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ACE : Antigene Carcino Embryonnaire.
Acétyl-CoA : Acétylcoenzyme A.

ADN : Acide désoxyribonucléique.

AJCC: I’American Joint Committee on Cancer.
AKT: Ak transforming = PKB: Protein Kinase B.
ARN: Acide Ribonucléique.

B
BRCAL: Géne du cancer du sein 1 (BReast CAncer 1 gene).
BRCAZ2 : Gene du cancer du sein 2 (BReast CAncer 2 gene).

C

CBF1: C-repeat-binding factor 1.

CDK: Cyclin-dependent kinases.

CDK N2A: Cyclin-dependent kinase 2A inhibitor.

CHUC : Centre Hospitalier Universitaire Benbadis de Constantine.
C-Myc : Myelocytomatosis.

CP : Cancer du pancréas.

COX-2: Cyclooxygenase-2.

CRBt : Centre nationale de Recherche en Biotechnologie.

D

DCC: Deleted in Colon Cancer.

ddNTP : di-désoxyribo-Nucléotide Tri-Phosphates.
Dhh: Desert Hedgehog.

DNMT: DNA methyltransferases.

dNTP : Désoxyribo-Nucléotide Tri-Phosphates.
DO : Densité Optique.

DPC 4: Deleted in Pancreatic Cancer locus 4.

E

EDTA : Acide Ethyléne Diamine Tétracétique.
EGF: Epidermal Growth Factor

EGFR: Epidermal Growth Factor Receptor.
EMT: Epithelial-mesenchymal transition.

F
FGF: Fibroblast growth factor.

G

GAT: Acide Aspartique.

GDP: Guanosine Diphosphate.
GTP: Guanosine TrihPosphate.
GGT: Glycine.

GTT: Valine.



H

HER2: Human Epidermal Growth Factor Receptor 2.
HGF: Hepatocyte growth factor.

Hh: Hedgehog.

HIF: Hypoxia-inducible factor.

|

IGF1R: Insulin-like Growth Factor.
IGFR I: Insulin-like Growth Factor I.

Ihh: Indian hedgehog.

IRM: Imagerie par Résonance Magnétique.

K
kDa: Kilodalton.
KRAS: Kirsten rat sarcoma viral oncogene homologTP53: Tumor protein 53.

M

MCNs: Les cystadénomes mucineux.
MMP9: Métalloprotéases de la matrice 9.
mTOR: Mammalian target of rapamycin.
miRNA: Micro acide ribonucléique.
MUC1: Mucine 1.

N

NacCl: Chlorure de Sodium.

NATS: N- Acétyltransférases.

NAT1: N-Acétyltransférase 1.

NAT2: N-Acétyltransférase 2.

NEM: Néoplasie Endocrinienne Multiple.
NF-kB: Nuclear factor kappa B.

NICD: Domaine intracellulaire de Notch.

O
OMS: Organisation Mondiale de Santé.
OR: Odds Ratio.

P

P16: Protéine 16 KDa.

P21: Protéine 21 KDa.

P27: Protéine 21 KDa.

P53: Protéine 53 KDa

PanIN: Pancreatic Intraepithelial Neoplasia.

Pb: Paires de base.

PCR: Polymerase Chain Reaction : amplification en chaine par polymérase.
PDAC: Pancreatic ductal adenocarcinoma.

PDGF: Platelet-derived growth factor.

P-ERK: Phosphorylated extracellular signal-related kinase.
P-gp: Permeability glycoprotein.

PI3K: Phosphoinositide tri-phosphate 3 kinase.



PTCH: Patched.

S

SDS : Sodium Dodécyl Sulfate.

SEER: Etats d'examen des statistiques sur le cancer.

Shh: Sonic hedgehog.

SMO: Smoothened.

Smad4: Mothers against decapentaplegic homolog 4.

Snail: Répresseur transcriptionnelle de la famille des escargots 1.
SNP: Single Nucleotide Polymorphism.

T
TBE1X : Tampon Tris-Borate-EDTA.

TEM: Transition épithélio-mésenchymateuse.

TGFp: transforming growth factor f.

TGF: Transforming growth factors.

TIPMP : Tumeurs intra-canalaires papillaires et mucineuses du pancréas.
TNM: (classification) Tumor, Node, Metastasis : tumeur, ganglion, métastases.
TP53: Tumor protein 53.

U
UV: Ultra-Violet.

V
VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor.

z
Zeb-1: Zinc finger E-box-binding homeobox
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Introduction

Le cancer est un processus physiopathologique qui peut affecter n'importe quelle partie
de l'organisme (Hammoudi, 2014). Au cours de ce processus, les cellules cancéreuses
acquierent ou perdent des caractéristiques spécifiques qui favorisent leur invasivité, leur
prolifération et leur résistance aux traitements (Bray et al., 2018). Initialement, le cancer se
développe a partir d'une cellule normale qui subit une transformation et une multiplication
chaotique, conduisant a la formation d'une tumeur maligne. (Siegel et al., 2016).

C'est une maladie qui constitue un probléme de santé publique majeur, avec plus de 18 millions

de nouveaux cas et 9,6 millions de décés dans le monde en 2018. (Bray et al., 2018).

Les cancers de l'appareil digestif représentent environ 20% de tous les cancers
diagnostiqués chaque année dans le monde. Ce sont des maladies relativement fréquentes et

sont associees a un mauvais pronostic en raison du diagnostic tardif.

En Algérie, les cancers du tube digestif représentent environ 30% de tous les cas de cancer.
Chez les hommes, ils se classent au troisieme rang, apres les cancers du poumon et de la
prostate, tandis que chez les femmes, ils se situent juste derriére le cancer du sein.

(Organisation mondiale de la sante,2012).

En oncologie digestive, le cancer du pancréas est considéré comme l'un des cancers les
plus agressifs et constitue la septiéme cause de déces dans le monde (Ducreux et al., 2019). Ce
type de cancer se caractérise par une prolifération maligne des cellules pancréatiques et peut
affecter a la fois les cellules endocrines et exocrines du pancréas, en fonction des types de

cellules touchées par la maladie (Siegel et al., 2021).

Le carcinome pancréatique exocrine, également appelé adénocarcinome canalaire pancréatique, est
la forme la plus courante de cancer du pancréas, représentant environ 90 % des tumeurs
malignes de cette région (Bray et al., 2018). Il s'agit d'une maladie agressive caractérisée par
une croissance rapide des cellules cancéreuses dans les canaux pancréatiques.
Malheureusement, il présente un pronostic tres défavorable avec un taux de survie global
relativement faible. Les 10 % restants des tumeurs pancréatiques sont constitués de divers types
histologiques moins fréquents. Parmi eux, on retrouve des tumeurs rares telles que le
cystadénocarcinome,et les tumeurs neuroendocrines . (Siegel et al.,2021).

Effectivement, plusieurs facteurs sont associés a l'incidence et a la prévalence élevée du
cancer du pancréas. Parmi ces facteurs, on retrouve I'age, le sexe, I'obésité, le tabagisme, les

antécedents familiaux, etc. (Gheorghe et al., 2022).
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La chirurgie est considérée comme le seul traitement curatif potentiel pour le cancer du
pancréas, suivie de la chimiothérapie adjuvante et néoadjuvante, de la radiothérapie et de la

thérapie ciblée.

Le développement de I'adénocarcinome pancréatique est influencé par des facteurs
genétiques et environnementaux. Environ 90% des cas de cancer du pancréas sont sporadiques,
ce qui signifie qu'ils ne sont pas directement liés a des facteurs héréditaires. Cependant, environ
10% des cas sont considérés comme héréditaires, ce qui implique des mutations génétiques
héritées des parents. Ainsi, la prédisposition génétique joue un réle important dans le risque de
cancer du pancréas via des mutations génétiques connues pour provoquer des cancers
héréditaires ou des pancréatites héréditaires, de plus, des variants génétiques ont été identifiés

via des associations au niveau du génome (étude GWAS) (Amundadottir et al., 2009).

