHF, dihydrofolate ; CHOTHF, 10-formyltétrahydrofolate ; SAM, S-adénosyl méthionine.

2.8.3 Géne de laMTHFR :
C’est une enzyme codée par un gene localisé sur le bras court du chromosomel (1p.36.3)

[63]. La séquence d’ADNCc a été déduite de 2,2 kb de longueur et comprenait 11 exons [64].
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Figure 4 : structure de gene de la MTHFR avec la localisation des protéines et de

mutations connus [65].
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Figure 5: localisation cytogénétique du gene de la MTHFR [62].

Plusieurs sites d’amorce de la transcription, d’épissage alternatif et de polyadénylation ont
été observés pour le gene MTHFR, la proportion de chaque transcription differe selon les
tissus. Il a été mis en évidence qu'il n'y a aucun élément TATA-box pour régler le géne
MTHFR humain, fournissant ainsi une base pour approfondir les recherches sur le réglement
du géne [59].

Un total de 34 mutations rares, mais déléteres dans MTHFR, ainsi qu'un total de 9 variants
communs (polymorphismes) ont été rapportés.

2.8.4. Mutation C677T

Polymorphismes génétiques conduisant a une carence en folate semblent faciliter
I'apparition de différents types de cancer. L'acide folique est une partie de la méthylation de
I'ADN, dans lequel des groupes méthyle (CH 3) sont transférés a la position 5 'de résidus
cytosine sur la cytosine-guanine (CpG) dinucléotides dans des réactions catalysées par des
protéines (ADN méthyltransférases) [66]. Cette modification épigénétique de I'ADN a
plusieurs fonctions, telles que le contrdle de I'expression génique, la stabilisation de la
structure de la chromatine, et le maintien de la stabilité génomique [66,67].
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Figure 6. Représentation schématique de 41 mutations graves du gene MTHFR et des

deux polymorphismes particulierement étudiés.
Les 41 mutations spécifiées n’ont été identifiées que dans des familles de patients présentant
un déficit important de MTHFR. La protéine MTHFR est représentée par un rectangle et les
acides aminés mutés sont indiqués au-dessus, ainsi que les mutations affectant 1’épissage du
géne. Les nombres sous le rectangle désignent la position des mutations dans la séquence de
I’ADNc (GenBank Gl: 6174884); 2 mutations différentes ont été identifiées a la position
1274. Les nombres entre parenthéses désignent la présence d’une mutation intronique a
proximité du résidu mentionné. Les 2 polymorphismes de MTHFR les plus étudiés sont aussi
indigués, en vert [62].

Polymorphisme C677T du géne méthylenetétrahydrofolate réductase (MTHFR) semble étre
liée a la susceptibilité au cancer parce que l'activité de I'enzyme MTHFR (qui fait partie du
métabolisme du folate) est réduite, ce qui peut provoquer I'expression incontrdlée de genes,
I'instabilité génomique, et induire la cancérogenese [68,69].

En 1995, Frost et al [58]. ont identifié une mutation commune C677T, autosomique récessive,
provenant du remplacement d’une cytosine en position 677 par une thymine, et a I’origine de
la substitution d’une alanine par une valine en position 222. Le phénotype de ce variant

n

génotypique, appelé " variant thermolabile ", est caractérisé par une diminution d’activité
enzymatique de 70 % en cas d’homozygotie (TT), et de 35 % en cas d’hétérozygotie (CT)
[70,71]. La teneur en homocystéine plasmatique chez un sujet sain est en géneéral inférieure a
16 pmol/L chez I’homme et 12,5 pmol/L chez la femme non ménopausée.
L’hyperhomocystéinémie, lorsqu’elle résulte de carences vitaminiques ou d’un
polymorphisme génétique est habituellement modérée (15 a 30 pmol/L) ou moyenne (31 a
100 umol/L). L’hyperhomocystéinémie sévere (> 100 pmol/L) est dans la plupart des cas

associée a des mutations rares [72].
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PATIENTS ET METHODES :

L’¢tude que nous avons entreprise, a duré 03 mois, et elle englobe deux types

d’Observation:

-Une rétrospective (sur dossiers), allant de I’année en cours (2014) jusqu’a 2012, et porte sur

une population de 35 patients présentent un cancer du pancréas ; et,

-Une observation transversal cas-témoins, qui a porté, sur 51 sujets, dont 17 sont atteints d’un

cancer du pancréas et 34 témoins.
2. Recrutement des sujets :
v" Pour, I’étude transversale cas-témoins, Il s’agit de :

-17 sujets des deux sexes atteints d’un cancer de pancréas ages entre 19 et 90 ans admis au
niveau du centre Hospitalier universitaire de Constantine (CHUC) essentiellement au niveau

du service d’oncologie médicale, et d’oncologie radiothérapie ; et,
-34 témoins supposés sains,

v" Pour I’étude rétrospective, Il s’agit de 35 sujets des deux sexes atteints d’un cancer du
pancréas, &gés entre 19 et 90 ans, admis au niveau du CHUC essentiellement au

niveau du service d’oncologie médicale, et d’oncologie radiothérapie.

Des criteres d’inclusions et d’exclusions ont été établis pour les patients, dans les deux types

d’études.
o Critéeres d’inclusions

- Pour les cancéreux, nous avons inclus dans notre étude tout patient de I’est algérien,

agé de 19 a 90ans, et présentant un cancer, du pancréas prouveé histologiquement.

- Dans I’étude cas témoins, ont été¢ requis comme criteres d’inclusions : I’absence de
chimiothérapie, de radiothérapie ou d’hormonothérapie en cours, 1’absence de régime
spécifique pour une pathologie quelconque, I’absence de trouble cognitif, I’absence de

trouble alimentaire, un patient en état général conservé.

