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Introduction

Le cancer est bien plus qu'une maladie, c'est un fléau susceptible de toucher n'importe
qui, de ce fait I'état déploie de nombreuses campagnes d'informations et de prévention afin de
sensibiliser la population des dangers mais aussi des traitements existants. [1]

Le cancer du poumon est une tumeur maligne qui prend naissance dans les cellules du
poumon. Le mot « maligne » signifie que la tumeur peut se propager (métastases) a d’autres
parties du corps. Quand le cancer débute dans les cellules du poumon, il est appelé cancer
primitif du poumon [2]. Si la tumeur est limitée aux bronches, on parle de "cancer
bronchique”. Si la tumeur envahit par la suite le poumon, on parle de cancer broncho-

pulmonaire [3].

Le cancer broncho-pulmonaire (CBP) est une des premieres causes de décés par cancer
chez I'nomme. C'est la premiére cause de mortalité par cancer chez I'hnomme et la troisieme

chez la femme [3].

De nombreux facteurs augmentent le risque de développer un cancer broncho-
pulmonaire. Le plus connu d'entre eux est le tabac. Cependant d'autres facteurs, par exemple

professionnels ou environnementaux, sont incriminés [4].

Dans le présent travail nous allons donner quelques notions générales sur le cancer du
poumon, et les différents facteurs de risque environnementaux et génétiques, dans une partie
expérimentales nos objectifs ont porté sur I’é¢tude du variant m1 du géne CYP1A1 et

le risque de développer un CBP.
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Partie bibliographique Systéme respiratoire

1. Anatomie du systéme respiratoire

Le systeme respiratoire, fonctionnellement, peut étre séparé en deux zones; Les zones
conductrices (le nez aux bronchioles) forment un chemin pour la conduction des gaz inhalés
et de la zone respiratoire (conduit alvéolaire aux alvéoles) ou I'échange gazeux a lieu.
Anatomiquement, les voies respiratoires sont divisées en haut (organe a I'extérieur du thorax -
nez, du pharynx et du larynx) et des voies respiratoires inférieures (organe au thorax - trachée,

bronches, bronchioles, canal alvéolaire et alvéoles) [5].

Schéma de l'appareil respiratoire humain
nez

bouche \ \ b
pharynx 4 / — cote
larynx muscles intercostaux
t h L / Plévre (enveloppe des poumons)
racnee

bronche
— bronchiole

Détail d'un
sac alvéolaire

—diaphrag

Cage thoracique = cétes + muscles
intercostaux + diaphragme +
colonne vertébrale + sternum

Figure 1 : L’appareil respiratoire humain [6].

1.1. Les voies respiratoires :
Les voies respiratoires permettent les échanges d‘air entre I'atmosphére et les poumons.

Elles comprennent :

1.1.1. Les cavités nasales

Les cavités nasales constituent la partie initiale des voies aériennes (supérieures), d’un
point de vue physiologique et fonctionnel, elles ont pour principales fonctions : la ventilation,
la défense des voies aériennes supérieures (mécanique et immunologique) et 1’olfaction.
Les cavités nasales (ou fosses nasales) sont deux cavités pneumatiques, anfractueuses,

occupant la région centrale médiane du massif facial [7].
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Partie bibliographique Systéme respiratoire

1.1.2. Le pharynx

Le pharynx est un conduit musculo-membraneux, étendu verticalement en avant dela
colonne vertébrale cervicale, depuis la base du crane jusqu'au bord inférieur de C6 (Cartilage
cricoide) ou il se poursuit par 1'eesophage, Il comprend trois parties, la partie supérieure, situee
en arriere de la cavité nasale, est dénommée partie nasale du pharynx nasopharynx ou
(rhinopharynx ou cavum) sa fonction est exclusivement respiratoire. La partie moyenne,
située en arriére de la cavité orale, est dénommeée partie orale du pharynx, oropharynx, c'est
un carrefour entre la voie digestive et la voie aérifére. La partie inférieure, située en arriére du
larynx, est dénommée partie laryngée du pharynx hypo pharynx ou laryngo-pharynx. Elle a

une fonction essentiellement digestive en reliant 1'oropharynx a I'cesophage cervical [8].

1.1.3. Lelarynx

Le larynx est un organe unique et median situé a la partie moyenne du cou, en avant de
I’hypopharynx. Il sépare la trachée des voies aéro-digestives supérieures, il joue un role
essentiel dans la phonation, la respiration et la déglutition. Le larynx est composé de pieces
cartilagineuses réunies entre elles par des membranes, des muscles et des ligaments [9].

1.1.4. Latrachée

La trachée propre commence juste en dessous du cricoide et s'étend a la carina principale,
environ 10-12 cm distal. La forme de la trachée normale est un demi-cercle prolongé avec la
partie postérieure presque plate et faite de tissu mou, qui comprend la partie membraneuse. La
partie antérieure de la trachée est constituée d'une série d'anneaux cartilagineux avec une
membrane entre chaque anneau. La trachée est partiellement intra-thoracique et partiellement
extrathoracique, car sa position dans la poitrine se déplace de maniére supérieure et inférieure

avec l'extension et la flexion du cou, respectivement [10].

1.2. Des poumons

Il existe une certaine symétrie entre les poumons droit et gauche. Les deux poumons
occupent la totalité de la cavité thoracique, chaque poumon est divisé en lobes, le poumon droit en a
trois et le poumon gauche deux. Les sous-unités fonctionnelles brutes de chaque poumon sont
appelées segments et ont une relation étroite avec les bronches segmentaires. Le poumon droit

comprend 10 segments. Le poumon gauche comprend 8 segments [11-12].
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IPoumon droit Poumon gauche

alvéole
lobe

supérieur

lobe
supérieur X
bronchiole

lobe
moyen

lobe
~ lobe inférieur
inférieur

incisure
cardiaque

Figure 2 : Structure des poumons [13].

1.3.  Des voies intra pulmonaires

Les voies intra pulmonaires amenent l'air des voies respiratoires jusqu'aux alvéoles
pulmonaires. Les bronches principales sont formées par la subdivision de la trachée et
s’enfonces dans le hile du poumon. La bronche principale droite est plus large, plus courte et
plus verticale que celle de gauche, une fois entrées dans les poumons, les bronches principales
se subdivisent en ramifications plus petites qui menent directement dans le saccule alvéolaire.
Dans les poumons, les bronches principales se subdivisent en bronches de plus en plus petites
pour finir en bronchioles. Les bronchioles respiratoires se jettent dans des structures de la
zone respiratoire, des conduits encore plus petits qui se terminent dans les alvéoles
pulmonaires. La membrane épithéliale des alvéoles pulmonaires est constituée d’une seule

couche de cellules épithéliales aplaties appelées pneumocystose de type | et 11 [12].

1.4.  Lacage thoracique

Ensemble du squelette du thorax formé par le sternum en avant, les vertebres thoraciques
en arriére, et les arcs costaux latéralement. On dénombre 12 paires de cotes (gauches et
droites) réparties en trois catégories : les vraies cotes, soit les 7 premieres, chacune s'articulant
directement avec le sternum par le biais d'un cartilage; les fausses cotes (cote 8 a cote 10),
rattachées au sternum par un cartilage commun; les cotes flottantes (cote 11 a cote 12) dont
I'extrémité antérieure reste libre [14]. La cage thoracique stabilise la colonne vertébrale
thoracique humaine [15]. Elle protége et supporte les organes internes du corps humain, elle

permet aussi la mobilité du tronc lors des mouvements d'inspiration et d'expiration [16].
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1. Epidémiologie

1.1. Epidémiologie Mondiale
Le cancer du poumon est le cancer le plus fréquent a travers le monde [17].

1.1.1. Incidence et Mortalité

En raison du mauvais pronostic de ce cancer, I’incidence et le taux de mortalité du cancer
bronchique sont trés proches 1’un de 1’autre. Dans le monde, en 2002, I’incidence du cancer
bronchique était de 1.4 million, avec 965 000 nouveaux cas chez les hommes et 387 000
nouveaux cas chez les femmes. Chez les hommes, les taux standardisés d’incidence du cancer
bronchique sur I’age sont les plus élevés en Amérique du Nord, en Europe et en Russie [18].

En 2008, 1.44 millions de nouveaux cas de cancer bronchique ont été diagnostiqués dans
le monde [18].

Le nombre de nouveaux cas de cancer bronchique dans le monde a augmenté de 51 %
entre 1985 et 2002, surtout chez les femmes (+ 76 %) par rapport aux hommes (+ 44 %). [19].

En 2012, le nombre de nouveaux cas est estimé a 1,8 millions (soit 12,9% du nombre
total de cancers) [17]

o Chez les hommes : 1,2 millions nouveaux cas (1% rang)

o Chez les femmes: 580 000 nouveaux cas (3*™ rang) [17].

Chez les hommes, le cancer bronchique est plus fréquent que le cancer de la prostate et les
cancers ORL [19].

Chez les femmes, le cancer bronchique est au 4°™ rang en terme de fréquence derriére les
cancers du sein, du col et du colon-rectum [19]. Les cancers du sein, poumon, colon et rectum

représentent 52 % des cancers [18-21].

1.1.2.  Survie

Le pronostic du cancer bronchique reste sombre ; sa survie dépend essentiellement du
stade TNM (annexe 1) de la maladie au moment du diagnostic. La survie est trés différente
suivant le stade, avec 49 % pour un stade local, 16 % pour un stade régional et 2 % pour un
stade métastatique [23]. Ainsi, la survie a 5 ans a légerement augmenté depuis quelques
années. En effet entre 1974 et 1976, elle était de 12.5 % tous stades confondus et durant la
période de 1995 a 2001, elle était de 15.7 % [23].
En 2015, 1,2 millions de déces par cancer des bronches, de la trachée et du poumon chez
I’homme [20].
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Figure 3 : Taux de la mortalité du cancer bronchique chez les femmes et les hommes dans le
monde en 2012 [22].

1.1.3. Sexe
Depuis 1950, le cancer bronchique est la premiére cause de mortalité par cancer chez les
hommes, mais depuis quelques années I’incidence chez 1’homme tend a diminuer, alors que

nous sommes face a une véritable épidémie chez les femmes [24].