En ce qui concerne les altérations génétiques spécifiques dans les tumeurs pancréatiques, les
mutations dans le géne KRAS sont extrémement fréquentes, étant présentes dans environ 95%
des cas d'adénocarcinome pancréatique. De plus, les mutations dans le géne suppresseur de
tumeur TP53 sont également fréquentes, étant retrouvées dans 50% a 75% des cas. Ces
altérations génétiques contribuent a la transformation des cellules normales en cellules

cancéreuses et a la progression de la maladie.

Dans notre étude nous avons choisi de travailler sur les génes NAT2 et ACE et leurs

associations avec le cancer du pancréas.

Dans ce contexte, notre travail visait a mener une étude cas-témoin chez des patients
atteints de cancer du pancréas en réalisant des analyses génétiques et statistiques de plusieurs
polymorphismes impliqués dans I’apparition et le développement de la pathologie. Il est a noter
que ce type de cancer est encore peu investigué au niveau moléculaire en Algérie. Apres une

recherche bibliographique rigoureuse, nous nous sommes fixés les objectifs suivants :

- L’exploration moléculaire des différents SNPs du géne N-acétyltransférase de type Il
(NAT2) dans notre échantillon par séquencage ;

- Le génotypage du polymorphisme rs4646994 de I’antigéne carcino embryonnaire
(ACE) par PCR directe ;

- Etudier l'interaction éventuelle entre les différents polymorphismes génétiques et les
facteurs de risque environnementaux connus pour ces cancers, tels que le tabagisme,

I'obésite, I'age, etc.
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1. Origine embryonnaire du pancréas

Le pancréas resulte de la fusion de deux bourgeons endodermiques naissant de la future
région duodénale de I’intestin primitif ; Entre le 26°™ et 29 ™ jour, le bourgeon dorsal est le
premier a se développer dans le mésogastre postérieur. Il donnera la partie supérieure de la téte,
I’isthme, le corps, la queue du pancréas et le systeme canalaire pancréatique de ces régions. Le
bourgeon ventral se développe un peu plus tard a partir de la portion distale du cholédoque. Il
donnera la partie inférieure de la téte, le crochet et la partie initiale du canal de Wirsung (Rou-
viere, 1970).

Au cours de la 5°™ semaine du développement embryonnaire, I’ébauche hépatique se
développe et les rotations de I’intestin antérieur et moyen attirent le bourgeon pancréatique
ventral qui migre sous et en arriére du bourgeon dorsal (Parent, 2012). Ces deux phénoménes
de rotation permettent par la suite a la 6 *™ semaine la fusion des canaux pancréatiques, par la
conduite du pancréas ventral a un abouchement commun avec le cholédoque dans I’ampoule
hépatopancréatique pour constituer la portion céphalique du canal pancréatique principal
(Benabied, 2016).

Les deux ébauches ventrale et dorsale s’accolent et fusionnent pour donner le pancréas

définitif au cours de la 7 *™ semaine (Parent, 2012). (Figure 1).
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Figure 1 : Embryogenése du pancréas (Exobiologie info).
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2. Anatomie du pancréas

Le pancréas est un organe abdominal profond situé en arriére de 1’estomac (Marie
Lafitte, 2012), se trouve a la hauteur des premiére et deuxieme vertébres lombaires, en contact

direct avec I’intestin, et s’étend transversalement, sous les cotes, entre le foie a droite et la rate

a gauche (Beaugerie & Sokol, 2014).

C’est une glande allongée de droite a gauche et aplatie d’avant en arriére, d’environ 12
- 15 cm de long. Il atteint au niveau de la téte sa plus grande hauteur, de 6 a 7 cm, et sa plus
grande épaisseur, qui varie entre 2 et 3 cm. Le pancréas pése 60-80 g (BOMMAS et al., 2008),
il a une forme tres irréguliere qui a pu cependant étre comparée a celle d’un revolver, d’un
crochet ou d’un marteau. C’est un organe de couleur blanc rosé, Il est de consistance ferme,

mais est particulierement friable et fragile (Beaugerie & Sokol, 2014).

Cet organe est divisé en 4 parties (Figure 2) :
-Latéte : la partie la plus large, autour de laquelle s'entoure la forme en C du duodénum ;
«Isthme ou col : la section courte et étroite visible entre deux échancrures : la téte et le corps ;
«Corps principal : généralement rectangulaire, situé en avant du rachis lombaire ;

+Queue : avec extrémité effilée en contact avec la rate, et de forme variable.

Conduit chalédague
(en provenance du foie)

Conduit pancréatigue

accessoire -
(de Santorini)
Ampoula
hépatopancréatique Conduit
(de Vater) pancréatique
Fapille duodénale principale
majeure au niveau (de Wirsung)
de la muqueuse ]
duodénale |
Téte Col Corps Queue

Figure 2 : Anatomie du pancréas (BESSAGUET & DESMOULIERE, 2021).

La téte et le corps du pancréas sont séparés pendant la vie feetale et ne sont rejoints par
I'isthme que peu de temps avant la naissance (Monat, 2016).
Le pancréas possede également deux canaux excréteurs : I’un principal est le canal de Wirsung,

’autre accessoire est le canal de Santorin (Figure 3).
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» Canal de Wirsung : Ce canal perfore la glande d’une extrémité a une autre. il nait dans
la queue et traverse le corps et l'isthme ou il s’infléchit en bas, a droite et en arricre,
traverse la téte du pancréas, ensuite la paroi duodénale ou il est relié au canal cholédoque
-qui est au-dessus de lui- dans I'ampoule de Vater (hépatopancréas), qui méne a travers
le sphincter d'Oddi jusqu'a la paroi interne de la deuxiéme partie du duodénum
(Beaugerie & Sokol, 2014).

Le canal augmente de calibre de son origine vers la téte du pancréas ou il atteint 3 a 4
mm de diametre, mais il se rétrécit fortement a son abouchement dans le duodénum

(Traoré, 2009).

» Canal de Santorin : Il prend naissance au niveau du coude du canal pancréatique
principal et passe horizontalement a travers la partie supérieure de la téte vers la paroi
interne de la deuxieme partie du duodénum suivant un trajet courbe, concave en bas. Il
s'anastomose généralement avec le canal principal et draine la partie supérieure de la

téte en formant des affluents (Beaugerie & Sokol, 2014).

Son calibre augmente progressivement de droite & gauche ; il peut encore étre
indépendant du canal de Wirsung, dont le territoire est alors localisé a la téte du pancreas

(Traoré, 2009).

Conduit cholédocue

Gauche

Conduit pancréaticjue
(principal) (de Wirsung)

Conduil pancréaticqque accessoire
cle Santorini)

Figure 3 : Canaux excréteurs du pancréas.

3. Physiologie du pancréas
Le pancréas est une glande amphicrine hétérotypique, aux fonctions endocrine et exocrine :
La fonction endocrine est assurée par les cellules endocrines qui sont groupées en Tlots de Lan-

gerhans, ces derniers, dispersés au sein du parenchyme pancréatique représentent 1 a 2% de la
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masse pancreatique, et ils sont distingués suite a I’hormone qu’ils secrétent ; Insuline, Gluca-
gon, Somatostatine ou Polypeptide pancréatique (Traoré, 2009).

La fonction exocrine, quant a elle, est assurée par les cellules exocrines qui sont groupées en
amas sous forme d’acini, et est caractérisée par la sécrétion du suc pancréatique déclenchée par
I'arrivée du chyme acide gastrique dans le duodénum (Traoré, 2009).