- Pour les témoins, nous avons inclus dans notre étude tout patient sain, de I’est

algérien, agé de 19 a 90ans,

=



e (Criteres d’exclusions '

-Pour, les cancéreux, présence d’autres cancers associés; ou présence d’une métastase dont

I’origine est ignorée.
2. Prélévement

Ce recueil a debuté depuis Mars 2014. Les prélevements ont éte effectues au centre anti

cancers de Constantine
» Le déroulement du prélevement :

Nous avons fait une étude cas témoins sur 51 sujets dont 17 sont atteints du cancer du

pancréas, et 34 témoins.

Le prélévement sanguin est effectué, systématiquement a chaque hospitalisation d’un
patient pour cause d’un cancer du pancréas.

Le prélévement sanguin préconisé pour I’extraction de I’ADN est recueilli stérilement dans
un tube en présence d’EDTA (en quantité de 6 a 10 ml), et on ne préléve pas sur héparine
parce que c’est un inhibiteur de la Taq polymérase.

Le recueil a été effectué au centre anti cancers de Constantine ; chez des sujets au repos

avec des tubes.

» Choix du site du prélévement

* Choix de I’aiguille du prélévement (aiguille simple en cas d’un prélévement sur veine
normale adaptateur en cas d’un prélévement sur cathéter)

= Mise en place d’un garrot au moment de la ponction veineuse

= Désinfection soigneuse du site de ponction

= Réalisation de la ponction veineuse

= |dentification du tube (nom, prénom du sujet prélevé, type et lieu du prélévement)
4. Questionnaire et Enregistrements
e Questionnaire

Un recueil de données a été effectué au niveau du service d’hospitalisation concerné ; en plus
du dossier medical du patient un interrogatoire du patient est mené par nous méme (voir

Annexe N°1 pour le questionnaire).




e Enregistrement

Tous les informations recueillies sont enregistrées soigneusement, portant le nom et le
prénom des sujets associés a la numérotation 1, 2, 3, 4, ... sur chaque questionnaire, et il est
mentionnés le numéro de dossier, ainsi que le numéro d’enregistrement de chaque sujet

correspondant a celui sur notre registre.
5. Manipulations sur le sang total :

Le sang ainsi prélevé, est acheminé directement au laboratoire Central de Biochimie, pour

I’analyser.
5.1.Extraction de PADN :

Toutes les études génétiques nécessitent la disposition d’échantillons d’acides nucléiques,
les leucocytes sanguins représentent la source majeure d’ADN, les autres sources cellulaires
peuvent étre des biopsies (biopsie de villosités choriales...). Dans la grande majorité de cas la
technique d’extraction des acides nucléiques doit étre adaptée a 1’échantillon, a la nature du
génome, au nombre de copies et de méthodes de biologie moléculaire utilisée ultérieurement
(PCR...) Les méthodes d’extraction des acides nucléiques sont diverses [74].

Celle employée dans notre étude est une méthode utilisant un solvant inorganique, Na CI.
- Principe :

L’extraction de I’ADN consiste en ’isolement de leucocytes du sang total par une lyse
hypotonique des globules rouges ; ils seront ensuite traités par :

-un détergent Sodium dodécyle sulfate (SDS), qui posséde une action lytique sur les
membranes cellulaires, il inhibe les nucléases et dénature les protéines par destruction de leur
structure tertiaire ; et une protéinase K, qui dénature et dégrade les protéines.

Dans le lysat, I’ADN nucléaire ainsi libéré est associé¢ aux différentes protéines qui seront
digérées et éliminées par précipitation au Na Cl. Le surnagent ainsi récupéré est traité par de
I’éthanol pur, dans lequel une pelote de I’ADN se forme par précipitation.

L’ADN est solubilis¢ en phase aqueuse (Tris EDTA 10 :1). Sa pureté ainsi que sa
concentration sont estimées par spectrophotométrie a UV (Annexe 2).

e L’ETDA : est un agent chélateur des ions divalents (tels que Mg2+) nécessaires au
fonctionnement des nucléases. Il est donc couramment employé comme inhibiteur indirect des
DNAses.

4.2. Détermination de la pureté et la concentration de ’ADN :
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4.2.1. Détermination de la pureté :

*Principe :

- ’ADN absorbe a 260 nm alors que les protéines (témoins de contamination) Absorbent a
280 nm.

- I’échantillon est dilué¢ au 1/100 dans 1’eau distillée (10 ul de I’ADN solubilisé dans 990 pl de
I’eau stérile).

- Les DO (densité optique) sont lues a 260 et 280 nm (longueurs d’onde d’absorption des
acides nucléiques et des proteines) dans le méme type de cuve que celle ayant servi a faire le
zéro (eau stérile).

- Par le moyen du rapport de DO 260 nm/ DO 280 nm, la pureté de I’ADN est déterminée en
indiguant la contamination de I’ADN par les protéines ou par les ARN.

On considére que

= L’ADN est suffisamment pur lorsque le rapport R = DO260/ DO280 est compris entre 1,6 et
2(1,6<R<2).

= L’ADN est contaminé par les protéines si: DO260 /DO280 < 1,6.

» L’ADN est contaminé par les ARN si: DO260/D0280 > 2.

-La pureté de ’ADN est essentielle pour une action efficace des enzymes de restriction
utilisées par la suite. Dans le cas ou I’ADN est contaminé, ce dernier ne laisserait pas aboutir
a un bon résultat dans les étapes suivantes de son analyse par PCR. Il est donc indispensable
de procéder par la réextraction de la pelote de ’ADN afin d’obtenir la pureté souhaitée
(Annexe 2). Les ADN purs sont conservés a + 4 °C jusqu'a utilisation.

4.2.2. Détermination de la concentration de I’ADN :

* Principe

La densité optique a 260 nm permet de calculer la concentration de I’ADN sachant que :

A 260 nm une unité de densité optique correspond a :

- 50 mg / ml pour une solution d’ADN double brin

- 250 mg / ml pour une solution d’ADN simple brin.

1 unité de DO260 nm = 50 pg/ml d’ADN double brin.