1.1.4. Age

Le cancer bronchique a une fréquence différente selon 1’age, avec 5 % pour les moins de
44 ans, 14 % pour les 45-54 ans, 25 % pour les 55-64 ans et 55 % pour les plus de 65 ans
[19].

1.1.5. Répartition géographique mondiale

Nous observons qui il y a un risque plus élevé de cancer du poumon dans les pays
développés, avec une disparité d’incidence entre pays développés : risque élevé en Amérique
du Nord et Europe de I’Est et Centrale. Néanmoins, un faible risque de cancer en Afrique
[17].
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Figure 4 : Répartition du risque du cancer du poumon en fonction de la zone
GEOGRAPHIQUE (estimation 2012) [25].
1.2. Epidémiologie en Algérie
Les maladies provoquées par le tabagisme tuent chaque année en Algérie pas moins de
15.000 personnes, dont 4.000 cas dus au cancer du poumon, selon une étude présentée par le
chef de service des maladies respiratoires de 1’hopital Mustapha, a I’occasion de la journée

mondiale de lutte contre le tabagisme [26].

L’ Algérie enregistre plus de 3.000 nouveaux cas de cancer du poumon chaque année en
2005. Le Dr Ameur, président de la (SAOT) a indiqué que « Sur 100 nouveaux cas de cancer
pulmonaire diagnostiqués, plus de 80 personnes trouvent la mort dans les 5 années qui ont
suivi le diagnostic », estimant que « 75% des personnes atteintes par ce cancer se retrouvent

dans I’obligation de suivre une chimiothérapie » [26].

Le Dr Toudeft, chargée du registre cancer au CHU Nedir Mohamed de Tizi Ouzou, a
indiqué que le cancer bronchique progresse dangereusement dans notre pays, constituant la
premiére cause de mortalité chez les hommes : «La pathologie survient chez des sujets de plus
en plus jeunes. Le taux de mortalité est tres €leve, car c’est un cancer tres agressif. Le taux de

survie apres 5 ans varie entre 1% et 5%, avec une survie médiane de 9 a 20 mois.» L’ Algérie

Page 7



Partie bibliographique Cancer broncho-pulmonaire

a enregistre 2382 cas de déces par cancer du poumon en 2012 et 2852 cas en 2015, a-t-elle
releve [27].

2. Facteurs de risque

2.1. Letabac

Le cancer bronchique est une des pathologies que 1’on peut relier le plus directement a la
consommation de tabac puisque plus de quatre cancers du poumon sur cing lui sont liés. Or, le
tabagisme a subi de trés fortes variations tout au long du XX° siécle et, de plus, n’a pas atteint

la méme intensité dans tous les pays ou tous les groupes de la population [28].

2.2. Tabagisme passif

Le tabagisme passif est 1’inhalation involontaire, par un sujet non-fumeur, de la fumée
dégagée dans son voisinage par un ou plusieurs sujets fumeurs.
L’Organisation Mondiale de la Santé a récemment classé 1’exposition au tabagisme passif
comme étant cancérigéne pour I’homme. Au-dela de ces données, la prévention de
I’exposition passive a la fumée de cigarette doit s’inscrire dans un cadre plus large de

prévention du tabagisme, notamment chez les jeunes [29].

2.3. Les expositions professionnelles

Des estimations épidémiologiques récentes font état d’une fraction attribuable aux
facteurs professionnels compris entre 13 et 29 % pour le cancer broncho-pulmonaire, chez
I’homme. Les expositions antérieures a [’amiante sont les plus fréquentes des expositions
professionnelles a 1’origine de ce cancer. En revanche, la recherche d’une exposition
professionnelle qui devrait étre systématique devant tout cas de cancer broncho-pulmonaire,
est souvent plus difficile, du fait des nombreuses étiologies identifiées et de I’absence de
signes d’orientation permettant de distinguer un cancer broncho-pulmonaire d’origine
professionnelle d’un cancer induit par le tabac. Parmi les agents cancérogenes : la silice
cristalline, les émissions diesel, les métaux, les peintures et les rayonnements ionisants
[30-31].

2.4. Les expositions environnementales
Une littérature abondante a été consacrée aux effets a court terme de la pollution sur la
santé humaine, mais peu de données sont disponibles sur les effets a long terme tels que la

survenue d’un cancer bronchique [32].
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Le facteur de risque dominant est le tabagisme, mais la pollution atmosphérique est
¢galement mise en cause. Il y a une association entre I’exposition aux polluants ambiants et
des taux élevés de mortalité cardio-pulmonaire et par cancer bronchique. Ce sont

essentiellement les particules émises par les moteurs diesel qui sont en cause [32-33].

Le radon, gaz radioactif d’origine naturelle, est présent dans D’air intérieur a des
concentrations variables car il provient surtout des sous-sols granitiques. Son inhalation peut

entrainer le développement d’un cancer du poumon [34].

2.5. Les antécédents personnels et familiaux

Les personnes atteintes ou qui ont déja été atteintes d'une affection respiratoire, comme
une broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO), une silicose (atteinte pulmonaire
due a l'inhalation de poussieres de silice), une bérylliose (due aux poussiéres ou vapeurs de
béryllium) ou une tuberculose, ont un risque plus grand de développer un cancer bronchique.
De méme, par rapport & la population générale, les personnes ayant déja eu un cancer du
poumon présentent plus de risques d'en développer un second [35].

2.6. L’alimentation

Une analyse regroupant 8 études prospectives concernant 3.206 cas détectés de cancer du
poumon parmi 430.281 sujets suivis pendant 6 a 16 ans a démontré, pour une consommation
tabagique identique, une réduction de 16 a 23 % du cancer bronchique chez les individus
consommant réguliérement des fruits. L’effet protecteur de la consommation de 1égumes est

moins important [36].

3. Anatomopathologie

L'hétérogénéité histologique des cancers bronchiques est définitivement reconnue. En
1994, I'OMS a adopté le panel de pathologistes de I'lASLC (International Association for the
Study of Lung Cancer), pour constituer les membres du comité d'experts de I'OMS chargés de

développer une classification révisée des tumeurs pulmonaires et pleurales [37].

La plupart des cancers du poumon sont des carcinomes (les autres types histologiques
représentent moins de 1 % des cas). Ces carcinomes se développent a partir de 1’épithélium
bronchique des voies respiratoires larges et moyennes, et des alvéoles pulmonaires (figure)
[38].
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Ce modéle montre les filiations entre les différents types de cellules de 1’épithélium broncho

pulmonaire et les carcinomes qui en dérivent. La fléche en pointillé illustre le caractére hypothétique

de la filiation entre la cellule précurseur des carcinomes neuroendocrine et les cellules-souches de

I”épithélium.

3.1. Carcinome non a petites cellules

Le cancer bronchique non a petites cellules est le nom générique d’un groupe de cancers

du poumon. Ces cancers sont qualifiés de « non a petites cellules », car les cellules observées

dans la tumeur ne semblent pas petites au microscope, par opposition a un autre type de

cancer du poumon moins commun appelé cancer du poumon a petites cellules qui est

caractérisé par la petite taille des cellules qui le composent [39].

Le cancer du poumon non a petites cellules peut apparaitre n’importe ou dans les tissus

qui tapissent les voies aériennes des poumons. On distingue le cancer épidermoide (carcinome

épidermoide) et le cancer non épidermoide (principalement 1’adénocarcinome) en se basant

sur les caractéristiques anatomopathologiques particulieres [39].
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Le cancer bronchique non a petites cellules représente 85a 90% de tous les cas de cancers

du poumon [39].

3.1.1. L'adénocarcinome bronchique

L'adénocarcinome bronchique représente environ 40% de I'ensemble des CBNPC. Jusqu'a
présent, cette forme de cancer bronchique était le plus souvent observée chez les non-fumeurs
et les femmes [40]. C'est la forme prédominante de cancer chez les hommes jeunes de moins de 50

ans, chez les femmes de tous ages, chez les non-fumeurs et chez les ex-fumeurs [42].

Aux Etats-Unis, les adénocarcinomes representent 60 % des cancers pulmonaires et se
sont accrus d'au moins 10 % depuis les 20 derniéres années en Europe aux dépens des cancers

épidermoides [41].

Aujourd'hui, les fumeurs sont de plus en plus souvent atteints par cette forme de cancer
bronchique [40], notamment a cause des cigarettes lights sur lesquelles les fumeurs « tirent »
plus fortement, elles engendrent des Iésions différentes de celles observées jusqu'a présent, en
effet, elles sont situées plutdt en périphérie du poumon [40]. Cette catégorie de tumeurs
regroupe plusieurs sous-types dont le carcinome bronchiolo-alvéolaire qui se développe a
partir des cellules constituant les alvéoles [40].

3.1.2. Le carcinome épidermoide
Le carcinome épidermoide est fortement lié au tabac [43]. Il représente environ 40% de

I'ensemble des CBNPC [42]. Il est plus répandu chez les hommes [43].

C’est un cancer bronchique qui prend naissance, dans les grosses bronches, souvent prés
d’une bifurcation. Au début, il est situé sur la paroi interne de la bronche et se présente sous
forme d'une tumeur végétante de taille variable visible en endoscopie bronchique. La tumeur
peut assez rapidement obstruer la bronche et étre a 1'origine d’infections respiratoires comme

une pneumonie. Il s'étend plus lentement que les autres formes de cancer du poumon [43].

3.1.3. Le carcinome a grandes cellules

Le carcinome a grandes cellules représente quant a lui environ 20% des CBNPC. 90%
d'entre eux seraient liés au tabac. Il peut étre situé n'importe ou dans les poumons. Il se
distingue des autres formes notamment par son caractere indifférencié [40]. La croissance
(temps de doublement des cellules tumorales) des carcinomes a grandes cellules est plus

rapide que pour les autres formes de CBNPC [40].
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3.2. Carcinome a petites cellules
C’est un carcinome (tumeur maligne épithéliale) neuroendocrine peu différencié [44].
Le carcinome a petites cellules (CBPC) représente 20 % de l'ensemble des cancers

bronchiques. 1l se distingue par sa grande chimio-sensibilité et radiosensibilité [45].

Tableau 1 : Caracteres anatomo-cliniques des principaux types histologiques de cancers

broncho-pulmonaires [46].