Ce suc, indispensable a la digestion contient :

> Lesions bicarbonate, qui neutralisent I'acidité du chyme, le liquide de

I'estomac qui contient notamment les aliments prédigérés ;

» Zymogene digestif et trypsinogene, qui peut digérer les lipides, les glucides et

les protéines (Vincelles, 2020).
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1. Cancer du pancréas

La terminologie "cancer primitif du pancréas™ est utilisée pour décrire une tumeur maligne
dont l'origine est une cellule pancréatique. En réalité, ce terme regroupe un grand nombre de
tumeurs présentant des comportements et des pronostics variés, mais qui peuvent étre separées
en deux groupes bien distincts : les rares tumeurs issues des Tlots de Langerhans, c'est-a-dire du
tissu pancréatique endocrine (principalement les insulinomes et les glucagonomes), et le groupe
des cancers issus du pancréas non endocrine, c'est-a-dire exocrine. Au sein de ce second groupe,
I'adénocarcinome canalaire est de loin le plus fréquent, représentant a lui seul plus de 80% de
I'ensemble des cancers pancréatiques. Sa particularité repose sur son caractere silencieux
responsable d’un diagnostic tardif. Et malgré les progrés constants des techniques d’imagerie
diagnostiques et la prise en charge médico-chirurgicale qui reste le seul traitement
potentiellement curatif, celui-ci ne s’adresse qu’a une faible proportion de patients ; en effet,
seul 20% des patients présentant un adénocarcinome pancréatique sont effectivement
résécables.
L’adénocarcinome pancréatique est principalement observé aprés 40 ans, surtout chez les
hommes, et est considéré comme une cause majeure de décés par cancer dans le monde,
notamment dans les pays industrialisés. 1l est classé parmi les types de cancer les plus courants

dans le monde et constitue I'une des formes les plus graves de cancers digestifs.

2. Epidéemiologie
2.1. Dans le monde
Le cancer du pancréas est le 13 ®™ cancer, par ordre de fréquence dans le monde, et est
la septiéme cause de mortalité par cancer.
En 2020, selon les statistiques mondiales du Globocan sur le cancer, l'incidence et la mortalité
du cancer du pancréas étaient de 495 773 NC et 466 003 déces respectivement. Les déces
représentent environ 94,2 % des nouveaux cas, et c’est le seul cancer dont le ratio

incidence/mortalité est de 98% (Bray et al, 2018). (Figure 4).
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Figure 4 : Taux d'incidence/ mortalité estimés pour le cancer du pancréas dans le monde en
2020. (Globocan, 2020).

2.2. En Afrique

L'incidence et la mortalité du cancer du pancréas en Afrique en 2018 étaient respectivement
de 16 059 et 15 458 cas, et ces chiffres devraient atteindre 18 327 et 17744 en 2040, avec des
taux de croissance de 114,1 % et 114,8 %, qui sont les plus élevés au monde (Rawla et al.,
2019).

2.3. En Algérie

Selon le registre des tumeurs d'Alger, le cancer du pancréas est I'un des cancers digestifs les
plus fréquents en Algérie, son incidence a augmenté de facon significative ces deux derniéres

décennies, Il est passe de 1,6 en 1983 a 7,4 pour 100 000 habitants en 2014 (Figure 5).
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Figure 5 : Nombre de cas incidents annuel entre 1983 et 2014.
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e En 2015, le taux d'incidence du cancer du pancréas chez les hommes était de 5,6 pour
100 000 habitants et de 4 pour 100 000 chez les femmes (Registre des tumeurs d'Alger,
2015).

e EN2016, le taux d'incidence du cancer du pancréas chez les hommes était de 5 pour 100
000 habitants (Registre des tumeurs d'Alger, 2016).

e ENn 2017, le taux d'incidence du cancer du pancréas chez les hommes était de 5,6 pour
100 000 habitants (Registre des tumeurs d'Alger, 2017).

e En 2018, le taux d'incidence du cancer du pancréas chez les hommes était de 6,7 pour
100 000 habitants (Registre des tumeurs d'Alger, 2018).

e ENn 2019, le taux d'incidence du cancer du pancréas chez les hommes était de 6,8 pour
100 000 habitants (Registre des tumeurs d'Alger, 2019).

Ainsi, ce cancer est plus fréquent chez les hommes que chez les femmes.

3. Type des tumeurs du pancreéas
Le cancer du pancréas est une pathologie plut6t rare, il se regroupe en deux grandes classes :
3.1. Cancer pancréatique exocrine
Il s'agit de la classe la plus fréquente, représentant environ 85 % de tous les cas de cancer
du pancréas (Sumbly et Landry, 2022). Il comprend plusieurs types, parmi lesquels le plus
courant, répandu et sévere est appelé "adénocarcinome canalaire pancréatique (PDAC)" par

rapport aux autres types (Sexton et al., 2022). Ces types sont résumés dans 1’annexe 1.

3.2. Cancer pancréatique endocrine

Il s'agit de la catégorie la moins fréquente, estimée a 15 % des cas (Sumbly et Landry,
2022). Cette classe produit et sécrete des quantités inappropriées d'hormones ou de médiateurs
responsables des effets cliniques (Billard, 2018). Ces sécrétions proviennent des glandes
endocrines (hypophyse, parathyroide, surrénale, etc.), du tissu endocrinien inséré dans les
organes glandulaires (thyroide, pancréas, etc.) et des cellules disséminées dans le parenchyme
externe (tube digestif ou respiratoire). Les tumeurs endocrines peuvent étre bénignes ou
malignes. A l'exception des métastases multiples, leur traitement est chirurgical (Petrov et

Basina, 2021). Elle comprend plusieurs types (Annexe 1).

4. Classification du cancer du pancréas
Il existe différents systemes de classification permettant de déterminer la progression de la

tumeur, parmi eux : la classification TNM et OMS.
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4.1. La classification TNM
La plus souvent utilisée est la classification internationale appelée "Tumor-Node-
Metastasis” (TNM). Cette classification permet de déterminer le stade du cancer (Annexe 2):
T : désigne la taille et le développement de la tumeur par rapport aux vaisseaux sanguins
proches du pancreas.
N : indique l'atteinte ou non, par des cellules cancéreuses, des ganglions lymphatiques situés a
proximité du pancréas.

M : exprime la présence ou non de métastases dans d'autres parties du corps (André &
Hamel, 2014 ; Mevel, 2022).

Il existe quatre stades différents. Les stades | et Il correspondent aux cancers limités au
pancréas et/ou ayant atteint peu de ganglions lymphatiques proches. Le stade Il correspond
aux cancers qui peuvent avoir atteint des vaisseaux sanguins importants proches du pancréas
et/ou plusieurs ganglions lymphatiques. Le stade IV correspond aux cancers qui présentent des

métastases a distance (Tableau 1).

Tableau 1 : Stades TNM du cancer du pancréas (American Joint Committee on Cancer) (El
Amrani, 2019).

Stade IA T1 NO MO
Stade IB T2 NO MO
Stade 1A T3 NO MO
Stade 11B T1-T3 N1 MO
Stade 111 TX T4 N2 MO MO
NX
Stade IV TX NX M1
(Ne peut étre défini) (Ne peut étre défini)

4.2. La classification OMS

La classification OMS 2010 des tumeurs neuroendocrines gastro-entéro-pancréatiques
repose sur deux éléments : le statut de différenciation morphologique et les capacités
prolifératives.

Le statut de différenciation morphologique est analysé par I'examen histologique. 11 existe

seulement deux statuts possibles : bien différencié ou peu différencié.

Les capacités prolifératives sont définies par deux parameétres : l'index mitotique

(correspondant au nombre de mitoses comptées dans une surface de 2 mm?) et

o
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I'index Ki-67 (exprimé comme le pourcentage de cellules positives comptées dans les zones

de plus forte densité de cellules immuno-réactives).