Exemple :

Pour un ADN solubilisé dans 1000 ul de TE 10 :1 ayant une DO260 nm = 0,139
1 unité de DO260 nm 50 pg/ ml d’ADN

0,139 de DO260 nm X

X =0,139 x 50 = 6,95 pg/ml




Considérant que I’ADN est dilu¢ a 1/100 (10 ml de I’ADN dilué¢ dans 990 ml d’eau stérile),
Donc 6,95 x 100 = 695ug/ml.

Donc :

La concentration de I’ADN en ug/ml = facteur de dilution x DO 260 % 50ug/ml.

La qualit¢ de I’ADN peut étre vérifiée par un contrdle de taille des molécules d’ADN qui
doivent étre suffisamment longues pour étres digérés. L’ADN génomique doit donc étre

manipulé en évitant toute action mécanique violente.

5. Génotypage de la MTHFR :

Elle consiste a amplifier une partic de I’ADN contenant le géne, puis de différencier les
génotypes par digestion d’une enzyme de restriction spécifique.

La détermination du génotype a été effectuée en plusieurs étapes successives :

- la PCR (Polymérase Chaine Réaction) et contrdle de PCR sur gel d’agarose.

- La digestion du produit de PCR par I’enzyme de restriction Hinf .

- La séparation des produits de digestion par migration éléctrophorétique sur un gel d’agarose
et distinction des différents génotypes par transsilumination sous UV.

1. La PCR (Polymérase Chaine Réaction)

La PCR est une technique de biologie moléculaire [75] mise au point en 1985 par Karry
Mullis et développée par Henri A. Herlich et ses collaborateurs de la compagnie CETUS
(Californie, USA).

1.1.Préparation du milieu réactionnel (ou mix) de PCR

Pour préparer le milieu réactionnel (Annexe 3), multiplier la quantité de chague composant
par le nombre de tubes voulu + un, c’est le tube témoin négatif dans lequel on met
uniquement le mélange sans ADN.

L’ADN est amplifié par PCR avec deux amorces encadrant la région avec les deux codons
polymorphes d’acide aminé 222 de la MTHFR (Annexe 3, tableau 14).

1.2.Déroulement des cycles de la PCR
Chague cycle de la PCR repose sur trois étapes indispensables : Dénaturation, hybridation et
élongation (Annexe 3 : Tableau 15)
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1.3.Controéle des produits de la PCR
Le contrdle de la taille des fragments amplifiés s’effectue par une électrophorése sur un gel
d’agarose a 1,5 % additionné a 10 pl de BET (Bromure d’éthidium), ce dernier est un réactif
intercalant qui se fixe entre les bases nucléiques a I’intérieur de la double hélice et qui rendra
les ADN fluorescents par exposition aux UV (le gel est ensuite coulé sur plaque d’une cuve
horizontale).
Dans chaque puits du gel, il est dépose :
-10 pl de produit d’amplification + 3 pl BBP (Bleu de Bromophénol) qui permet de suivre le
front de migration.
-3 pl de marqueur de taille (PM 100pb) +10ul H20 +2ul BBP.
Les dépdts se font du coté cathode (-). Le systéme soumis a une migration sous un courant de
60 a 120 volts pendant 45 min Cette analyse permet aussi, d’observer si une éventuelle
contamination de I’ADN survenue au cours de la PCR.
Aprées la migration, le gel est soumit au rayon UV. Les molécules de bromure d’éthidium
fixées aux ADN émettent une lumiére visible et photographiable et permettent de visualiser
les fragments amplifiés sous forme de bandes fluorescentes de méme taille (figure 7). Ce
control permet aussi de vérifier si une éventuelle contamination de I'ADN est survenue au
cours de la PCR gréce au puit contenant le blanc (témoin négatif : T).
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Figure 7 : Profil d’électrophorese sur gel d’agarose 1,5 % des fragments amplifiés
(198 pb) par PCR du gene MTHFR.

2. Digestion des produits de PCR

Préparer le milieu de digestion de 1’enzyme Hinf I pour de tubes voulu + 1 témoin (Annexe 4
: tableau 16).

1. Digestion par I’enzyme de restriction HinfI :

L’HinfTI est une enzyme de restriction produite par la bactérie Haemophilus influenzae Elle

reconnait et clive la séquence G/ANTC codant pour I’ Alanine en position 222 (figure8).
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Figure 8: site de restriction par ’enzyme Hinf I
Les produits de la PCR sont soumis a une digestion enzymatique par Hinfl. lls sont incubés
pendant une nuit dans une étuve a 37°C.
Aprés incubation ils sont concentrés dans la meme étuve a 65C° pendant 1 Heure 30’a
2heures.
2. Conditions de migration
- Préparation du gel d’agarose (Annexe 4) :
Apres préparation du gel d’agarose (3g d’agarose dans 100 ml de TBE 1 X).
Monter le support du gel.
Homogénéiser, couler immédiatement en versant le contenu de bécher dans le support en
plaques de verre en ayant soin de ne pas faire de bulles.
Placer le peigne plat afin de former les puits et laisser polymériser a température ambiante
pendant 1h 30 min a 2h 30 minutes.
- Dépdts des échantillons :
Quand le gel est polymérisé, plonger le systeme (gel + électrodes) dans la cuve horizontale
contenant un volume (450ml) du tampon Tris Borate EDTA (TBE 1 X)
Oter le peigne et déposer délicatement au fond de chaque puits un échantillon ou marqueur
(Annexe 4).
Nous déposons dans chaque puit du gel 12 a 14 pl du produit digéré et 3 pl du bleu de

Bromophénol.

- Migration :
La migration se fait en paralléle avec des fragments d’ADN appelés marqueurs de taille (leurs

tailles sont connues), a un voltage de 80 volts
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3. Révélation du profil éléctrophorétique
Le BET fluorescent aux UV s’est fixé sur I’ADN (cette molécule s’intercale entre les bases de
la molécule d’ADN) et va permettre de visualiser les fragments de restriction dans le gel placé
sur la table a UV.