Fréquence Meétastases a distance Localisation
F 25% H 75% initiales préférentielle
Carcinome a petites o
20% 20% >50% Hilaire 80%
cellules
Adénocarcinome 45% 30% 35% Périphérique 65%
Carcinome Centrale 65%
) 25% 40% 25% )
épidermoide (excavé 5%)
Carcinome a grandes .
10% 10% 40% Peériphérique 60%

cellules

3.3. Les tumeurs neuroendocrines

L’origine, la diversité et la typologie des tumeurs neuroendocrines restent un sujet de
débat. Il semble que ces tumeurs dérivent de cellules-précurseurs spécifiques présentant des
caractéristiques neuroendocrines (cellules de Kulchitzky-Masson), les cellules sont pauvres en
cytoplasme, avec une chromatine d’apparence granuleuse, une activité mitotique €levée et de
grandes plages de nécrose. Les autres types de tumeurs neuroendocrines sont les carcinomes
neuroendocrines a grandes cellules (Large Cell Neuro Endocrine Carcinomas, LCNEC), les
carcinoides typiques (Typical Carcinoid, TC) et les carcinoides atypiques (Atypical
Carcinoids, AT). Ces deux derniers types se distinguent par leur activité mitotique (plus faible
pour les TC que pour les AT). Les carcinomes neuroendocrines sont fortement associés au
tabagisme, ont une croissance tres rapide, une bonne réponse initiale a la chimiothérapie
(conséquence probable de leur activité mitotique élevée) et une tendance trés marquée a la

formation de métastases [40].
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Tableau 2 : Tumeurs neuroendocrines pulmonaires. (NE : neuroendocrine, NEM 1: syndrome

de néoplasies endocriniennes multiples de type 1) [46].

Associations Malignité Fréquence
Carcinome typique ) 1%
) Faible
Tumeurs bien (80-90%) NEM 1 hyperplasie NE
différenciées  Carcinome atypique diffuse et tumorlets o
Intermédiaire
(10-20%)
Carcinome NE a
Carcinomes 3%
grandes cellules
peu : S Tabac +++ Haute
L » Carcinome a petites
différenciés 20%
cellules

4.  Symptomes

4.1. Signes respiratoire
Toux : La toux est associée a un taux de survie réduit chez les patients souffrant d’un cancer
du poumon [48].
La dyspnée : Selon I’American Thoracic Society, la dyspnée est une expérience subjective de
difficultés respiratoires liées a des facteurs psychologiques, sociaux et environnementaux. La
description qu’en fait le patient est le seul indicateur fiable de I’intensité. Aucun examen n’est
aussi precis [48-49].
L’hémoptysie : L'hémoptysie est une expectoration de sang provenant des voies aériennes
sous-glottiques [50].
Douleurs thoracique : une douleur thoracique constante et qui s'intensifie quand on respire
profondément ou qu'on tousse [51].

Infections pulmonaires : récidivantes mal contrdlées par les antibiotiques [52].

4.2. Signes généraux
Les plus féquents [53]
o Fatigue chronique.
o Perte de poids inexpliquée.
o Fiévre prolongée. Maux de téte.
o Confusion.

o Gonflement des doigts.
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4.3. Autres symptomes
Les moins fréquents [52]
e Modification de la voix (dysphonie).
e Sifflement lors des mouvements respiratoires.
e (Edéme du cou, de la face et des bras.
e Distension des veines jugulaires.
e Lacis veineux a la partie supérieure du thorax.
e Difficulté a avaler (dysphagie).
e Apparition d’une pleurésie ou d’une péricardite.
e Mc¢tastase cérébrale se manifestant par des maux de té€te ou par une crise d’épilepsie

amenant & decouvrir secondairement le cancer du poumon.
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1. Les altérations génétiques du CBP

1.1. Cancerogenése moléculaire

Les cancers broncho-pulmonaires se développent selon un processus multi étapes,
caractérisé par une progression vers le phénotype invasif d’une ou d’un petit nombre de
cellules « initiées » par I’acquisition d’altérations génétiques leur conférant un avantage
prolifératif. De nombreux agents cancérogenes professionnels ou environnementaux, comme
ceux présents dans la fumée du tabac, peuvent induire 1’initiation des cellules bronchiques ou
alvéolaires et favoriser leur progression. Ces agents affectent souvent 1’arbre broncho-
pulmonaire dans son ensemble (ainsi que, dans le cas de la fumée du tabac, I’ensemble des
voies aéro-digestives supérieures) et peuvent « initier » de fagon indépendante des cellules
distantes les unes des autres, donnant naissance a plusieurs lésions primaires concomitantes.
Ce phénoméne est décrit sous le nom de « cancérogenese de champ ». Comme dans la plupart
des cancers, les carcinomes broncho-pulmonaires acquiérent au cours de leur developpement
une variété d’altérations génétiques (mutations, amplifications géniques, pertes d’alléles,
instabilités chromosomiques) et épigénétiques (surexpression des genes, extinction de
I’expression par hyperméthylation des promoteurs). La fréquence et le type des altérations

différent d’une histologie a 1’autre [38].

NSCLC SCLC
Cellules de Clara/ Cellules épithéliales Cellules épithéliales
Pneumocytes type 1/11 bronchiques neuro-endocrines
| I i
KRAS ou EGFR, mutation TP63, activation FHIT/RASSF1/SEMA3B,
P14ARE, inactivation TP53, mutation inactivation
P16/1INK4a, inactivation RB, inactivation
FHIT/RASSF1/SEMA3B
Perte d"alleles v
- : i Métaplasie/dysplasie ?
Hyperplasie atypique épidermorde
| | I S 3
TP53, mutation CCDN1, activation TP53, mutation
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\ 4 4 \ 4

2 ; Ao Carcinome épidermoide Carcinome a petites cellules,
Adénocarcinome primaire e RS
primaire primaire
. - ]
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| (29, 99, 18q, 22q) " e
Adénocarcinome Carcinome épidermoide Carcinome a petites cellules,
invasif invasif invasif

Figure 6 : Altérations moléculaires dans les carcinomes broncho-pulmonaires [38].
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Cependant, quel que soit le type histologique, les mémes voies sont souvent affectées
par des mécanismes différents. On peut donc proposer que ces voies jouent un role
fondamental dans la morphogenése, les réponses au stress et la régénération apres Iésion de
I’épithélium broncho-pulmonaire normal, définissant un « carrefour régulatoire » qui intégre

prolifération, apoptose, différenciation et réponses aux lésions de I’ADN [54].

Signaux

< Signaux
extracellulaires

extracellulaires

Mutagenese/lésions de I’ADN

Figure 7 : Mécanismes moléculaires de la cancérogenése broncho-pulmonaire [38].

1.1.1. Mutations de TP53

Les mutations inactivantes dans TP53 (chromosome 17p13) [38] sont les altérations les
plus fréquentes affectant un géne spécifique dans le cancer humain. L'inactivation des
mutations dans TP53 perturbe sa fonction clé dans la lutte contre la prolifération cellulaire et
I'apoptose. Certaines mutations dans TP53 conférent un «gain de fonction», et la protéine
TP53 mutante résultante contribue réellement a différents stades de la tumorigénése ou a la
résistance aux médicaments. Les mutations du TP53 dans le cancer bronchique sont fortement
associees au tabagisme et sont également les altérations somatogénes les plus courantes chez
les CPNPC, se produisant dans plus de la moitié de I'AC, 80% de la SQCC et 70% de SCLC.
Le locus TP53 est également fréqguemment affecté par des pertes de copie. Les mutations dans

TP53 sont associées a un mauvais pronostic [55] et a une résistance a la chimiothérapie.
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Figure 8 : Signalisation et réparation des dommages de I’ADN [56].

1.1.2. Dérégulation de TP63 et TP73

TP53 appartient a une famille de protéines, y compris TP63 et TP73, qui augmentent
I'expression de groupes de genes similaires a travers la liaison directe dans leurs régions
promotrices (telles que CDKNZ1A) qui, a leur tour, induisent l'arrét du cycle cellulaire, la
sénescence et / ou Apoptose. Il a été rapporté que MYC peut réprimer [l'activation
transcriptionnelle médiée par TP73 de CDKN1A, et que la sous-unité Prefoldin 5 (PFDNb),
également connue sous le nom de MYC binding protein 1 (MM1), antagonise I'effet inhibiteur
de MYC sur la transactivation dépendante de TP73. Dans SCLC, I'expression de TP73 est

relativement élevée, alors que I'expression de TP63 et MML1 est faible [57].
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Figure 9 : Structure des génes de la famille p53 [58].
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(TAD : le domaine de I’AT ; DBD : le domaine de liaison a 'ADN ; OD : et le domaine
d'oligomérisation ; SAM : COOH - domaine SAM terminal dans la version o ; AN : protéines de type
AN).

1.1.3. Altérations de EGFR

La famille ErbB des récepteurs de tyrosine kinase comprend quatre membres - EGFR,
ErbB-2 (HER2), ErbB-3 et ErbB-4 - avec la capacité de former des homo- et des
hétérodimeres et lier différents ligands conduisant a I'activation du récepteur [59]. L'EGFR

présente une surexpression ou une activation aberrante dans 50 a 90% de CPNPC [60].

L'EGFR est un récepteur tyrosine kinase qui se lie au facteur de croissance épidermique et
a dautres ligands de facteurs de croissance pour devenir activé. Lors de l'activation, la
tyrosine kinase EGFR active les voies en aval, y compris MAPK et PI3K, conduisant a la
synthese de I'ADN et & la prolifération cellulaire. L'activation de I'EGFR a d'autres effets

pleiotropes, parmi lesquels contribuent a I'échappement immunitaire des tumeurs [61].
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Figure 10 : Voie de signalisation de I’EGFR [62].