La classification OMS 2010 comprend quatre classes principales :

Les tumeurs neuroendocrines G1 : ce sont des tumeurs de morphologie bien
différenciée et de faibles capacités prolifératives (index mitotique < 2 et index Ki-67 <
2 %).

Les tumeurs neuroendocrines G2 : désignent des tumeurs de morphologie bien
différenciée et de capacités prolifératives intermédiaires (index mitotique compris entre
2 et 20 et/ou index Ki-67 compris entre 3 et 20 %).

Les carcinomes neuroendocrines : regroupent I'ensemble des tumeurs de morphologie peu
différenciée. Deux types morphologiques sont identifiés : le type a petites cellules et le
type a grandes cellules. Les capacités prolifératives des carcinomes neuroendocrines
sont presque toujours augmentées et correspondent a un grade G3, défini par un index
mitotique > 20 et/ou un index Ki-67 > 20 %. Il est important de souligner que la
morphologie peu différenciée est le seul critére nécessaire au diagnostic de carcinome
neuroendocrine, et le grade G3 n'est pas clairement requis.

Les tumeurs mixtes : intégrent un contingent neuroendocrine et un contingent non
neuroendocrine. Dans la classification OMS 2010, cette expression utilisée pour
désigner ces lésions est celle de carcinomes mixtes adéno-neuroendocrines. L'acronyme
MANEC (mixed adeno-neuroendocrine carcinoma) est largement utilisé, y compris en

France.

La classification OMS 2017 a introduit des modifications par rapport a celle de 2010,

notamment I'introduction d'une autre classe de tumeurs bien différenciées, les tumeurs
neuroendocrines G3, en plus des deux classes déja existantes.

D'autres modifications comprennent le seuil utilisé pour distinguer les tumeurs
neuroendocrines G1 et G2, ainsi que la terminologie proposée pour désigner les tumeurs

mixtes associant un contingent neuroendocrine et un contingent non-neuroendocrine.

Les tumeurs neuroendocrines G3 se référent a des tumeurs de morphologie également bien

différenciée mais dont les capacités prolifératives sont augmentées, correspondant a un grade

G3 (un index mitotique > 20 et/ou un index Ki-67 > 20 %).

Les modifications introduites par la classification OMS 2017 par rapport a celle de 2010 sont

résumées dans I’annexe 2.
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5. Facteurs de risque
Les causes de I’apparition d’un cancer du pancréas ne sont pas encore claires, mais d’apres

I’étude de I’université Johns Hopkins a Baltimore aux Etats-Unis, reposant sur un modéle
mathématique, 77 % des causes du cancer du pancréas proviendraient d’erreurs de copies de
I’ADN lors de la division cellulaire qui sont purement aléatoires, 18 % de facteurs
environnementaux et 5 % de I’hérédité (génes a la naissance) (Gruffat, 2022).

Concernant les facteurs de risque, il y en a certains qui peuvent favoriser le développement du

cancer du pancréas, mais il arrive que ce dernier se développe chez des personnes qui ne

présentent aucun des facteurs de risque.

5.1. Facteurs de risque non modifiables

511 L’age
Le risque augmente avec l'age, le pic le plus élevé se situant entre 60 et 80 ans. D'aprés la

Surveillance, Epidemiology, and End Results (SEER), le cancer du pancréas touche

majoritairement les personnes agées de plus de 50 ans (Yuan et al., 2022)

51.2. Lesexe

A I'échelle mondiale, le cancer du pancréas est plus fréquent chez les hommes que chez les
femmes, en raison du tabagisme, de I’alcool, etc., ainsi que de la vie professionnelle (Bray et
al., 2018).

51.3. Le groupe sanguin

Certaines études ont identifié une association entre le cancer du pancréas et le groupe
sanguin ABO. L'association a été évaluée dans deux grandes études prospectives qui ont montre un
risque accru de cancer du pancréas chez les individus des groupes sanguins A, B et AB par

rapport a ceux du groupe O.

514. L’origine ethnique
Le risque de cancer du pancréas est significativement plus élevé chez les Noirs que dans

tout autre groupe ethnique (Huang et al., 2019)

5.15. Diabete

La résection de la tumeur chez certains patients atteints d'un cancer du pancréas et d'une
résistance périphérigue a l'insuline a amélioré le métabolisme du glucose, ce qui prouve qu'une
altération du métabolisme glucidique pourrait étre une conséquence de la tumeur (Qureshi et

al., 2022). Certaines études ont également montre que les médicaments antidiabétiques oraux

.

ou l'utilisation d'insuline sont associés a un risque réduit de cancer du pancréas (Huang et al.,
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2020 ; Qureshi et al., 2022). Ainsi, on peut constater que les personnes atteintes de diabéte

sont plus susceptibles de développer un cancer du pancréas que les personnes non diabétiques.

516. Lagénétique
C'est-a-dire les syndromes liés a ce cancer causés par la mutation de certains genes, tels que
BRCA2, BRCA1, KRAS et PRSS1.

5.2. Les facteurs modifiables

521 Tabac

Le tabagisme double le risque de développer un cancer du pancréas et peut accélérer son
apparition. Il est responsable de 20 a 30 % des cas de celui-ci (Pandol et al., 2012 ; Llach et
al., 2020).
Selon le Centre international de recherche sur le cancer, le risque de cancer du pancréas
augmente avec la durée de la consommation et le nombre de cigarettes fumées par jour
(Rawlaet al., 2019).
Les fumeurs ont évidemment un risque 70 fois plus élevé que les non-fumeurs d'encourir un
cancer du pancréas, et certaines etudes ont prouvé que le risque de développer un cancer du
pancréas par les personnes ayant arrété de fumer depuis au moins 15 ans était similaire a celui
observé chez les personnes n'ayant jamais fumé (Anttila & Boffetta, 2020).
L'age moyen d'apparition du cancer est inférieur de 10 ans chez les fumeurs (environ 60 ans)
par rapport aux non-fumeurs (environ 70 ans).

Le tabagisme passif (résultant de I'inhalation involontaire de fumée de cigarette par un

non-fumeur) peut augmenter de 50 % le risque de cancer du pancréas (Rawla et al., 2019).

52.2. L'alcool

La consommation pourrait étre responsable de 5 % des cancers pancréatiques, car elle
peut accélérer la multiplication tumorale en augmentant la pancréatite chronique (Setiawan et
al., 2017).

52.3. L'obésité
L'obésité est également souvent associée a une résistance a I'insuline (Xu et al., 2018), ce
qui provoque I'hyperglycémie. Cela peut améliorer la disponibilité des nutriments pour les
cellules cancéreuses et ainsi augmenter le risque de cancer du pancréas (Hu et al., 2021).
L'obésité a un age plus avancé (30-79 ans) est associée a un risque accru de nombreux

types de cancer, y compris le cancer du pancréas (Sahlstrom et al., 2022).
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524. L'alimentation

Les régimes alimentaires riches en viande et produits d'origine animale peuvent
augmenter le risque de cancer, en particulier la viande rouge. Certaines études ont montré
qu'une consommation accrue de viande rouge augmente le risque de développer un cancer du
pancréas d'environ 48 %. En revanche, les régimes riches en fruits, Iégumes et autres aliments
a base de plantes peuvent réduire le risque de cancer du pancréas (Rawla et al., 2019 ; Tsai
& Chang, 2019).

525. L'inactivité physique
Selon la société canadienne du cancer, Des études suggérent que les personnes qui font
régulierement de l'activité physique pourraient étre moins susceptibles d'étre atteintes du

cancer du pancréas.