Lorsqu’on obtient une séparation nette des différents fragments du marqueur (aprés 2h
30mn), le gel est photographié apres transilumination aux UV (figure 9).
3. Profils RFLP obtenus
Ce polymorphisme, noté C677T, correspond a une substitution d'une cytosine par une
thymine en position 677 dans la séquence nucléotidique et qui, se traduit dans la séquence
protéique par la substitution d'une alanine par une valine sur le codon 222.
La digestion enzymatique de I'amplification de la MTHFR par la Hinf | a donné des
fragments : 175 pb, 198 pb et 23 pb, le premier apparait sur le profil éléctrophorétique sous
forme d'une seule bande qui correspond au type homozygote muté (TT), le deuxieme apparait
aussi sous forme d'une seule bande, il s'agit du type homozygote sauvage (CC). Les deux
bandes ensemble, correspondent au type hétérozygote (CT) (voire la figure 9 ci dessous). Le
troisieme n'est pas visible a cause de son intensité trop faible.
Donc les conditions d’amplification étaient comme suit : une dénaturation initiale a 94 °C
pendant 5 minutes, suivie de 30 cycles de PCR, comprenant chacun une dénaturation a 94°C
pendant 30 secondes, une hybridation a 65 °C pendant 30 secondes et une élongation a 72 °C
pendant 40 secondes, et enfin une élongation finale a 72 °C pendant 10 minutes.
L’amplification a été suivie d’une digestion enzymatique par 1’enzyme Hinfl. Les produits de
digestion ont ét¢ analysés sur un gel d’agarose a 3 % parallelement a un marqueur de poids
moléculaire. La révélation a été réalisée sous lumiére ultraviolette (UV) aprés coloration au

bromure d’éthidium. La présence du polymorphisme se traduisait par la visualisation d’une

bande de 175 pb.
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Figure 9 : Profil d’électrophorése sur gel d’agarose des fragments issus par clivage de
Hinfl présentant différents génotypes d’MTHFR.

6. Analyse statistique :
6.1. Statistique descriptive :

Pour I’étude rétrospective, nous avons opte, pour utiliser la statistique descriptive.
- Le calcul de la moyenne arithmétique, et 1’écart type

X =% (nixi)/n sin>30

X =% (nixi)/(n—1)sin<30

Pour I’écart type de la moyenne

L’écart type = & = Variance =V Y (X" - X)?/ N-1sin<30

L’écart type = & =\ Variance =V Y (X_- X)2/ N sin>30

Les variables quantitatives sont décrites par la moyenne + 1 écart type, sauf exception qu’on
précisera dans le texte.
6.2. L’enquéte analytique :
Dans I’enquéte analytique: pour étudier la relation entre un facteur d’exposition et la

maladie, nous avons :
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- Comparé la moyenne de la variable mesurant 1I’exposition chez les malades et les non
malades.
- Nous avons crée des classes et utilisé des méthodes qualitatives .Ces méthodes
permettent de décrire la relation entre le facteur d’exposition et la maladie de maniére
plus concréte et permet I’utilisation de méthodes statiques plus simples [76].
Le test utilisé dans ces conditions est le 2.
6.3. Calcul de I’odds ratio :
Pour calculer 1’odds ratio nous avons établi un tableau de contingence :
Il est présenté sous forme de tableau croisé 2x2. Le statut malade/non malade des sujets de

I’étude est présenté en colonne et le caractére exposé/non exposé en ligne.

Malades Témoins Total

Exposée (E+) a b a+b

Non exposes (E-) c d C+d
Total at+c b+d atb+c+d

La mesure de la cote d’un événement est un concept différent du taux ou de survenue de cet
événement. La cote est le rapport entre la probabilité de survenue d’un événement et celle de
la survenue d’un autre événement en général opposé au premier.

Dans notre enquéte on ne peut pas calculer directement le taux de maladie, pas plus que la
cote correspondante, puisque les nombres de la maladie sont fixés arbitrairement.

Cependant on peut calculer :

- La cote d’étre exposé (Exposure Odds ; EO) pour les cas EO malades = a/c, pour les témoins
EO témoins = b/d

- Le rapport des cotes d’exposition qui est 1’Odds ratio (Exposure Odds ratio)
OR=axd/bxc

L'Odds ratio représente une mesure d'association épidémiologique entre un facteur et une

maladie, en particulier lorsque la maladie est rare parmi la population (Prévalence <5%).Dans
ce cas I'Odds ratio peut étre une bonne approximation du risque relatif que donnerait une
enqguéte de cohorte pour la population.
Pour déterminer s'il existe une stabilité épidémiologique, on a utilisé trois tests statistiques, en
cherchant a tester I'hypothése nulle Ho selon laquelle il n'y aurait pas d'association entre la
maladie et le facteur de risque I'hypothése nulle est formulé d'une seul maniére qui est (Ho:
OR=1).
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6.4. Les intervalles de confiance:

Les intervalles de confiance : ont été calculés par la méthode de Cornfield. L'approche
estimative de l'analyse statistique vise a quantifier I'effet étudié et le degré de Certitude de
cette estimation grace a un intervalle de confiance, qui identifie généralement une fourchette
de valeurs situées de part et d'autre de I'estimation et I'on peut étre sur a 95% de trouvé la
valeur réelle.

La notion d’un intervalle de confiance repose sur l'idée suivante : Si la méme étude était
réalisée sur un échantillon différent de patients, les résultats ne seraient pas identiques, mais
Seraient proches du résultat véritable qui reste inconnu .l'intervalle de confiance estime cette
variation due a I'échantillon [77].

L'intervalle de confiance pour les Odds ratio a été calculé a partir de I'approximation de
Fliess.
6.5. Choix de la "'p value "":

Le seuil critique a priori est de 0.05 (risquea) .Si la valeur de p calculée & posteriori est
inférieure a ce seuil, la différence entre les parametres est déclarée statistiquement
significative pour apparemment arbitraire est nécessaire pour I'homogénéité de la présentation
des résultats.