1.1.4. Mutations de KRAS

La signalisation de la voie RAS / RAF / MEK / MAPK dans le cancer du poumon.
L'activation de la voie RAS / RAF / MEK / MAPK se produit fréguemment dans le cancer du
poumon, le plus souvent par activation de mutations dans KRAS qui se produisent dans
~ 20% des cancers du poumon, en particulier les adenocarcinomes [63-64]. Dans le cancer du

poumon, 90% des mutations sont situées dans le KRAS (80% dans le codon 12 et le reste
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dans les codons 13 et 61) avec des mutations HRAS et NRAS seulement occasionnellement
documentées [65]. La mutation aboutit & une activation constitutive des voies de signalisation
en aval, telles que PI3K et MAPK, rendant les tumeurs mutantes KRAS indépendantes de la
signalisation EGFR et donc résistant aux TKI EGFR ainsi qu'a la chimiothérapie [66-67-68].
Les mutations KRAS sont mutuellement exclusives avec des mutations EGFR et ERBB2 et

sont principalement observées dans les adénocarcinomes pulmonaires des fumeurs [66-69].

KRAS
MUTATIONS

Mutated KRAS causes
increased signaling despite
upstream EGFR inhibition

ERK
* Nuclear signaling
abnormally increased

Figure 11 : Mutation de KRAS [70].

1.1.5. Altérations de la voie Rb

La voie CDKN2A-RB1 contréle la progression du cycle de phase G1 a S. La protéine de
rétinoblastome hypophosphorylée (RB), codée par RB1 (chromosome 13qg14) [39]. arréte la
transition de phase G1/ S en se liant au facteur de transcription E2F1 et a été le premier géne
suppresseur de tumeur identifié dans le cancer du poumon [71-72]. La protéine RB absente ou
mutante se trouve dans environ 90% des SCLC comparativement a seulement 10 a 15% des
CPNPC, alors que les anomalies dans p16 (codées par CDKN2A) et un régulateur en amont
de la phosphorylation de RB se trouvent principalement dans les CPNM [73].

h

——— o

De
Transcription

Figure 12 : Mutations dans la voie Rb [74].
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1.1.6. Inactivation de pl4ARF

P14ARF, une protéine suppresseur de tumeur, a été signalée comme un régulateur dans
I'arrét du cycle cellulaire et I'apoptose [75]. Bien que p14ARF et p16INK4A partagent I'exon
commun 2 et I'exon 3 du géne INK4A, les deux protéines ont une structure et une fonction
non liées [76]. A rapporté que le p14ARF a joué un role clé dans les lésions de I'ADN et la

régulation des oncogénes cellulaires ou viraux [77].

Par conséquent, le pl4ARF, qui joue un réle central qui inhibe la transformation des

tumeurs, pourrait avoir un réle important dans l'apparition et le développement de la tumeur

pulmonaire. [78].

_—
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Figure 13 : Inactivation du p14ARF, p15ARF, p16ARF [79].

1.1.7. MYC

L'un des principaux effecteurs en aval de la voie RAS / RAF / MEK / MAPK est le proto-
oncogene MYC (8qg21-23) [38]. Dans des conditions normales, ce facteur de transcription
fonctionne pour maintenir un contréle strict de la prolifération cellulaire; Cependant, une
expression aberrante par amplification ou surexpression est généralement retrouvée dans le
cancer du poumon [80-81]. Les membres MYC proto-oncogene (MYC, MYCN et MYCL)
sont des objectifs de la signalisation RAS et des régulateurs clés de nombreuses voies en aval

telles que la prolifération cellulaire [82], ou I'expression Myc forcée entraine le cycle
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cellulaire d'une maniére autonome. Il peut également sensibiliser les cellules a I'apoptose par
I'activation de la voie de I'apoptose mitochondriale - ainsi, la tumorigénése menée par Myc
nécessite souvent une co-expression de protéines BCL2 anti-apoptotiques [83]. L'activation
des membres MYC se produit souvent par I'amplification des génes. MYC est activé le plus
souvent dans NSCLC [84], tandis que les deux autres membres, MYCN et MYCL avec MYC,

sont généralement activés dans SCLC [85-86].

1.1.8.Pertes d’alleles en 3p

La perte d'une copie du chromosome 3p est I'un des événements les plus fréquents et les
premiers dans le cancer de I'nomme, trouvé dans 96% des tumeurs pulmonaires et 78% des
Iésions preneoplasiques pulmonaires [87].La cartographie de cette perte a identifié plusieurs
génes avec une capacité de suppression de tumeur fonctionnelle, y compris FHIT (3p14.2),
RASSF1A, TUSC2 (également appelé FUS1) et les membres de la famille des SEMA3B et
SEMAZ3F de la sémanore (tous a 3p21.3) et RARP (3p24). En plus de la perte de LOH ou de
l'allele, certains de ces geénes 3p (FHIT, RASSF1A, SEMA3B et RARp) présentent souvent
une diminution de l'expression dans les cellules cancéreuses du poumon au moyen de
mécanismes épigénétiques tels que I'hyperméthylation du promoteur [88-89]. En outre, FHIT,
RASSF1A, TUSC2 et SEMAZ3B réduiront la croissance lorsqu'elles seront réintroduites dans
des cellules de cancer du poumon. FHIT, situé dans le site fragile le plus fréquent dans le
génome humain (FRA3B), a montré qu'il provoque une apoptose dans le cancer du poumon
[90].RASSF1A peut induire I'apoptose, ainsi que stabiliser les microtubules et affecter la
régulation du cycle cellulaire [91].0n pense que l'effet de suppression de tumeur de TUSC2
se produit par I'inhibition de la protéine tyrosine kinases telles que EGFR, PDGFR, c-Abl,
c-Kit et AKT [92] ainsi que l'inhibition de la dégradation médiée par MDM2 de p53 [93].Le
candidat TSG SEMAS3B code pour une protéine sécrétée qui peut diminuer la prolifération
cellulaire et induire I'apoptose lorsqu'elle est ré-exprimée dans les cellules de cancer des
poumons, des seins et des ovaires [88-94-95-96] en partie en inhibant la voie AKT [97].Un
autre membre de la famille, SEMAZ3F peut inhiber la vascularisation et la tumorigénese en
agissant sur l'activation VEGF et ERK1 / 2 [98-99] et RARIR exerce sa fonction de
suppression de tumeur en liant l'acide rétinoique, limitant ainsi la croissance et la

différenciation des cellules.

1.1.9. Altérations de MEN1
Le gene MENL1, localisé sur le chromosome 11g13, code la Ménine, une protéine tres

particuliére qui fonctionne comme un modulateur de facteurs de transcription mitogéniques
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tels que JunD ou AP1. La mutation de MENL1 est associee a une activité mitogénique élevée.
La transmission héréditaire d’un allele MEN1 muté est responsable du néoplasie endocrine
multiple de type 1, un syndrome autosomal dominant caractérisé par la formation de lésions
néoplasiques de la glande parathyroide, du tissu endocrine entéropancréatique, et de la glande

pituitaire antérieure.

Des mutations somatiques et des pertes d’alleles de MEN1 sont observées dans la
majorité des carcinoides bronchiques atypiques, mais pas dans les tumeurs neuro-endocrines
de haut grade. Il s’agit de la seule altération génétique connue a ce jour qui distingue les

SCLC des NSCLC [38].

Chromosome 11

Figure 14 : Localisation du gene MENL1 [100].

2. Les genes de susceptibilité confirmes

Des études approfondies de la prédisposition héréditaire et de liaison familiale ainsi que
des polymorphismes associés au risque de cancer du poumon et des études ont permis de
mettre rapporter de nombreux genes de susceptibilité a ce cancer . En 2008, trois études
indépendantes d'association a I'ensemble du génome (GWAS) ont identifié des variations de
polymorphisme de nucléotide unique (SNP) a 15q24-g25.1 associées a un risque accru de

dépendance a la nicotine et au développement d'un cancer du poumon [101-102]. Ce locus
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comprend des génes codant pour les sous-unités nicotiniques du récepteur de l'acétylcholine
(nAChR) (CHRNA5, CHRNAS3 et CHRNB4). Plus récemment, deux méta-analyses ont
fourni d'autres preuves que la variation 15¢25.1 (codant pour trois sous-unités des récepteurs
nicotiniques de 1’acétylcholine CHRNA3, CHRNAS5 et CHRNB4) [103], 5p15.33 (région
codante pour CLPTMLL, TERT et BAT3) [103] et 6p21.33 (région codante pour MSH5)
[103] influent sur le risque de cancer du poumon [104-105]. La dépendance a la nicotine, les
dérivés cancérogeénes de l'exposition a la nicotine ou I'effet de la nicotine agissant sur les
nNAChR sont connus pour étre exprimeés dans les cellules épithéliales pulmonaires [106-107].
De plus, une étude de lien génomique a I'échelle du génie génétique contenant des générations
multiples de cancer du poumon a partir du Consortium d'Epidémiologie Génétique du Cancer
du Poumon (GELCC) a permis de localiser un locus de susceptibilité familiale a 6923-25
[108-109]. Un membre du régulateur de la famille de signalisation des protéines G (RGS),
RGS17, a été identifié comme un gene causal potentiel dans ce lieu ou des variantes
communes étaient associées a un cancer du poumon familial mais pas sporadique [110];
Cependant, il est probable que plus d'un locus génétique dans la région 6q influence la

susceptibilité.

Plus récemment, il a été identifié un variant génétique au niveau 13qg31.3 qui modifie
I’expression de GPCS5 (glypican 5) et apparait associé¢ au risque de cancer broncho-
pulmonaire chez les sujets non-fumeurs. Le niveau d’expression de GPCS5 apparait étre plus
bas chez les sujets non-fumeurs et cela pourrait contribuer au développement du cancer

bronchique chez les non-fumeurs [103].

3. Le polymorphisme CYP1A1l

La susceptibilit¢ génétique individuelle dont les mécanismes sont en cours
d’investigation ; passerait notamment par des différences dans la capacité de métaboliser les
cancérigeénes, les capacités de réparation de I’ADN mais aussi d’apoptose ou 1’expression des
différents génes impliqués dans la transduction du signal a partir des récepteurs membranaires
ou la régulation du cycle cellulaire. Parmi les polymorphismes étudiés, ceux des cytochromes
P450 ; enzymes de la phase | du métabolisme des xénobiotiques constituent un des sujets
de recherche les plus en vogue au cours de ce dernier demi-siécle, aussi bien en biochimie
qu’en biologie moléculaire. Son principal essor est di au développement de ressources de

I’industrie pharmaceutique mondiale [111].
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3.1. Généralités

Les CYP constituent une famille d’hémoprotéines initialement identifiées comme des
pigments dans des microsomes de foie de rat [112]. En effet, le nom de cytochrome P450
provient de la propriété de ces pigments d’émettre un spectre d’absorbance a 450 nm,
spécifique de ces hémoprotéines [113]. Les cytochromes sont des enzymes présentes dans
divers tissus et qui interviennent dans le métabolisme de substances endogénes et exogénes,

notamment de nombreux médicaments [114].