6. Symptdmes, diagnostic et traitements

6.1. Symptdmes

Le cancer du pancréas évolue de maniére insidieuse : les symptdmes d'alerte sont peu
spécifiques et apparaissent le plus souvent tardivement, lorsqu'il y a des métastases. Pour cette
raison, seule une minorité des cas peut étre exploitée (entre 10 et 20%).
Le patient présente les symptdmes suivants :

e Une perte de poids ou d'appétit.

e Une fatigue inexpliquée.

e Destroubles de la digestion.

e Une faiblesse générale.

e Unictere (jaunisse) souvent accompagné d'urines foncées (en raison de I'accumulation

de bilirubine).

e Des démangeaisons (prurit).

e Des diarrhées.

e Des cedémes au niveau des membres inférieurs.

e Un changement dans les selles avec une apparence brunatre ou graisseuse.

e Des douleurs abdominales qui se propagent le long du dos ou sous les c6tes, parfois
intenses, car la région pancréatique est trés innervée.

e Le cancer du pancréas peut également étre révélé par I'apparition ou le déséquilibre d'un

diabéte.
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e Plus rarement, il peut étre associé a une pancréatite aigué, un syndrome d'occlusion
élevée ou une hemorragie digestive elevée.
Cependant, tous ces symptdmes ne sont pas nécessairement indicatifs de la présence ou du

développement d'un cancer du pancréas (Mevel, 2022).

6.2. Diagnostic

D’aprés la ligue contre le cancer, la présence de symptomes pouvant indiquer la présence
d'un cancer du pancréas, le gastro-entérologue demande au patient de subir des tests de
diagnostic, notamment :

e Un examen physique.

e Des examens de laboratoire (sanguins, d'urine, de selles).

e Une échographie.

e Un scanner.

e Une imagerie par résonance magnétique (IRM).

e Une écho-endoscopie.

e Une tomographie par emission de positons (TEP).

6.3. Traitement

6.3.1. Lachirurgie

L'intervention chirurgicale consiste a enlever la partie du pancréas ou la tumeur s'est
développée. Le type de chirurgie varie en fonction de la localisation de la tumeur dans le
pancréas. C'est le seul traitement potentiellement curatif, mais la plupart des patients
consultent a un stade avancé de la maladie et ne sont pas en mesure de béneficier de ce
traitement. La résection compléte de la tumeur dépend de sa taille, de sa localisation et de la
condition générale du patient (age, présence d'autres pathologies). Il s'agit d'une opération
lourde qui ne peut pas étre proposée a tous les patients (Amahroq, 2021 ; Diener et al.,
2021). Cependant, la valeur de la chirurgie de résection est toujours contestée pour les
tumeurs de moins de 2 a 3 cm, car il y a souvent de petites lésions et les taux de récidive sont

élevés apres la résection (Cobianchi & Dal Mas, 2022).

6.3.2. Lachimiothérapie
Il s'agit du traitement de référence et de la méthode la plus ancienne pour traiter différents
cancers du pancréas (Liu et al., 2022), que les patients aient été opérés ou non (Groupe

servier, 2022). Il existe 3 types de chimiothérapie:
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e Lachimiothérapie néo-adjuvante : dans certains cas, elle peut étre administrée avant
la chirurgie afin de réduire la taille de la tumeur pour la rendre opérable (Groupe
servier, 2022).

e La chimiothérapie adjuvante : elle peut étre administrée aprés une intervention
chirurgicale dans le but d'éliminer les cellules cancéreuses résiduelles et ainsi prévenir
les rechutes (Ouafaa, 2021 ; Liu et al., 2022).

e Lachimiothérapie palliative : elle peut étre administrée lorsque le cancer est avancé
et que la tumeur ne peut pas étre retirée. Son objectif est de ralentir voire d'arréter la
progression de la maladie, de diminuer la douleur et d'améliorer la qualité de vie
(Ouafaa, 2021 ; Liu et al., 2022).

6.3.3. Laradiothérapie

Il s'agit d'un traitement utilisant des rayonnements pour détruire les cellules cancéreuses

(Zhou et al., 2022). Elle peut étre utilisée en combinaison avec la chimiothérapie lorsque la
tumeur est localement avancée mais non opérable, ou pour traiter les métastases osseuses
souvent douloureuses (Groupe servier, 2022). Le principe de ce traitement est que le
rayonnement & haute énergie endommage le matériel génétiqgue (ARN, ADN) des cellules, ce
qui empéche leur capacité a se diviser et a se reproduire davantage (Amini et al., 2022). Environ 50
% de tous les patients atteints de cancer recoivent une radiothérapie au cours de leur maladie. Elle

contribue a 40 % du traitement curatif du cancer (Zhou et al., 2022).

6.34. Lathérapieciblée

La thérapie ciblée est un type de pharmacothérapie qui vise spécifiquement les cellules
cancéreuses pour bloguer leur multiplication tumorale (Huang, 2021), en ciblant les anomalies
moléculaires spécifiques de la tumeur qui ne sont pas présentes dans les tissus sains. Cette
thérapie permet d'améliorer l'efficacité thérapeutique en entrainant moins d'effets indésirables
sur les tissus sains par rapport a la chimiothérapie conventionnelle. De nombreuses études ont
cherché a améliorer les médicaments qui ciblent les protéines ou qui ciblent indirectement en
aval des voies de signalisation de plusieurs génes importants tels que KRAS, CDKN2A, TP53 et
SMADA4, qui ont été identifiés comme des génes clés dans le cancer du pancréas (Huang, 2021;
Smith et al., 2021). Cependant, le cancer du pancréas présente une faible immunogénicité
(faible charge mutationnelle et faible taux de lymphocytes infiltrants), ce qui explique pourquoi
la thérapie ciblée a peu d'efficacité sur I'adénocarcinome pancréatique. Ellepeut néanmoins étre

utilisée en synergie avec une chimiothérapie (Schizas et al., 2020).

D
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1. Lésions précancereuses et carcinogenese

La carcinogenese est un ensemble de phénomeénes qui transforment les cellules normales en
cellules cancéreuses. La formation de tumeurs malignes est le résultat d'un processus en
plusieurs étapes qui conduit a la prolifération incontr6lée de cellules tumorales a potentiel
agressif. Le cancer du pancréas se développe principalement a partir des cellules excréto-
canalaires, qui présentent un phénotype glandulaire avec des structures canalaires présentant
divers degrés d'atypie et de différenciation cellulaires. Celles-ci s'infiltrent dans les tissus qui
les entourent et sont associées a une reponse fibreuse et inflammatoire tres intense appelée
desmoplasie. Le phénotype canalaire des cellules cancéreuses du pancréas indique que la
prolifération anarchique des cellules canalaires est la cause du cancer du pancréas. Ainsi, le
cancer du pancréas est souvent associé a des Iésions dysplasiques du canal pancréatique.
Ces lésions comprennent principalement les néoplasies pancréatiques intraépithéliales (PanIN)
(pancreatic intraepithelial neoplasia), rarement les néoplasmes intracanalaires papillaires et

mucineux (IPMNSs) et les cystadénomes mucineux (MCNs) (Hruban et al., 2008) (Figure 6).
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canalmres canchrbosst

5

I
Krinn
15
4

"/ VEGE. EGF

Invasion,

: angiogenase,
—~— croissance et
‘ division illimitées i

Figure 6 : Mécanismes cellulaires et moléculaires de la carcinogenése pancréatique.
(Belhabib et al., 2019).

e Les néoplasies pancréatiques intraépithéliales (PanIN): ce sont des lésions
intraépithéliales dysplasiques des petits canaux pancréatiques, non invasives, qui ne
dépassent pas la membrane basale et qui mesurent moins d'un centimétre a I'échelle

microscopique. Elles se trouvent le plus souvent dans les canaux pancréatiques au
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niveau de la téte du pancréas, et la frequence d'apparition de ces lésions augmente
significativement avec I'age des individus (Age moyen 62,5 ans).
Ces lésions sont caractérisées par des anomalies cytologiques et architecturales qui permettent
de les classer en :

o Les PanlINs de bas grade, représentés par le PanIN-1 (subdivisé en type A et B) et/ou
le PanIN-2 : ce sont des lésions plates ou papillaires avec des noyaux essentiellement
situés au p6le basal des cellules, présentant des atypies cytologiques légéres a modérées.

e Les PanINs de haut grade : PanIN-3 : ce sont généralement des lésions papillaires
présentant une perte de polarité, une stratification irréguliere, des atypies cytologiques
séveres et parfois des mitoses et de la nécrose intraluminale. (Hruban et al., 2004,
Basturk et al., 2015).

e Les tumeurs intracanalaires papillaires et mucineuses pancréatiques (IPMNSs) sont des
tumeurs épithéliales de type papillaire sécrétant du mucus, se développant a proximité
immédiate des PanINs.

e Les cystadénomes mucineux (MCNSs) sont des lésions papillaires macrokystiques
secrétant des mucines (Huguet et al., 2011).