L'usage a retenu de maniere consensuelle lI'ensemble des seuils (0.05, 0.01, 0.001) qui
représentent des risques raisonnables pour prendre une décision.

Le seuil 0.01 doit étre choisi lorsqu'en complément d'une étude épidémiologique
descriptive, on teste le lien entre deux variables sans que I'on puisse a priori argumenter quand

il existe une relation logique entre ces variables.




Résultats :

Notre étude, englobe deux types d’Observation:

- Une rétrospective, allant de 1’année en cours (2014) jusqu’a 2012, et porte sur une

population de 41 patients présentent un cancer de pancréas ; et,

- Une observation transversal cas-témoins, qui a porté, sur 51 sujets, recrutés, au niveau
du CHUC dont 17 sont atteints d’un cancer de pancréas, admis, au niveau de service
d’oncologie médicale, et d’oncologie radiothérapie, et 34 témoins sains recrutés au

niveau du service de médecine du travail.

4. fréquence de Cancer du pancréas par rapport aux autres cancers :
Vu qu’une des observations, que nous avons entreprise, est une étude descriptive
rétrospective, elle a révélé, que la fréquence de cancer de pancréas, montre une augmentation,

comme, c’est illustré dans le tableau N°08 et la figure N° 10.

Tableau Ne08 fréguence de Cancer du pancréas par rapport aux autres cancers,

chague année, et pendant 02 ans

Année Fréquence %o
2012 11,54
2013 15,4
Jusqu’au juin2014 12,24

-
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Figure Ne 10 Fréquence de cancer du pancréas par rapport aux autres types de

Cancer dans ’est Algérien (dans notre échantillon)

5. Aspect Clinique des patients atteints d’un cancer du pancréas :

Nos patients sont des cancéreux, atteints d’un cancer du pancréas, a leurs différents stades,
et présentant comme pathologie associé un diabéte (de typel ou type 2), qui peut étre une des

causes comme il peut étre une conséquence au cancer du pancréas.

Nos patients présentent aussi les symptémes cardinaux de ce type de cancer Qui sont les

suivants :

o douleur a la partie supérieure de I'abdomen ou du dos
e perte de poids
e jaunisse
o changements de la digestion
o difficulté a digérer
nausees
vomissements
perte d'appetit
sensation de plénitude apres un repas léger
ballonnement
o Qaz
o changements du transit intestinal
o selles graisseuses (stéatorrhée) — selles volumineuses et pales. diarrhée
« fatigue
e saignement gastro-intestinal
o élévation du taux de glycémie (diabete)

O O O O O
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e augmentation du volume de la rate

o enflure des jambes

 ascite (accumulation anormale de liquide dans I'abdomen)
« malaise (sensation généralisée d'inconfort ou de mal-étre)

e asthénie
e dépression
e anxiété

Ainsi, parmi nos patients, y a ceux qui pressentent, les signes et symptdmes rares du cancer

du pancréas qui sont les suivants :

« caillots sanguins dans les jambes ou les bras (syndrome de Trousseau)
« augmentation du volume du foie et de la vésicule biliaire
« ganglion lymphatique enflé dans la région de la clavicule gauche

e métastases aux ganglions lymphatiques pres du nombril

Les cliniciens affirment qu’aux tout premiers stades, il est possible que le cancer du
pancréas ne cause aucun signe ni symptoéme. Les symptémes apparaissent lorsque la tumeur
se développe dans les tissus et organes avoisinants. Les signes et symptémes du cancer du

pancréas dépendent de I'emplacement de la tumeur dans cet organe.

- Les signes et symptdmes du cancer du pancréas peuvent aussi étre causés par
d'autres affections médicales. Il est donc important de consulter un médecin si des

symptémes inhabituels se manifestent [78].

63,41% de nos patients, sont métastasés, aprés avoir comme origine, un cancer de pancréas.
Et aucune information au niveau du dossier, sur le stade de cancer pour le 36,59 % patients
qui restent.
3.Age et Sexe Ratio :

Notre échantillon, des cancéreux, pris globalement (dans les deux types, d’observations :
rétrospective, et Cas-témoins), est composé de 41 patients agé de 19 a 90 ans ; et repartis en
20 Homme, et 17 Femme, représentent respectivement 48,78%, 41,46%, (aucune information

sur le sexe de 9,75% de nos patients).

&
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Figure Ne 11 : Répartition des Patients Selon le sexe

Cet échantillonnage est réalisé au hasard. Selon certaines études le cancer du pancréas

montre, une prépondérance, masculine, dans toutes les populations, dans 1’age moyen [79].

Dans notre échantillon, le nombre des hommes a été supérieur par une proportion de 1,18%

(sex-ratio) par rapport a celui de femmes, 1’explication peut étre:
- Le Hasard, vu la courte période qui nous a été accorder pour réaliser notre étude.
- Le Tabac, qui multiplie le risque par deux ou trois.

- Le mode de vie, vu que dans les pays en voie de développement, et notamment en
Algérie ; ¢’est le sexe masculin qui prédominent le monde de travail; chose que leur
obligent a prendre des repas rapide le plus souvent riche en graisse, et pauvre en fibre ;
et d'apres les chercheurs, les aliments que consomme une personne tout au long de sa

vie peuvent affecter le risque de développer certains types de cancer [78].

- Ladifférence hormonale, ainsi que la différence de la masse musculaire entre homme

et femme.

e



4. Moyennes d’age :

Tableau Ne 09 : Moyenne d’age

Hommes

Femmes

Total

Moyenne d’age | 63,74 + 14,56

60,69 + 11,99

57,42+ 12,45

La moyenne d’age des nos patients, est de 57,42 + 12,45 c’est ce que concorde avec les

données de la littérature qu’ont démontré que, le risque des cancers pancréatique augmente

avec I'age, et que, la plupart se produisent chez des personnes de plus de 50 ans [80], avec un

pic d’atteinte par un cancer du pancréas enregistré a 70 ans indépendamment de sexe [81]. La

moyenne d’age de femmes cancéreuses est 60,69 + 11,99, et la moyenne d’age d’hommes est

de 63,74 £+ 14,56. Ce qui concorde avec des nombreuses études qui montrent que le cancer du

pancréas touche beaucoup plus les hommes que les femmes avec une moyenne d’age de 50

ans.