3.2. Structure tridimensionnelle et localisation membranaire

L’alignement de toutes les séquences d’acides aminés des CYP fait apparaitre une tres
faible conservation et seuls trois acides aminés sont parfaitement conserves. Néanmoins, cette
variabilité ne prélude pas a une forte conservation de leur topographie générale et de leur
structure repliée [115]. La partie la plus conservée est logiquement retrouvée dans le cceur de
la protéine et refléte le mécanisme commun de transfert d’électrons et de protons et
d’activation d’oxygene. La région la plus variable correspond a la partie N-terminale
impliquée dans 1’adressage et 1’ancrage a la membrane, et a la séquence de liaison et de
reconnaissance du substrat [116]. Contrairement aux CYP bactériens, les CYP eucaryotes sont
associees a la membrane externe du réticulum endoplasmique ou se trouvent dans les

mitochondries (membrane interne, externe ou matrice).

NADP* R-H+O,

j \__w R-OH+H,0

. Membrane du
r ticulum
endoplasmique

Lumi re

Figure 15 : Localisation membranaire de cytochromes P450 dans le réticulum endoplasmique
[117].
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Les récents progres realises dans la détermination des structures tridimensionnelles
cristallographiques des CYP impliqués dans le métabolisme des médicaments et la
visualisation de la maniére dont les molécules se fixent aux sites actifs de cette classe
d’enzymes, devraient faciliter le développement de nouveaux médicaments. En effet,
I’industrie pharmaceutique attache une attention particuliére a la structure tridimensionnelle
des cytochromes P450 permettant de mieux comprendre et de mieux prédire les interactions
entre la molécule cible et les CYP [118-119].

3.3. Famille CYP1
Cette famille est composée de trois genes (CYP1Al, 1A2, 1B1) régulés au niveau
transcriptionnel par la voie AhR-ARNT (aryl hydrocarbon receptor-aryl hydrocarbon receptor

nuclear translocator).
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Figure 16 : Mécanismes de l'activation transcriptionnelle par AhR du géne CYP1A1 et
rétrocontréle négatif de AhR par AhRR [120].

Ces trois enzymes détoxifient ou activent de nombreux pro-carcinogéenes
environnementaux, des toxines et quelques médicaments [121-122]. L’activité du CYP1A est

induite par les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP), tels que ceux retrouves dans
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les produits d’incinération de composés industriels, la fumée de cigarette, les viandes grillées,

mais également certains végétaux cruciferes (brocoli, choux de Bruxelles).

L’expression du CYP1Al et du CYPIBI est principalement extra-hépatique et est
inductible dans pratiquement tous les tissus étudiés, dont les poumons, la glande mammaire et
le placenta. A I’inverse, CYP1A2 est exprimé essentiellement au niveau du foie et représente
environ 13 % des CYP hépatiques. Les CYP1Al, CYP1B1 et probablement CYP1A2
métabolisent des composés endogenes, tels que les prostaglandines, les cestrogenes et la

mélatonine [122].

Tableau 3 : Principaux polymorphismes des génes CYP1A1l et CYP1A2 (d’aprés Ingelman-
Sundberg, 1999 et http : //www.imm.ki.se/CYPalleles) [123].

Allgle Mutation Fréquence allélique Incidences
CYPIATIC  -3229G>A (Etude en cours)
CYP1AT 24 38011 T=C Caucasiens : 10 % Associé au cancer du poumon & pelites
(Mspl +) (3 UTR) cellules (Le Marchand, 1998)
Japonals : 26 % Activite hydroxylase acene
{homaz. : 11 % Assodié aux cancers du peumen chez las
hétéroz. : 40 %) japonais (Hayashi, 1991)
Afro-Américains: 17 %  Associé a ladénocarcinome pulmanaire
CYPIA1 2B 2455a>0
BT=C
CYPIA1 2C 2455 a=G Japonais : 20 % Naffecte pas lactivité enzymatique (in vitrg)
{exon 7) (lled62 Val) Associé au pelymorphisme Mspl (Japonais)
(Wedlund, 1994)
Associe au cancer du sein chez les
Caucasiennes (Taiali, 1993)
CYP1A1 4 2453C>A Asialiques : 21 % Nen relié awx cancars du pouman
(Thrd61 Asn)  Cautasiens: 5%
CYP1A21C  -3858G=A  Japonals: 23% Activité enzymatigue diminuge
CYP1AZ1F  -1B4C=A Caucasiens : 32 % Inductibilité du géne plus élevée

3.4. Legene CYP1Al

Le géne CYP1Alest localisé sur le chromosome 15022-g24, contient 7 exons et 6 introns
et pour une taille denviron 6 Kb. Outre l'allele sauvage, 14 alléles polymorphiques sont

répertoriés a ce jour [120-124].
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Figure 17 : Principaux polymorphismes du gene CYPIAL [121].

3.5. Polymorphisme du gene CYP1A1l

Plusieurs études réalisées ont abouti a une grande variabilité dans la distribution des

fréquences allélique et génotypiques de géne CYP1ALl dans le monde selon les ethnies. Au

total, 11 polymorphismes ou variants alléliques ont été décrits, dont quatre d’entre eux ont été

les plus étudiés pour leur implication dans la modification du risque de la cancérogenese : m1

(T3801C), m2 (A2455G), m3 (T3205C) et m4 (C2453A) [124-125].

m4 m2 m3 m1
C4887A A4889G TS639C T6235C
u hrlAsn)m (ile/Val)ss2
1| 1000 20l00 30|00 40|00 GOOD
|
— -:IIII.:—
5 3

N\

Exon 1

e | e

Exon2 Exon3 Exon4 Exon5 Exon6 Exon?7

Figure 18 : La localisation schématique des mutations m1, m2, m3 et m4 sur le géne
CYP1A1[125].
Les numéros attribués aux mutations (m1, m2, m3, m4) correspondent a leur découverte

chronologique.
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3.6. Le cancer broncho-pulmonaire et le polymorphisme CYP1Al

Le CYP1A1 présente un intérét évident en raison de son induction par la dioxine. 1l est
difficile de doser le taux basal du CYP1Al et de son ARNm qui est tres faible. En revanche,
le taux induit dans des lymphocytes humains maintenus en culture est parfaitement dosable. Il
apparait que ce taux présente une grande hétérogéneité interindividuelle. Les individus
peuvent étre classés un peu artificiellement en trois catégories: fortement, moyennement ou
faiblement inductibles. Une corrélation a été trouvée entre le niveau induit et I’apparition de
cancers pulmonaires [126]. Ces résultats obtenus au Japon n’ont pu étre reproduits ailleurs,

mais les fréquences alléliques différent selon les pays et I’ethnie [127-128].

Le CYP1A1l contribuerait a l'incidence des cancers induits par les hydrocarbures
aromatiques Polycycliques (HAPs) dans les organes extra-hépatiques [120]. 1l a été démontré
que les adduits des hydrocarbures mesurés dans les leucocytes sont en quantité plus élevée
chez les fumeurs porteurs de la mutation dans I'exon 7 que chez ceux qui ne sont pas porteurs
de cette mutation [120].

L'allele CYPIAI*2B qui correspond a la mutation Mspl et a I'exon 7 serait aussi corrélé a
une augmentation des cancers liés au tabac. Le polymorphisme CYPIAI*2A ou Mspl présente
une substitution T>C en position 3801 dans la région 3' flanquante du géne. Présent chez 10%
des Caucasiens, l'allele Mspl génére une protéine fortement inductible pour les hydrocarbures
et une activité enzymatique augmentée associée a lI'augmentation du cancer du poumon chez

les fumeurs [120].
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1. Patients et ttmoins

L’étude que nous avons effectuée consiste en une étude cas-témoins, dans le but de définir
la relation entre le variant m1 du gene CYP1A1l et le risque de développer un cancer
broncho-pulmonaire.

Le recrutement des patients a été effectué au niveau du Centre anti-cancer (CAC) du
(CHU) Benbadis de Constantine, depuis le mois de Février et jusqu’a la fin du mois d’Avril
2017. Notre population d’étude est composée de 15 patients avec diagnostic confirmé de
CBP des deux sexes, provenant de I’Est Algérien (Wilaya de Constantine, Mila, Skikda, Sétif
et Guelma). Ils sont agés entre 54 et 72 ans. L’¢étude des dossiers des patients a été faite et
un questionnaire-patients comprenant toutes les données nécessaires a été établi pour chaque
patient (Annexe 3), et un groupe de sujets indemnes du cancer bronchique en bonne santé
apparente, composé de 20 témoins agés entre 27 et 65 ans, appariés aux patients selon 1’age

et le sexe et le statut tabagique.

e Le prélevement sanguin
Un prélevement sanguin du sang périphérique a été réalisé dans des tubes EDTA. Pour
avoir une bonne quantité d’ADN, il est préconisé de réaliser le prélévement dans deux tubes

EDTA de 4ml pour chaque patient.

2. Méthodes

2.1.L’extraction d’ADN
2.1.1. Etape de Iextraction d’ADN
L'extraction de I'ADN est une technique permettant d'isoler I'ADN de cellules ou de
tissus. L'ADN extrait du sang sera utilisé pour notre recherche de biologie moléculaire
PCR/RFLP. Les différentes étapes de 1’extraction de I’ADN :

e Lelavage

Une premiére étape consiste a éliminer les globules rouges et toutes les impuretés du
milieu extra cellulaire. Nous ajoutons aux prélevements effectués une solution hypotonique
(TE 20:5 jusqu’a 50ml) qui fera éclater les globules rouges. Les globules blancs étant
beaucoup plus résistants, ils ne seront pas détruits. Comme les globules rouges ne contiennent

pas d'/ADN, il sera extrait des globules blancs.
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e La centrifugation

La centrifugation permet de separer les globules blancs des débris de globules rouges. A la
fin de la centrifugation, il apparait au fond du tube un « culot » blanc (ce sont les restes de
globules blancs) et un « surnageant » rouge (ce sont les débris de globules rouges) que I'on va

retirer du tube.