Plusieurs eétudes ont montré que les PanINs, les IPMNs et les adénocarcinomes présentent
des altérations génétiques communes (des mutations activatrices des oncogénes dans les stades
précoces comme K-RAS, et des mutations inactivatrices des génes suppresseurs de tumeurs dans les
stades avancés comme SMAD4) jusqu'au stade de carcinome in situ, qui produisent ensuite
différents facteurs de croissance (VEGF, EGF, etc.) facilitant I'invasion des tissus (Murtaugh
& Leach, 2007). (Figure 7).

Lésions prénéoplasiques

Canaux PaniIN-1A et 1B PanIN-2 PanIN-3 Cancer
normaux

Modifications

s Tn0 e

Mutations
génétiques

Kras 35 % 75 % 75 a 95 %
CDKNZ2A 30 % 80 % 80 % 80 %
DpPC4 — —_ 34 % 55 %
TP53 — — 12 % 70 %

Figure 7 : Fréquences des principales altérations géniques au sein des lésions précancéreuses
pancréatiques humaines. (Bournet et al., 2013).
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2. Prédisposition génétique

Plusieurs facteurs génétiques héréditaires ont été identifiés comme des causes possibles du
cancer du pancréas. Bien que 90 % des cas de cancer du pancréas surviennent chez des
personnes qui ne sont pas porteuses d'une mutation génétique a haut risque, appelée cancer du
pancréas sporadique, un faible pourcentage, soit environ 10 % des cas, est associé a des
syndromes héréditaires ou au cancer du pancreas familial (Ohmoto et al., 2019). Cela inclut les
regroupements familiaux et les syndromes génétiques a risque élevé, tels que la pancréatite
héréditaire, les syndromes génétiques héréditaires et les antécédents familiaux de cancer du
pancréas. La plupart des études ont identifié ces familles comme celles ou un parent au premier
degre (parent, frére, sceur ou enfant) a recu un diagnostic de cancer du pancréas (Huang et al.,
2020).

Le cancer du pancréas est un cancer agressif qui résiste aux traitements anticancéreux. Sa
résistance est principalement expliquée par I'activation constitutive de voies de signalisation
(activation d'oncogenes et inactivation de genes suppresseurs de tumeur) responsables de la
survie cellulaire, ainsi que par la surexpression de mucines a la surface cellulaire et la présence
de cellules souches.

Le développement, la multiplication et la capacité métastatique des cancers du pancréas sont

influencés par de nombreuses altérations genétiques et épigénétiques (Jones et al., 2008).

2.1. Les altérations génétiques

Une étude transcriptomique portant sur 24 adénocarcinomes pancréatiques a permis de
mettre en évidence environ 63 altérations genétiques par tumeur, essentiellement des
mutations ponctuelles (Jones et al., 2008). Ainsi, 12 voies de signalisation ou mécanismes
cellulaires sont altérés dans 67 a 100 % de ces tumeurs ; les mutations les plus répandues sont
des mutations pour les génes KRAS, TP53, CDKN2A (p16 ou INK4A) et Smad4 (DPC4).
(Figure 8).
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Figure 8 : VVoies de signalisation et mécanismes cellulaires génétiquement altérés
dans la majorité des cancers du pancréas (Jones et al., 2008).

2.1.1. L'activation des oncogénes

e K-RAS

Les mutations des genes de la famille RAS sont impliquées dans environ un tiers des
tumeurs, y compris le cancer du pancréas, et le gene K-RAS est le plus actif de cette famille.
C'est un proto-oncogene situé sur le bras court du chromosome 12 (12p12) qui code pour une
petite protéine cytoplasmique de 21 kDa composée de 118 acides aminés (Pages et al., 1998).
Il joue un role essentiel dans la transmission des signaux de croissance a partir de récepteurs
membranaires cellulaires, ce qui influence la production et la régulation des protéines
nucléaires. Il est actif lorsqu'il est lié a la guanosine triphosphate (GTP), mais inactif lorsqu'il
est lié a la guanosine diphosphate (GDP) (Escobar-Hoyos et al., 2020). Ce proto-oncogene est
converti en oncogene activé par des mutations ponctuelles qui se produisent au niveau des exons
1 et 2, principalement au niveau du codon 12 (mutation de loin la plus fréquente au niveaude la
premiere ou deuxieme base), et plus rarement au niveau des codons 13, 19, 59 et 61. Une
mutation sur ce géne confere un gain de prolifération non contrdlée a la cellule cancéreuse
pancréatique, qui acquiert ainsi un pouvoir oncogénique amplifié, et est également impliquée
dans la survie cellulaire et I'angiogenese (Karmakar et al., 2019). Les formes mutées les plus
répandues du codon 12 sont GAT (acide aspartique) et GTT (valine), transformées a partir de
leur forme sauvage GGT (glycine). Pour le codon 13, une glycine est transformée

majoritairement en acide aspartique (GAT). Cette mutation est retrouvée dans 95 % des

E
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adenocarcinomes pancréatiques. Elle est également présente a une fréquence moindre dans le
cancer du cblon (35 a 43 % des tumeurs), puis le cancer du poumon (20 a 30 %). La mutation
est beaucoup moins fréquente au cours des cancers des voies biliaires (cholangiocarcinome), de
I'endometre, de I'ovaire, de I'estomac, de 1'cesophage et de la thyroide (Barbara Bournet etal.,
2013).

e AKT2

Le géne AKT2 code pour une protéine kinase appartenant a la sous-famille AKT des
serine/thréonine kinases qui contiennent des domaines de type SH2 (Src homology 2-like).
Cette protéine est capable de phosphoryler plusieurs autres protéines. AKT2 est un oncogéne
candidat dans le cancer du pancréas humain. Ce géne est amplifié et surexprimé jusqu'a 20 %
dans I'adénocarcinome pancréatique et les lignées cellulaires. AKT2 est un effecteur en aval de
la kinase PI3 et peut étre activé par le facteur de croissance épidermique (Epidermal Growth
Factor (EGF)), le facteur de croissance dérivé des plaquettes (Platelet-Derived Growth Factor
(PDGF)) et le facteur de croissance de fibroblaste de base (Fibroblast Growth Factor (FGF)).
Tous ces facteurs sont surexprimés dans le carcinome pancréatique (Lohret Friess, 1996).
Dernierement, la signalisation AKT a été liée a I'expression du récepteur du facteur de
croissance de l'insuline (Insulin-like Growth Factor | (IGFR 1)), ce qui favorise I'invasion des

cellules cancéreuses du pancréas.