5. Répartition en Tranches d’age :

Tableau Ne 10: Répartition en Tranches d’age

N %

[19-29] | 01| 1,96 %
[30-40] | 9 | 17,65%
[41-51] [ 11] 21,57 %
[52-62] | 14 | 27,45 %
[63-73] | 07 | 13,72 %
[74-84] | 08 | 15,69 %

>85 01| 1,96%

Total | 51| 100 %
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Figure 12 : Répartition en tranches d’age des patients

Pour ce qui est de la répartition en tranche d’age le Tableau 10 et la figure 12 ci-dessus

montrent que 1’apparition du cancer de pancréas est corrélée a la tranche d’age de 52 a 62 ans.

Et c’est ce que concorde avec de nombreuses études qu’ont démontrés que 1’apparition de

cette pathologie commence a partir de 50 ans et augmente apres en enregistrent un pic a 70ans

[78].

6. Répartition des fréquences génotypiques dans les deux groupes :

Vu que le cancer, de pancréas, sur, le plan épidémiologique, est considéré, comme, une
pathologie rare, en plus de contraintes de prélévements, rencontré, lors, de la réalisation, de ce

travail, 1’¢tude moléculaire n’a concernée que les 41 patients, inclus, dans 1’observation cas-

témoins ; repartis en 17 cancéreux, et 34 témoins présumeés sains.

Tableau 11 : fréequence génotypique du polymorphisme C677T de la MTHFR

Témoins Cancéreux

N | % N | %
CC |14 |4118% ||[CC | 08| 47,06%
CT 16 | 47,06% | CT |05 |29,41%
TT 04 |11,76% | TT 04 | 23,53%
Total | 34 | 100% | Total | 17 | 100%




Le tableau 11 montre la comparaison des fréquences génotypiques entre les témoins et les
cancereux.

Nous avons déterminé le génotype de 34 témoins et 17 Cancéreux.

Le génotype C/T présente la méme fréquence que le génotype C/C, chez la population
témoins. Cependant, on remarque que le génotype C/C est prédominant chez les cancéreux.
Dans notre population témoin, prise au hasard, le génotype C/T représente 47,06% ceci
differe avec certains études realisées a travers le monde, et concorde avec d’autres [83]. La
distribution des génotypes du polymorphisme de la C677T du MTHFR ne differe pas
beaucoup entre les témoins et les Cancéreux, et elle présente le méme ordre décroissant en
fréguences, correspondant aux génotypes CC, CT, en premier lieu, puis, a un degré moins, TT

respectivement (Tableau 11).
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Figure 13 : Répartition des fréquences génotypiques dans la population de Témoins et

dans les Cancéreux

Selon les résultats obtenus (Figure 13), on peut observer que les deux génotypes CC, et CT
présentent un ordre décroissant inverse, entre les deux groupes (Témoins et Cancéreux), pris
chacun séparément.

Le génotype homozygote muté TT, correspond a une fréquence de 23,53% chez les
canceéreux, et il est de 11,76% chez, les témoins, montrant que la présence de cette
Mutation, est corrélée a la présence d’un cancer de pancréas. Ce résultat ne concorde pas avec

un certain nombre d’études [84].

.



En revanche d’autres études démontrent que la mutation TT 677 de la MTHFR est associée
au, cancer de pancréas, tel que I’étude de Donghni li [85].( Cancer Epidemiol Biomarkers,
1470) cette étude a démontrée que la présence de la mutation C677T dans le géne de la
MTHFR, chez des patients ; est liée, a un risque hautement significatif, de la survenue d’un
cancer de pancréas, indépendamment, de tout autre facteur de risque.

La concordance entre notre étude et 1’étude de Donghni i et al, peut étre expliqué par le
simple Hasard, vu que notre échantillon, est trés restreint, en comparaissant au leurs, Ceci
incite a poursuivre les études, dans ce contexte.

Un plus grand nombre d’études exhaustives, peut aider a trancher, et a mettre en évidence, si
le génotype homozygote muté, constitue vraiment un facteur de risque pour contracter cette
pathologie, ou pas.

7. Répartition des fréquences alléliques dans les deux groupes :

Tableau 12: Fréquences alléliques de la MTHFR dans la population malade et témoins.

Témoins Cancéreux
N | % N | %

C 44 1 64,71% | 21 | 61,76%
T 24| 35,29% | 13 | 38,24%
Total | 68 | 100% | 34 | 100%

Le tableau 12 montre que la répartition des alleles de la MTHFR est inégale sur I’ensemble
de deux groupes. Cependant on trouve que la fréquence de 1’all¢le T chez les témoins est la
méme chez les cancéreux (Figure 14), chez les témoins il est de 35,29% par rapport a 38,24%
chez les cancéreux ; ce que confirme la non implication de I’all¢le T dans la survenue d’un

cancer de pancréas.
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Figure 14 : Répartition des fréquences alléliques de la MTHFR dans la population

témoin et dans les cancéreux

A ce stade de notre travail nous ne pouvons tirer des conclusions en ce qui concerne la
relation entre la présence de 1’alléle T et la localisation du cancer, au niveau de pancréas,

Comme rapporté dans la littérature [86].

Tableau 13 : Calcul des Odds ratio des sujets malades ayant un alléle T par rapport aux

témoins ayant un génotype CC.

Oddsratio | P
TTvs CC 2,3 ns
TT+CT vs CC 0,79 ns

* . Limites de confiance selon Cornfield & 95%

Le calcule de 1’Odds ratio montre que :
- les porteurs de 1’alléle T ne présentent pas une association significative vis-a-vis du cancer
de pancréas, suggérant que les sujets ayant un allele T ne sont pas prédisposés a développer
un cancer de pancréas.