— Ces deux premiéres étapes sont réalisées jusqu'a ce que la solution au-dessus du « culot »

soit limpide.

e Ladestruction des globules blancs (ou lyse des globules blancs)

Pour cette étape, nous utilisons une solution agressive de détergent (200ml de SDS) afin
de déstabiliser la membrane des globules blancs et le noyau de la cellule. Ensuite, une enzyme
appelée « Protéinase K » est ajoutée a la solution (100ml). Elle va dégrader les protéines de la
cellule. Le tube est chauffé a 37°C pendant 18 heures, afin d'avoir une activité optimale de la
protéinase K. Suite a cette étape, le tube contient un mélange d'ADN, et les restes des cellules:
fragments de protéines, résidus de la membrane des cellules et toutes les molécules du

cytoplasme.

e Précipitation de I'ADN

Gréace a la précipitation, nous pouvons séparer I'ADN du reste de la solution de lysat.
Nous ajoutons d'abord délicatement 1000 ml de la solution NaCl 4M et on mélange
délicatement le tube. Aprés 4 a 5 agitations, on observe la formation d'une masse opaque, sous
forme de« Pelote » : c'est I'ADN.

e Elimination de la solution de lyse
Le tube doit repasser dans la centrifugeuse pendant 5 min a 3000 tours. La centrifugation
va mettre la pelote d'ADN au fond du tube. Ainsi, nous pourrons éliminer le surnageant

contenant les restes de la cellule sans toucher a I'ADN.

e Lavage a I'éthanol 70%

Pour éliminer le maximum de la solution de lyse, nous ajoutons dans le tube de I'éthanol
pur et par retournement nous retirons la pelote d’ADN et la mettre dans I’eppendorf et la
rincer avec 1’éthanol dilué a 70 %. L'éthanol 70% sera plus efficace que l'isopropanol pour
éliminer les restes de la solution de lyse, car il contient 30% d'eau. C'est I'eau qui va

solubiliser les impuretés autour de la pelote d'ADN.
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e Leséchage
Cependant, I'éthanol peut fausser les analyses réalisées sur I'ADN ainsi extrait. Nous

laissons donc le tube ouvert pour que I'éthanol s'évapore.

e L'hydratation de I'ADN

Quand I'ADN est en pelote seche, il ne peut étre utilisé pour des analyses de biologie
moléculaire. Nous devons donc réhydrater 'ADN dans une solution d’eau distillée stérile ou
du Tris-EDTA. Ces composants donnent un pH et une force ionique a l'eau qui optimise

I'nydratation et la conservation de I'ADN.

2.1.2. Estimation de la concentration de ’ADN et controle de sa qualité

2.1.2.1. Controle de la qualité d’ADN

Principe :

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

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

- Les DO (densité optique) sont relevés a 260 et 280 nm

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

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

(1,6 <R < 2).Nous avons obtenu une moyenne de 1.82 sur ’ensemble de nos échantillons.

La pureté de I’ADN est essentielle pour une action efficace des enzymes de restriction
utilisées par la suite. Dans le cas ou ’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 4). Les ADN purs sont conservés a 4 °C jusqu'a utilisation.

2.1.2.2 Estimation de la concentration de PADN

Principe

La densité optique a 260 nm permet de calculer la concentration de I’ADN sachant que :
1 unité de DO260 nm = 50 pg/ml d’ADN double brin.
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La qualité de I’ADN peut étre vérifiée par un contrdle de taille des molécules d’ADN qui
doivent étre suffisamment longues pour étre digérés. L’ADN génomique doit donc étre

manipulé en évitant toute action mécanique violente.

2.2. Génotypage du polymorphisme CYP1Al

Le génotypage du variant allélique T3801C du gene CYP1A1l est réalisé par une
PCR/RFLP (Polymerase Chain Reaction/ Restriction Fragment Length Polymorphism) en
utilisant I’enzyme de restriction Mspl (Moraxella species 1). Plusieurs étapes successives sont

nécessaires afin d’obtenir le profil de la digestion:

-PCR et contrdle de PCR sur gel d’agarose.

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

-seéparation des produits de digestion par migration électrophorétique sur gel d’agarose.
-visualisation des produits de digestion par trans-illumination sous UV.

2.2.1. Latechnique de laPCR

Principe

La technique de la PCR, permet d’amplifier des millions de fois un unique fragment
d’ADN. Elle se déroule dans un petit tube lui-méme placé dans un appareil programmable
appelé thermocycleur. Ce dernier se contente de placer le tube aux températures voulues
pendant les durées programmees... et de recommencer en effectuant des cycles. Un cycle
reproduit trois températures différentes pendant des durées différentes. La durée d'un cycle est

de I'ordre de la minute.

Une réaction de PCR nécessite :
1) De I’ADN a amplifier (dénommé template).
2) Des amorces (également appelés primers).
3) Des desoxynucléotides triphosphates (dATP, dCTP, dGTP, dTTP).
4) Une ADN polymérase thermorésistante (la Taq par exemple).

5) Du magnésium (Mg++) indispensable au fonctionnement de I’ADN polymérase.

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

La préparation du milieu réactionnel est selon le tableau suivant :

Page 32



Partie pratique Patients et méthodes

Tableau 4 : Milieu réactionnel de PCR.

Volume pour 10

Réactifs VVolume pour 1 échantillon échantillons
ADN 1 ul o
Tampon 10X S S0u
MgCI2 15l ou
dnTP 2l 2ou
Amorce F 1ul 10u
Amorce R 1ul 10u
Tag 0.3 l 30 pl
H20 38.2ul 382 ul
Total 50 pul 500ul

Multiplier la quantité de chaque composant par le nombre de tubes voulu (10 tube) plus
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 3 prime non codante du géne
CYP1AL.

Les séquences d’amorces du géne CYP1ALutilisées sont:
-I’amorce sens (oligo F): 5’-GGCTGAGCAATCTGACCCTA-3’
-I’amorce anti-sens (oligo R): 5>-TAGGAGTCTTGTCTCATGCCT-3’

2.2.3. Déroulement des cycles de la PCR
Les tubes de PCR préparés sont posés dans le thermocycleur programmé au prealable.
Les conditions pour le déroulement des cycles d’amplification par PCR sont présentées dans

le tableau ci-dessous :
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Tableau 5 : La programmation des cycles de la PCR.

Dénaturation

initiale > 4 min
Dénaturation 94 30 sec
Hybridation 61 30 sec
Elongation 72 30 sec

2.2.4. La technique RFLP et I’éléctrophorése sur gel d’agarose

2.2.4.1. La technique RFLP

Principe

La premiére méthode d’analyse de I’échantillon utilisée correspond a 1’étude du
polymorphisme de longueur des fragments de restriction qui porte aussi le nom de RFLP
(Restriction Fragment Long Polymorphism). L’échantillon d’ADN placé dans un microtube

est découpé par de véritables « ciseaux moléculaires » ; les enzymes de restriction.

2.2.4.2. L’éléctrophorése sur gel d’agarose

Principe

La taille des fragments obtenus est analysée grace a la technique d’électrophorése, qui
consiste a faire migrer I’ADN sous I’effet d’un champ électrique dans un gel servant de tamis
moléculaire. Ainsi, les molécules d’ADN chargées négativement a pH basique migrent vers le
pole positif. Les grands fragments se déplacent plus lentement que les petits, car ils sont
davantage freinés dans le gel. La position relative des fragments a 1’arrét du courant est
proportionnelle a leur taille. L’ADN dans le gel est a ce moment invisible ; une étape

supplémentaire est donc nécessaire.
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2.2.4.3. 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 ul de BET (Bromure d’éthidium), ce dernier est un
réactif intercalant qui se fixe entre les bases nucléiques a ’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 ul BBP (Bleu de Bromophénol) qui permet de suivre
le front de migration.
-3 pl de marqueur de taille (PM 100pb)

Les dépdts se font du coté cathode (-). Le systéme soumis a une migration sous un courant
de 120 volts pendant 40 min, cette analyse permet aussi, d’observer si une éventuelle
contamination de I’ADN est survenue au cours de la PCR grace au puits contenant le blanc.

Apres la migration, le gel est soumis aux rayons UV. Les molécules de bromure
d’éthidium fixées aux ADN émettent une lumicre visible et photographiable et permettent de

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

Figure 19 : contréle PCR.

2.2.4.4.Digestion des produits de PCR
Pour cela on met dans chaque tube 1ul de I’enzyme Msp | +1 témoin. L’ ADN est soumis

a une digestion enzymatique clivant la molécule a des endroits précis appelés sites de
restriction.

La mutation T3801C du CYP1Alcrée un site de reconnaissance pour I'enzyme de restriction

Mspl. 5°...C/CGG..3
3°...GGC/C...5’

Figure 20 : Site de restriction de 1’enzyme Mspl.
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Les modifications de I'ADN dans la sequence du site de restriction sont détectées par des
variations du nombre et de la longueur des fragments de restriction obtenus aprés digestion
enzymatique. Les produits de la PCR sont soumis a une digestion enzymatique par Mspl. lls
sont incubés pendant une nuit dans un bain marie a 37 °C, car I’enzyme Mspl peut étre

dénaturé a 65°C pendant 15 minutes.

2.2.4.5. Conditions de migration

e Préparation d’un gel d’agarose

Apres préparation du gel d’agarose (3g d’agarose dans 100 ml de TBE 1 X),
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.

e Dépodt des échantillons

Quand le gel est polymérisé, plonger le systeme (gel + électrodes) dans la cuve
horizontale contenant un volume (450 ml) du tampon Tris Borate EDTA (TBE 1X). Oter le
peigne et deposer délicatement au fond de chaque puits un échantillon ou marqueur. Nous
déposons dans chaque puits du gel 12 a 14 ul du produit digéré et 3 ul de bleu de

Bromophénol.

e Migration
La migration se fait en parall¢le avec des fragments d’ADN appelés marqueurs de taille

(leurs tailles sont connues), a un voltage de 100 volts.