e C-Myc

C'est un oncogene situé sur le chromosome 8, impliqué dans plusieurs cancers comme le cancer
du pancréas, le carcinome hépatocellulaire et le cancer du sein. 1l se trouve en aval de KRAS et
sa surexpression se trouve dans 43,5 % des cancers primaires du pancréas. Quand il est stabilisé,
il peut reprogrammer l'expression des genes clés impliqués dans le métabolisme, la
différenciation, I'apoptose et la prolifération des cellules cancéreuses (Moein, 2001). Ce géne
code pour un facteur de transcription qui régule 15 % de tous les génes humains. Il régule
I'expression des genes en se liant a des séquences Enhancer Box et en recrutant des enzymes
capables d'acétyler les lysines des histones, soit de limiter la transcription des génes cibles. Ses
différentes fonctions dépendent des protéines avec lesquelles il forme un complexe (LUscher,
2001).
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2.1.2. L'inactivation des génes suppresseurs de tumeurs

e P53
C'est un gene suppresseur de tumeur situé en position 17913 (Delpu et al., 2011), il code

pour une phosphoprotéine nucléaire de 53 kDa et de 393 acides aminés. Il est connu pour étre
le gardien du génome jouant un r6le fondamental dans la régulation du cycle cellulaire. Le gene
P53 est activé a I'état physiologique lors d'altérations génétiques. Il permet d'arréter le cycle
cellulaire en phase G1/S et permet ainsi de laisser le temps de réparer le dommage a 'ADN
(Dahmani et al., 2013). Il inhibe I'initiation de la tumeur en provoquant la transcription de la
kinase cycline p21, qui entraine I'arrét du cycle cellulaire et I'apoptose des cellules anormales
ou endommagées. La mutation TP53 ou la perte p53 peut induire le déclenchement de la tumeur
et la croissance tumorale (Ma et al., 2022). Lorsqu'il présente des mutations, il est impliqué
dans plus de 50 % des cancers, parmi eux le cancer du pancréas (Zhang et al., 2020). De fagon
plus précise, il apparait dans les stades avancés des PanINs (Pancreatic Intraepithelial

Neoplasia).

e Smad4/DPC4

Ce géne est situé sur le chromosome 18 en position q21.1 (McCarthy et Chetty, 2018),
non loin du géne "Deleted in Colon Cancer" ou DCC (Moustakas et al., 2001). Le géne DPC4
signifie Deleted in Pancreatic Cancer locus 4, il agit comme un géne suppresseur de tumeur
(McCarthy et Chetty, 2018) et fait partie d'une famille de protéines de transductions de signal
qui sont phosphorylées et activées par les récepteurs transmembranaires sérine-thréonine kinase
en réponse a la signalisation béta transformante (TGF-p) (Kasuga et al., 2022), qui intervient
dans plusieurs mecanismes cellulaires, notamment l'arrét du cycle cellulaire ainsi que la mort
cellulaire par apoptose. L'inactivation de ce géne est reconnue dans le cancer du pancréas
(VINCENT, D. 2012), qui se caractérise par une délétion de ce locus dans presque 50 % des
cas. Il est retrouvé inactivé dans 50 % des PDAC (Delpu et al., 2011) et entraine une hyper-
prolifération cellulaire qui contribue a la progression tumorale. De plus, la perte de DPC4,
comme TP53, survient dans les stades avancés de PanlINs, suggérant son rble dans la
progression tumorale (VINCENT, D. 2012, McCarthy et Chetty, 2018).

e CDKNZ2A/P16

Il est connu sous le nom d'inhibiteur de la kinase cycline 2A (Nam Q. Bui, 2019). C'est un
gene suppresseur de tumeur qui code pour pl6/MTSL1. Il est situé chez I'hnomme sur le
chromosome 9p21.3 (Pfeifer, H. et al., 2018 ; Shi et al., 2022).

La protéine p16 joue un rdéle fonctionnel dans le cycle cellulaire et la sénescence en régulant
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les complexes cycline-dépendants kinases (CDK) 4/6 et cycline D. La perte de fonction de

CDKN2A est observée dans un certain nombre de types de cancer différents, notamment dans
95% des cas de cancer du pancréas (Shi et al., 2022). La majorité des cas résultent d'inactivations
par délétions homozygotes, suivies de mutations inactivantes moins courantes et d'une

hypermethylation du promoteur (Nam Q. Bui, 2019).

e BRCA2

Il s'agit d'un géne suppresseur de tumeur localisé sur le chromosome 13g12. Il code pour
une protéine nécessaire pour assurer la maintenance de la stabilité génomique en régulant les
processus de réparation de I'ADN.
La mutation héréditaire de ce gene est souvent associée au cancer familial des ovaires et du
sein, mais elle augmente significativement le risque de développer un cancer pancréatique
(environ 6% des cas de ce cancer sont dus a des mutations germinales des génes BRCA) (Golian et
al., 2020).

Les mutations acquises de BRCA2 augmentent également le risque de cancer dupancréas
sporadique a un age identique. Il est inactivé dans environ 7% a 10% des cas (récemment, son
inactivation a été démontrée dans une lésion canalaire). La mutation de BRCA2 se produirait
donc tardivement au cours de la progression néoplasique du pancréas (Vincent, 2012). De plus, elle
entraine l'accumulation d'aberrations chromosomiques qui favorisent la progression des

tumeurs du pancréeas (Venkitaraman et al., 2002).

2.1.3. Lesvoies de signalisation
Le processus dynamique qui associe des modifications phénotypiques et
morphologiques permettant a la cellule tumorale d'acquérir des capacités de migration et
d'invasion est appelé la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT). Elle joue un réle
fondamental dans I'accélération de la progression tumorale du cancer du pancréas. L'induction
de facteurs de transcription, notamment Snail 1 et 2, Zeb-1 et 2, E12, E-47 et Twist, est
I'événement majeur de signalisation qui induit I'EMT (ElI Amrani, 2019).
Dans la progression tumorale, la transition épithélio-mésenchymateuse est dirigée par
un réseau multipartite de voies de signalisation :
e Voie de signalisation Notch
La signalisation par la voie Notch joue un rdle important dans la différenciation tissulaire
et la mort cellulaire. Actuellement, quatre récepteurs Notch et cing ligands Notch (Delta-like 1,

3, 4, et Jagged-1 et 2) ont été identifiés.
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L'activation de la signalisation Notch se produit lorsque la protéine Notch se lie & un récepteur
sur la cellule adjacente. L'enzyme Notch est clivée dans une cascade de clivages protéolytiques
par les metalloprotéases, le facteur de nécrose tumorale alpha-transformant les enzymes et y-
secretase. Le complexe gamma-sécrétase libére un fragment actif du domaine intracellulaire
Notch (NICD).

Ce fragment (NICD) est transmis au noyau puis se lie au facteur de transcription CSL (CBF1,
Suppressor of Hairless et Lag-1). Le complexe CSL-NICD agit en tant que coactivateur qui
recrute un autre complexe coactivateur comprenant p300 et d'autres coactivateurs, entrainant
l'activation de génes cibles Notch qui sont essentiels dans la régulation de la croissance
cellulaire, la prolifération, I'angiogenése et I'apoptose (par exemple, Cycline D1, COX-2, Akt,
MMP9, ERK, VEGF, c-Myc, mTOR, NF-kB, p53, p27 et p21), comme dans d'autres tumeurs
malignes solides et hématologiques. La voie Notch régule directement Slug et Snail,
déclenchant la transition épithélium-mésenchyme. Le knockdown de Notch-2 ou de midkine
(une cible en aval de Notch-2) induit une inhibition de 'EMT dans les cellules cancéreuses du

pancréas (Javadrashid et al., 2021) (Figure 9).
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Figure 9 : Implication de Notch dans ’EMT et ses principaux inducteurs (Wang et al.,
2010).

e Lavoie Hedgehog
Cette voie de signalisation fait partie de plusieurs processus physiologiques tels que la

différenciation cellulaire, la régénération et la maintenance des cellules souches (Beachy,
2004). La famille Hedgehog (Hh) se compose de 3 membres (Sonic hedgehog (Shh), Indian
hedgehog (lhh) et Desert Hedgehog (Dhh)) qui se fixent sur 2 récepteurs
transmembranaires: Patched (PTCH) et Smoothened (SMO) (Liu et al., 2015). La fixation
du Hh sur le récepteur PTCH permettra de lever I'inhibition sur SMO qui active les facteurs

de transcription pour le zinc doigt GLI (Glioma-associated oncogene homolog). Ils
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permettent la transcription des génes cibles impliqués dans la TEM (ElI Amrani, 2019)

(Figure 10).