Ceci ne concorde pas avec les nombreuses études qui démontrent 1’implication de 1’alléle T
dans la survenu d’un cancer de pancréas, tel que 1’étude, réalisée par 1’American
Gastroenterological Association (AGA) Institute ; qui a démontré que I’all¢le T joue un role

prépondérant dans la carcinogénese du pancréas [87].

)



Conclusion & Perspectives

Notre étude sur des patients présentent un cancer du pancréas, a, révélé, la non implication

de I’alléle T, dans la survenue d’un cancer du pancréas.

En revanche, Nos résultats, dans, 1’étude rétrospective, montrent que le cancer continu a
poser un probléme majeur de santé publique, aux conséquences socio-économiques tres
lourdes, c’est un véritable gouffre financier.

Cependant, la détermination d’une association entre la mutation C677T de la MTHFR, et la
localisation de la tumeur au niveau de 1’organe lui méme, pourrait contribuer a une meilleure
connaissance du role du gene dans ces pathologies,

Ceci fournit une base pour approfondir les recherches dans 1’objectif d’élucider la relation
entre le polymorphisme C677T et le cancer du pancréas apres ajustement sur tous les autres
facteurs de risque (sexe, age, tabagisme...etc.).

Les travaux doivent se poursuivre, il est certes possible que 677C — T ne contribue que
modestement a 1’émergence de certaines pathologies, mais il est également possible qu’en
étudiant I’interaction du polymorphisme avec d’autres facteurs génétiques, ainsi qu’avec des
facteurs non génétiques, on puisse €lucider la cause de pathologies complexes.

Dans ce but il nous apparait intéressant d’étudier les interactions de ces éléments au niveau

moléculaires et leurs répercussions.

Les chercheurs a travers le monde entier, tentent d’améliorer les techniques de dépistage du
cancer du pancréas afin qu'on parvienne a le découvrir t6t, soit avant que des signes et
symptomes ne soient observés. Ce serait important d’y parvenir puisque la plupart des

personnes atteintes d’un cancer du pancréas regoivent un diagnostic de maladie avancée.

Un domaine clé de Dactivité de recherche consiste a élaborer des meilleures méthodes de

diagnostic et de stadification du cancer du pancréas.

Des chercheurs se penchent sur le profil d'expression génetique et sur la technologie des
microreseaux de protéines en tant qu'outils diagnostiques du cancer. Grace a ces techniques,
ils ont découvert de nombreux génes pouvant étre altérés (mutés) chez les personnes atteintes
d'un cancer du pancréas. Ces renseignements peuvent aider a diagnostiquer un cancer du

pancréas.
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Ainsi que la technologie des micros ARN, les micros ARN sont des ARN a simple brin court
(molécules a Dintérieur des cellules qui aident a transmettre 1’information génétique
contrélant les fonctions cellulaires). Selon les généticiens, ils contrblent I'expression des
genes. Des chercheurs ont identifié plusieurs types de microARN modifiés dans les cellules
du cancer du pancréas. La détection de microARN pourrait aider & diagnostiquer le cancer du

pancréas.

Dans notre pays, et a notre niveau on peut étudie des facteurs pronostiques qui pourraient
aider a déterminer l'issue du cancer du pancréas. On peut y avoir recours pour prévoir les
chances de guérison ou le risque de réapparition du cancer. Les cliniciens peuvent aussi se

servir des facteurs pronostiques pour les aider a faire des recommandations thérapeutiques.
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Annexe 1 : Le questionnaire

Date :

No.
Nom:oovoiiioi. .. Prénom..................... Sexe
Age : Poids : Taille : Tour de taille :
Situation familiale Marié (e) : Célibataire : Autre :
Niveau d’étude : Primaire : Secondaire : universitaire : Autre....
FOnCtON & oo,

Origine ethnique :

Autres ...,
Fumeur : Nbre/J : Café: Nbre/J :
Chique : Alcool :

Tension artérielle : Systolique : Diastolique :
Contraceptifs : Types de contraceptifs :..............ocoiiiiininn.
Age de diabéte :
Pathologies associées :

Antécédents Personnels Antécédents Familiaux

TTATLEIMENLS & oottt ettt e

Chol ;... TG :...HbAlc: pAlb:... Hcy : ...Glycémie : ...Autre :




Annexe 2:

-Les étapes de I'extraction de I'ADN :

1- Préparation des leucocytes

-Dans un tube Falcon de 50 ml ; mettre le sang total (7-10 ml) et compléter a 45ml avec du
TE 20 :5. Laisser 10 min dans la glace.

- Centrifuger 15 min a 3900 g (3900 rpm).

- Déverser le surnageant prudemment afin de garder le culot leucocytaire précipité au fond de
tube.

- Rajouter le TE 20:5 au culot jusqu’a 25-30 ml, agiter pour le remettre en suspension et
laisser 10 min dans la glace.

- Centrifuger dans les mémes conditions précédentes.

- Déverser le surnageant : obtention d’un culot de leucocytes. (Si on s’arréte a ce niveau, les
mettre dans un tube nunc de 15 ml avec du TE 10 :1 et les conserver & -20°C dans un
congélateur).

2- Extraction de ’ADN

- Décongeler les leucocytes.

- Centrifuger pendant 15 min a 3900 rpm

- dilacérer le culot de leucocytes soigneusement afin de les prendre completement et les
mettre dans un tube Falcon conique de 15 ml.

- Ajouter 3 ml de tampon de lyse (Na Cl 400 mM,EDTA 2mM,Tris 10mM,PH 8.2)

- Ajouter 200 uL de SDS a 10% (100 g SDS + 1000 ml H20)

- Ajouter 100 pL de protéinase K (PK) a 10 mg / ml.

- dans 1’¢étuve, Agiter le tube sur une roue rotative a 37°C pendant une nuit.