2.2.4.6. Révélation du profil électrophorétique
Le BET fluorescent aux UV s’est fixé sur ’ADN et va permettre de visualiser les
fragments de restriction dans le gel placé sur la table 8 UV. Lorsqu’on obtient une séparation

nette des différents fragments du marqueur le gel est photographié.
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340 pb
140 pb
200 pb

Figure 21 : Profil électro-phorétique de la PCR du T3801C du CYP1ALl.
2.3.  Etude statistique
L’analyse statistique est effectuée de 1’Odds ratio et p-value afin de déterminer
I’existence ou I’absence d’une association significative entre plusieurs facteurs (I’age, le sexe,
le tabagisme, le polymorphisme T3801C du CYP1Al, etc.) et le risque de développer un

cancer CBP.

e L’Odds ratio (Rapport des cotes)
Pour calculer I’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 1’étude est présenté en

colonne et le caractére exposé/non exposé en ligne.

Tableau 6 : Tableau de contingence pour le calcul de 1’odds ratio

Cas o
Témoins (non malades) Total
(malades)
Exposés A B A+B
Non exposés C D C+D
Total A+C B+D A+B+C+D

- OR (ou RC) = (A*D/B*C)
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- Utilise dans les enquétes de cohorte et dans les enquétes de type (cas/témoins)
marquées par impossibilité de mesurer les risques de la maladie chez les sujets
exposés et les non-exposes ; dans ces situations, I'0Odds Ratio va permettre d'estimer le
risque relatif.

Si:
OR=1: pas d’association entre 1’exposition et la maladie.
OR<1.: association négative.

OR>1: association positive.

e p-valeur

La p-value renvoyée par les logiciels statistiques est généralement le risque limite pour
lequel on passe de HO acceptée a HO refusée. Pour un test bilatéral, le 5% de risque est
comme d'habitude le risque de refuser HO alors méme qu'elle est vraie. En général I'intervalle
d'acceptation est au centre, et donc le 5% correspond aux valeurs situées a l'extérieur de
I'intervalle d'acceptation, 2,5% de chaque c6té (puisque I'intervalle est centré).
Si le risque est 5% et que le p-value est supérieur, le test échoue (rejet de HO). On accepte HO
si la p-value est plus faible que 5%.
Sachant que :
HO : hypothése.

Page 38



Résultats et discussions




Partie pratique Résultats et discussions

1. Description statistique des cas-témoins

1.1. Répartition des cas-témoins selon I’age

La repartition des 20 témoins et 15 malades en fonction de leur age se représente comme

suit :
50% 47%
45%
40%
0,
35% 33%
30% . -
25% 20% 20%
20% 15% 155%
15%
10%
0,
>% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
09 L

Moinsde 20-30ans 30-40ans 40-50ans 50-60ans 60-70ans Plus de 70
20 ans ans

[Patient [ITémoins

Figure 22 : Répartition des cas-témoins selon 1’age

Sachant que le témoin le plus jeune a 27 ans, et le témoin le plus agé est de 65 ans,
L’age moyen de la polulation est de 44 ans. On a 15% pour la tranche d’&ge de 20-30 ans et
le méme pourcentage pour la tranche d’age de 30-40 ans, et 20% de nos témoins ont un age
entre 40 et 50 ans, chaqu’une des tranches d’age plus de 60 ans et de 50-60 ans ont le méme
pourcentage 25% . En ce qui concerne la tranche d’age moins de 20 ans on n’a pas pris des

échantillons.

L’age moyen de la population malade est 62 ans, la repartition des patients selon les
tranches d’age montre que les personnes agées entre 50 et 60 ans sont les plus touchées par le
cancer bronchique avec un pourcentage de 47%, suivie d’une fréquence de 33% pour la
tranche d’age 60-70ans et en ce qui concerne les cas agés de plus de 70 ans leurs fréquence
est de 20%. Ce résultat se rapproche des résultats de 1’étude rétrospective menée du 1* janvier
2013 au 31 juillet 2014par R. Noureddine au service de pneumologie de Rouiba (d&ge moyen
d’apparition du CBP est 64 ans) [129].
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1.2. Répartition des cas-témoins selon le sexe

80%
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Témoins Patients
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Figure 23 : Répartition des cas-témoins selon le sexe.

En ce qui concerne la répartition des témoins selon leur sexe, on a 65% des témoins
représentant le sexe masculin, et 35 % de la population représentant le sexe féminin. D’aprés
les résultats, le sexe masculin de la population malade posséde un pourcentage élevé de 80%
correspondant a 12 cas, et le sexe féminin posséde un pourcentage de 20% correspondant a 3
cas. Nous constatons de cette enquéte que les hommes sont les plus touchés par le cancer
broncho-pulmonaire contrairement aux femmes. Nos constatations sont confirmées par Amine
ARFAOUI, et al. Indiquant que le sexe masculin est le plus touché par le CBP avec un
pourcentage de 88.5% et 11.5% pour le sexe féminin, dans leur étude épidémiologique sur le

cancer broncho-pulmonaire au Maroc [130].

Cependant, 1’étude effectuée par Engelandau Norvege montre que I’apparition du cancer
broncho-pulmonaire est plus éleve chez les femmes que chez les hommes, quel que soit le

niveau de tabagisme [131].
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1.3. Répartition des cas-témoins selon le statut tabagique
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Figure 24 : Répartition des cas-témoins selon le statut tabagique.

Nous notons, que les sujets fumeurs dans la population témoin sont exclusivement de sexe
masculin avec un pourcentage de 55%. Le nombre de fumeurs parmi les malades ayant un
cancer bronchique est trés élevé par rapport au nombre des personnes qui ne fument pas, avec

87% pour les fumeurs et 13% pour les non-fumeurs. Pour les deux sexes confondus.

Nous trouvons que le tabac est un facteur de risque du cancer broncho-pulmonaire, Le
risque de cancer bronchique est 20 fois plus élevé chez les fumeurs que chez les non-fumeurs
d’aprés S. Kouadi [132]. Les resultats de A. Taytard montrent qu'il y a un lien direct entre la
quantité totale de tabac fumé et le risque de décés par cancer du poumon ; ce risque est
essentiellement lié a la consommation de cigarettes et que Le pronostic des non-fumeurs

atteints de cancer bronchique est moins mauvais que celui des fumeurs [133].
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1.4. Répartition des malades selon la consommation d’alcool

Non alcoolique @ Alcoolique

Figure 25 : Répartition des malades selon la consommation alcoolique

L’enquéte a été réalisée dans un pays musulman ou la consommation d’alcool est
interdite. Nous trouvons que 93% des malades atteints de cancer bronchique ne sont pas
consommateurs d’alcool. Il n'existe aucune preuve que l'alcool a un impact direct sur le risque
de cancer du poumon [134]. Les résultats de notre étude sont confirmés par L’équipe du Dr
Siu (Kaiser Permanente, Oakland, Californie) Selon une étude présentée au congrées CHEST
qui se tient a Honolulu (Hawai), une forte consommation d’alcool favoriserait la survenue
d’un cancer du poumon. Mais Dr Siun’a pas été observé de relation entre une consommation
modérée d’alcool et le cancer bronchique [135]. Le rapport de I'INCa (I'Institut National du
Cancer) affirme que méme la consommation de faibles quantités d'alcool est associée a une
augmentation du risque de cancer en général, les études montrent qu’un risque n'existe que si
la consommation quotidienne dépasse 3 verres par jour. En dessous de ce niveau, l'alcool

n'aurait d'effet ni chez I'nomme, ni chez la femme [136].
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1.5. Répartition des malades selon les antécédents familiaux

6%

1er degré
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Figure 26 : Répartition des malades selon les antécédents familiaux

53.33% des patients représentent des antécédents familiaux, 46.66 % parmi eux possedent
un antécédent familial de 1% degré (meére, sceur, frére et fils) et 6.66% possédent un
antécédent familial de 2°™ degré (cousin). Les patients qui ne possédent aucun antécédent

familial sont d’une fréquence de 46.66 %.

Nos résultats sont confirmés par plusieurs études telles que, L’étude de 1’Environment
And Genetics in Lung cancer Etiology (EAGLE) qui a été menée entre 2002 et 2005 en ltalie,
Cette étude montrait qu’il y avait une association significative entre le risque de cancer
bronchique et une histoire familiale de cancer bronchique [137]. Dans 1’étude japonaise de

Nitadori, une histoire familiale de cancer bronchique augmente le risque [138].

Dans une étude cas-témoins, Gorlova montre qu’il existe un risque augmenté de cancer
bronchique chez les parents de patients non-fumeurs atteints de cancer bronchique, en

particulier chez les patients de moins de 60 ans [139].
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1.6. Répartition des malades selon le type histologique

OADK OCE

33%

Figure 27 : Répartition des malades selon le type histologique.

En ce qui concerne la répartition des malades selon le type histologique on trouve environ
de 67% (10 patients) des malades ont un adénocarcinome ce type histologique de cancer
bronchique observé chez les non-fumeurs et les femmes. Une fréquence de 33% pour les
patients qui ont un carcinome épidermoide, ce dernier est fortement liée au tabac et répandu

chez les hommes.

Selon I'étude KBP-2000-CPHG, menée en France en 20001’augmentation des
adénocarcinomes sont les principales modifications épidémiologiques observées depuis

quinze ans [140].
1.7. Répartition des cas-témoins selon les fréquences genotypiques et alléliques

Tableau 7 : Le calcul de I’OR et de la p-valeur

Nb OR p-valeur

CC+TCvsTT 5 0.44<2.83<19.70 0.207

I1 est impossible de réaliser le test quand le total d’une colonne
TT+TCvs CC 11

ou d’une ligne vaut zéro.
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Figure 28 : Répartition des cas-témoins selon les fréquences génotypique et alléliques.

Apres la digestion du produit d’amplification du géne CYPIAl par I’enzyme de

restriction Mspl, nous obtenons un profil électrophorétique sous forme des bandes comme
suit :

Le type homozygote sauvage T/T correspond a une seule bande, le type hétérozygote T/C
correspond a trois bandes et le type homozygote muté C/C est représenté par deux bandes.
La répartition des fréquences alléliques du T3801C du CYPI1AI, indique que I’all¢le T est
dominant dans les deux populations avec une fréquence allélique de 92.5% chez les témoins
et une fréquence allélique de 80% chez les patients et 1’allele C retrouvé chez les témoins

avec une fréquence allélique de 7,5% et une fréquence allélique de 20% chez les patients.