- Le lendemain ; refroidir dans la glace.

- Ajouter 1 ml de Na Cl 4 M et agiter rigoureusement a la main.

- Remettre 5 min dans la glace (précipitation des protéines).

-Centrifuger 15 min a 2500 rpm.

-Transvaser le surnageant dans un tube Falcon de 50 ml, ajouter 2 fois son volume d’éthanol
absolu (100%) préalablement refroidi et agiter en tournant le tube plusieurs fois : la
formation de la méduse visible a I’ceil nu. (Laisser éventuellement 30 min & —20°C si la
pelote d’ADN ne se forme pas).

- Récupérer la pelote d’ADN par une pipette pasteur et la rincer 2 fois dans 1’éthanol a 70%

dans un tube nunc (eppendorf) stérile.




3-Solubilisation de ’ADN :

- L’ADN est réhydraté en ajoutant entre 300 et 1000 pL de TE 10 :1 selon la grosseur de la
pelote et la concentration souhaitée.

- Laisser une nuit sur agitateur rotateur a 37°C, puis a température ambiante jusqu’a
dissolution compléte (de 1 jusqu’a 3 jours).

- Pour la réextraction de I’ADN, dans le cas ou il est contaminé (par des protéines ou par un
ARN), ajouter a la solution d’ADN, 200 ul SDS et 200 ul PK, agiter et laisser dans la roue a

une température de 37°C pendant 7 jours, puis déterminer la DO de cette ADN.

*



Annexe3

Tableau 14: Préparation du milieu réactionnel du PCR pour MTHFR

PCR MIX Quantité
H20 35.2u
Tampon 10x sans Mg cl2
Dntp 2Mm SH
MgCI2 Mm 31
(1,5mM)

X
Oligo F 0,21 Nombre
(100 pmol/ pl) D'ADN
Oligo R (100pmol/ul) 0,2u
Taq polymérase 0,4u

Dans I’ependorf : 2ul ADN + 49 pl Mix ; puis dans le thermocycleur et appliquer le
programme de PMTHFR.
» Oligo nucléotides utilisés :
Oligo F (forward primer) : 5’-TGA AGG AGA AGG TGT CTG CGG GA-3'
OligoR (reverse primer) : 5’-AGG ACG GTG CGG TGA GAG TG-3'
» Dilutions des solutions méres utilisées
¢+ Oligo F solution meére 268 ,2ml (dilution 1/25)
Oligo F solution fille : 37,28 ml de Oligo F solution mere + 62,72 ml H20 distillé.
% Oligo R solution mére 333ml
Oligo R solution fille : 30 ml de Oligo R solution mére + 69,97 ml H20 distillé.
%+ dNTP solution mere
dNTP solution fille : 10 ml de dNTP solution mére + 90 ml H20
% MgCI2 solution mére
50ml MgClI2 + 50ml H20 distillé




Tableau 15: Déroulement des cycles de la PCR dans le thermocycleur

Nombre de Etape Température | Durée
cycles O
X1 Dénaturation 94 5min
X30 Dénaturation 94 30s
Hybridation 65 30s
Elongation 72 40s
72 10min
4 5min-24h




Annexe 4
Tableau 16: préparation du milieu de digestion par I'enzyme Hinf I

Milieu de digestion Quantité en pl
Tampon de Hinf | 5

Hinf 1

H20 4

BSA (Bovine sérum 0,2

albumine)

X (nombre de produit de PCR) 30 ml produit PCR +10 ml de Mix
- le BSA est un activateur.

Préparation du gel d’agarose :
1, 5 g d’agarose + 100 ml TBE 1X + 10 ml BET (Bromure d’etidium)
Dépots des échantillons :

- 15 pl de produits de digestion + 2 & 3 ul de Bleu de promophénol

- 3 ul de marqueur (PM 20pb LADDER ref.018206) + 2 a 3 ul de Bleu Bromophénol.

Préparation de Bleu de Bromophénol (BBP) : BBP 20mg
[(Tris 0.5M: 2ml + Glycérol: 5ml) PH 7.5] Qsp 10 ml H20
Préparation de TBE 10X: Tris 108g

- Acide borique 55¢g

- Ajuster le PH a 8.3 avec I’acide acétique glacial

-EDTA 9.3¢g

- QSP 1L H20
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Résumé

Notre étude sur des patients présentent un cancer du pancréas, a, révélé, la non implication de 1’all¢le T, dans la

survenue d’un cancer du pancréas.

Les résultats de notre étude montrent que, Le génotype homozygote muté TT, correspond a une fréquence de
23,53%chez les cancéreux, et de 11,76% chez les témoins; Ainsi I’alléle T présente une fréquence de 38,24% chez les

cancéreux ; alors que chez les témoins, sa fréquence est de 35,29%.

Dans toutes les études de taille suffisante pour se préter a ce type d’analyse, la mutation C677T de la MTHFR est liée
au cancer du pancréas indépendamment des autres facteurs de risque. Cela, ne signifie pas, autant que la mutation
C677T de la MTHFR, ne soit pas corrélée, a, certains de ces facteurs. Par exemple comme le suggeérent certaines
études, la mutation C677T est, plus fréquente chez le sujet agé, et chez le sexe masculin exposé au tabac, et elle
présente un gradient nord sud sur le globe terrestre, c'est-a-dire la ol le stress psychosociologique di a la vie moderne,

est vraiment extréme.

A ce stade de notre travail nous ne pouvons tirer des conclusions en ce qui concerne I’implication, de ’allele T, et la

survenue, d’un cancer de pancréas, et/ou la localisation de I’atteinte, au niveau de 1’organe, en question, comme

rapporté dans la littérature.

Les travaux doivent se poursuivre; il nous apparait intéressant d’élargir 1’échantillon, en étudiant ce polymorphisme
avec d’autres facteurs génétiques et non génétiques, pour qu’on puisse ¢élucider I’étiologie de ces complexes

pathologies.
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