La distribution des fréquences génotypiques du polymorphisme T3801C du CYP1Al
montre que le génotype sauvage (TT) est le plus fréquent dans les deux populations (patients
et témoins), avec une fréquence génotypique de 66.66% dans la population malade et une

fréquence génotypique de 85% dans la population saine. Ainsi, le génotype hétérozygote (TC)
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a été retrouve chez les patients avec une fréquence génotypique de 25.66% et chez les témoins
avec une fréquence génotypique de 15%. Par ailleurs,aucun génotype muté (CC) n’a été
identifié chez les témoins. Cependant, une seule personne posséde un génotype muté (CC), ce

qui correspond a 6.66 % dans la population malade.

Le calcul de I’OR et la valeur P suggerent que le polymorphisme T3801C du CYP1A1l ne

semble pas a étre un facteur de risque dans le développement d’un CBP (tableau 12).

Nos résultats sont en accord avec plusieurs études :

Une étude qui montre que le risque pour les sujets avec le génotype variant (homozygote
sauvage TT et hétérozygote TC) était presque deux fois plus élevé pour des durées plus
longues par rapport aux sujets avec l'allele de référence (homozygote muté CC).
L'interprétation de cette observation n'est pas simple et contraste apparemment avec le
manque d'effet global du génotype variant chez les fumeurs. Cependant, il est possible que les
sujets avec le génotype variant soient plus sensibles a une exposition prolongée aux

constituants de la fumée du tabac [141].

Une autre étude de risque du polymorphisme CYP1AL Mspl et GSTM 1 pour développer
un cancer bronchique, les résultats de cette étude suggerent un rble possible des
polymorphismes CYP1ALl lle462Val dans la carcinogenése pulmonaire chez les non-fumeurs,
en particulier en association avec le génotype nul GSTM 1. Il est peu probable qu'un seul
polymorphisme génétique soit completement responsable de la variabilité individuelle de la

susceptibilité du cancer du poumon par I'héte [142].

Une autre étude montre qu’aucune association n'a été observée entre le risque de cancer
bronchique et les polymorphismes dans CYP1A1l Mspl ou CYP1B1 Leu432Val pour les

Caucasiens ou les Afro-Américains [143].

Cependant, plusieurs autres études divergent avec nos résultats comme 1’étude réalisée
en Espagne indiquant que les polymorphismes CYP1A1 contribuent a augmenter la sensibilité
au cancer du poumon dans une zone avec un taux d'incidence élevé inhabituel, la distribution
des alléles de la variante CYP1AL était différente de celle décrite pour les autres populations
caucasiennes, avec CYP1A1*2A montrant une fréquence exceptionnellement élevée (p
<0,01). L'allele CYP1A1*2B (portant les mutations Mspl et lle462Val) était fortement

associé a un risque élevé de cancer du poumon (OR = 4,59, p <0,01) [144].
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D’autres études ont montré que le génotype CYP1A1l ml (CC) était significativement
associé a une susceptibilité au cancer du poumon avec un risque de 2,3 fois [145]. Dans 46
études publiées dans des populations chinoises, nous avons constaté une association entre le

variant CYP1AL1 et les génotypes nuls de GSTML1 et un risque accru de cancer bronchique

[146].
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Conclusion

Notre étude statistique de type cas-témoins, a été effectuée sur une population malade
de 15 patients et une population témoin en bonne santé apparente composée de 20 témoins, a
permis I’identification de certains facteurs de risque en association avec la tumorogenése
broncho-pulmonaire. Parmi les facteurs identifiés a travers cette étude nous pouvons citer : le
tabagisme comme premier facteur de risque, l’agrégation familiale des cancers, la
consommation d’alcool ainsi que 1’age.

D’autre part, les résultats de la présente étude ont indiqué que le carcinome
épidermoide est le type histologique le plus répandu avec un pourcentage de ...

A travers cette étude nous avons essayé également de vérifier d’éventuelles
corrélations entre le variant CYP1A1 T3801C, le génotypage des deux populations et les tests
statistiques réalisés ont permis de conclure que ce polymorphisme ne semble pas étre un
facteur de risque dans la survenue du CBP.

Néanmoins, le faible effectif des populations étudiées ne permet pas vraiment de
conclure.

Perspectives :

- L’¢élargissement de la population d’étude pour avoir des résultats statistiquement
significatifs.
- Explorer d’autres polymorphismes génétiques des autres genes codant des enzymes de

détoxification de la phase I et 1.
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Annexe 1.

Classification TNM de Mountain de 1997

T = Tumeur primitive :

Tx = Tumeur prouvée par la présence de cellules malignes dans 1’expectoration ou les
sécretions broncho -pulmonaires sans que la lésion soit elle-méme visible par imagerie ou
bronchoscopie ou tumeur qui ne peut étre évaluée.

TIS = Carcinome in situ.
TO = Pas de signe de tumeur primitive.

T1 = Tumeur < 3 cm dans sa plus grande dimension, entourée par le poumon ou la plévre
viscérale et sans signe endoscopique d’envahissement au-dela de la bronche lobaire.

T2 = Tumeur avec 1’un des caractéres de taille ou d’extension suivants : > 3 ¢cm dans sa plus
grande dimension, envahissement de la bronche principale a 2 cm ou plus de la carene,
envahissement de la plevre viscérale, association d’un trouble ventilatoire qui s’étend a la
région hilaire sans intéresser le poumon entier.

T3 = Tumeur de toute taille avec extension directe aux structures adjacentes telles que la
paroi thoracique, le diaphragme, le péricarde, la plevre médiastinale, ou tumeur a moins de 2
cm de la caréne en bronchoscopie mais sans envahissement de la caréne, ou association a un
trouble de ventilation du poumon entier. La paralysie diaphragmatique est un T3.

T4 = Tumeur quelle gue soit sa taille, qui envahit I’une des structures suivantes : mediastin,
cceur, gros vaisseaux, trachée, cesophage, corps vertébral, caréne, tumeur avec pleurésie ou
péricardite maligne, ou nodule tumoral dans le méme lobe. Le nodule dans un lobe différent
est un équivalent de métastase. La paralysie récurrentielle gauche est un T4.

N = Adénopathies régionales :

NX = Absence des conditions minimales requises pour classer les ganglions lymphatiques
régionaux.

NO = Pas de signe d’envahissement des ganglions régionaux.

N1 = Signes d’envahissement des ganglions péribronchiques et/ou hilaires homolatéraux y
compris par une extension directe de la tumeur primitive.

N2 = Signes d’envahissement des ganglions lymphatiques médiastinaux homolatéraux ou
sous-carénaires.

N3 = Signes d’envahissement des ganglions lymphatiques mediastinaux hilaires
controlatéraux et/ou des ganglions scaléniques ou sus-claviculaires.

M = Métastases a distance:

MX = Renseignements insuffisants pour classer les métastases a distance.
MO = Pas de métastase.
M1 = Présence de métastases.



Classification en stades:

Stade 0 = Carcinome in situ

Stade IA = TINOMO

Stade IB = T2NOMO

Stade 1A = TIN1IMO

Stade 1B = T2N1MO et T3NOMO

Stade I11A = T3N1IMO et T1-3N2MO
Stade 111B = T1-4N30MO et T4ANO-3MO
Stade IV = T1-4N0-3M1



Annexe 2.

Fiche de recrutement

des tsmolns
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Annexe 3.

Ouestionnalre

LService ;
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Annexe 4.

Les contaminants de la PCR.

inhibiteur Concentration
inhibitrice
SDS > 0,005%
Phénol > 0,2%
Ethanol > 1%
Isopropanol > 1%
Acétate de sodium >5mM
Chlorure de sodium > 25 mM
EDTA >0,5mM
Hémoglobine > 1 mg/ml
Héparine > 0,15 i.m/ml
Urée > 20 mM
Mélange de réactifs > 15%




Résumé




Résumé

Le cancer broncho-pulmonaire est la cause la plus fréquente de déces dans

le monde.

Notre étude est menée sur 20 témoins ages entre 27 et 65 ans et 15 malades
atteints le cancer broncho-pulmonaire ageés entre 54 et 72 ans, elle est centrée sur
la relation entre les facteurs de risques génétiques ; le variant ml du géne

CYP1AL et le risque de développer cette pathologie.
En utilisant la technique PCR/RFLP pour identifier cette relation.

Le tabagisme est constate comme un facteur de risque aussi que les

antécédents familiaux (hérédité).

Sur le plan histologique, notre étude montre que le type histologique

adénocarcinome est le plus fréquent que le carcinome épidermoide.

L'analyse des résultats du génotype indique qu'il n’existe aucune association

entre le polymorphisme CYP1AL et le risque de cancer du poumon.

Mots clefs: cancer broncho-pulmonaire, facteur de risque, technique
PCR/RFLP, carcinome épidermoide, adénocarcinome, polymorphisme,
CYP1AL.



Summary

Lung cancer is the most frequent cause of death in the world.

Our study is conducted on 20 witnesses aged between 27 and 65 years old
and 15 patients have lung cancer aged between 54 and 72 years old, it is
centered on the relationship between genetic risk factor and the variant m1 of
the gene CYP1A1 and the risk of developing this pathology.

The PCR/RFLP technique used to identify this relationship.
Smoking is seen as risk factor as well as family backgrounds (heredity).

There are two types of cancer, squamous cell carcinoma and the most
frequent one adenocarcinoma.

The analysis of genotype results indicates the absence of association
between the polymorphism CYP1AL1 and risk of lung cancer.

Keywords: lung cancer, risk factor, PCR/RFLP technique, squamous cell
carcinoma, adenocarcinoma, polymorphism, CYP1AL.
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Résumé

Le cancer broncho-pulmonaire est la cause la plus fréquente de décés dans le monde.

Notre étude est menée sur 20 témoins agés entre 27 et 65 ans et 15 malades atteints le cancer
broncho-pulmonaire agés entre 54 et 72 ans, elle est centrée sur la relation entre les facteurs de
risques génétiques ; le variant m1 du gene CYP1AL1 et le risque de développer cette pathologie.
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