Figure 10 : Voie de S|gnallsat|on Hedgehog (Hruban 2008).

e Voie designalisation du TGF

Dans plusieurs tumeurs, y compris le cancer du pancréas, le TGF-B est I'un des principaux
facteurs inducteurs d'EMT. Lorsque le TGF-p se fixe sur un récepteur de type II, il assure la
transactivation du TRI (récepteur de type I) dans la signalisation canonique du TGF-B. TRI (une
serine/thréonine kinase) phosphoryle SMAD2, et les 3 suivants forment un complexe avec
SMADA4, avec une translocation au noyau régulant la transcription des genes cibles. En ce qui
concerne l'induction de 'EMT médiée par le TGF-p, l'activation transcriptionnelle de Snail,
Zeb-1, Slug et Twist semble étre importante. Le TGF-B peut également fonctionner via une voie
non canonique, une voie indépendante du SMAD, qui nécessite PI3K, ERK/MAPK, p38, RhoA,
JNK et d'autres voies de signalisation dans le PDAC (Javadrashid et al., 2021) (Figurell).
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2.2. Les altérations épigénétiques
En plus de I'apparition de mutations génétiques, la carcinogenése pancréatique est le résultat

de changements épigénétiques impliqués dans le développement et I'évolution de la tumeur.

22.1. La méthylation de I'’ADN

Il s'agit de l'ajout de groupements meéthyl sur des cytosines a des sites spécifiques par les
ADN méthyltransférases (DNMT) qui sont fréquemment localisées prés des sites de
transcription des genes (Susanto et al., 2015; Missiaglia et al., 2005). La carcinogenese
pancréatique implique des processus d'hypométhylation qui activent certains oncogenes et
I'hnyperméthylation des promoteurs de génes suppresseurs de tumeurs conduisant a leur
inactivation. Le gene le plus touché par le cancer pancréatique est le géne INK4A, tandis que

les autres génes généralement ne montrent pas d'extinction épigénétique (Lafitte, 2012).

2.2.2. Lamodification des histones

La modification des histones est I'un des mécanismes de régulation épigénétique les
plus importants, complexes et cruciaux dans le cancer du pancréas. La modification des
histones affecte la structure de la chromatine, la transcription et le processus de réparation de
I'ADN. Elle participe a la régulation de I'architecture chromatinienne et de la régulation de
loci spécifiques en recrutant des facteurs de transcription spécifiques aux cellules et en
interagissant avec les facteurs d'initiation et d'allongement. Elle régule également le processus
de transcription en influengant le traitement de 'ARN. En termes de régulation de la structure
de la chromatine, la modification des histones affecte la structure de la chromatine d'ordre

supérieur en modifiant les interactions des histones avec I'ADN et/ou en recrutant
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indirectement des complexes de remodelage de la chromatine. Les modifications des histones
incluent l'acétylation, la méthylation, la phosphorylation et l'ubiquitination. La méthylation
des histones joue un role essentiel dans le développement du cancer du pancréas (Xing-Yu et
al., 2021).

2.2.3. Les microARN

Les microARNs (miRNA) sont de petits ARN non codants composés de 18 a 24
nucléotides, qui sont impliqués dans la stabilité et la régulation de la traduction des ARNm
cibles. lls jouent également un réle important dans la différenciation cellulaire, la prolifération,
I'apoptose et participent également a la tumorigenése. La synthese des miRNA est provoquée
par la production de longs transcrits appelés pri-miRNA (miRNA primaires), qui sont clivés
dans le noyau pour donner une structure en téte d'épingle plus courte appelée pré-miRNA. Ce
pré-miRNA est exporté vers le cytoplasme et clivé par I'enzyme Dicer, qui hydrolyse la
structure en boucle, ce qui permet la maturation du pré-miRNA en miRNA « pré-miRNA » en
« miIRNA mature ». Le miRNA mature est associé au complexe inhibiteur RISC et il est guidé
vers une séquence sur 'ARNm lui étant partiellement complémentaire. Cette association
conduit & la répression de la traduction de I'ARNm cible (SZAFRANSKA, 2007).

2.3. Autres altérations
23.1. Raccourcissement des télomeres

La dynamique des télomeéres joue un r6le central dans l'instabilité chromosomique
observée dans de nombreux cancers. Par exemple, dans le pancréas, les os, la prostate, la vessie,
les poumons, les reins, la téte et le cou (MASER & DEPINHO, 2002). La fonction principale
des télomeéres est de conserver les séquences terminales d'ADN des chromosomes et d'empécher
la fusion aberrante entre les chromosomes. La télomérase, qui est une ribonucléoprotéine,
assure I'élongation des télomeres chromosomiques en ajoutant des hexameres TTAGGG, qui
sont progressivement perdus a chaque division cellulaire. Le raccourcissement des télomeres
est un événement précoce dans l'apparition du néoplasie pancréatique. La diminution de
I'activité de la télomérase et le raccourcissement transitoire des chromosomes ont conduit a des
réarrangements chromosomiques majeurs par des cycles de cassures/fusion/pont, ce qui

conduit, a terme, a l'initiation du cancer pendant les néoplasies précoces (Koorstra, 2008).

2.3.2. L'angiogenese
Lorsqu'une cellule normale devient cancéreuse, ses besoins en nutriments et en oxygéne

augmentent de maniére importante, ce qui entraine l'angiogenese.
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L’angiogenése est la formation de nouveaux capillaires sanguins a partir de vaisseaux
préexistants. Elle est essentielle pour fournir les facteurs, les nutriments et I'oxygéne nécessaires
a la croissance d'une tumeur solide.

Le resultat de cette hypoxie est I'expression de facteurs de croissance inductibles par I'hypoxie
(HIF) et la stimulation des facteurs pro-angiogéniques tels que le VEGF (Vascular Endothelial
Growth Factor), le PDGF (Platelet Derived Growth Factor), I'HGF (Hepatocyte GrowthFactor),
ainsi que les FGF (Fibroblast Growth Factor) et leurs récepteurs. Des études ont également mis
en évidence une surexpression du VEGF et de son récepteur dans les lignées cancéreuses du

pancréas humain (Davenne, 2008).

3.  Geénes d’étude

3.1. Les N-acétyltransférases

Les arylamine N-acétyltransférases (NAT) sont une famille d'enzymes qui participent a la
phase Il du métabolisme xénobiotique (Mohammadi et al., 2021 ; Hein et al., 2022). Deux
genes NAT (NAT1 et NAT2) ont été identifiés chez I'hnomme (Hickman et al., 1994; Sim et al.,
2014). Leur activité enzymatique est responsable du métabolisme et de la détoxification des
arylamines, des arylhydrazines et des arylhydroxyarylamines (Mohammadi et al., 2021 ; Hein
et al., 2022).

Les NAT catalysent l'acétylation N-, O- ou N/O- des xenobiotiques en transférant un
groupe acétylique de l'acétyl-coenzyme A a l'accepteur substrat (Sim et al., 2008). lIs présentent
différents roles physiologiques et affinités de substrat (Sim et al., 2000 ; Doll et al., 2010) :
NAT1 montre une spécificité de substrat pour I'acide p-aminobenzoique (PABA), tandis que
NAT2 montre une spécificité de substrat pour la sulfaméthazine (Badawi et al., 1995 ; Doll el
al., 2010).

3.1.1. Localisation et structure des NAT

Les deux génes sont situés sur le chromosome 8 entre 170 et 360 Kb a 8p22 (Hickman
etal., 1994 ; Sim et al., 2014). lls sont composés d'environ 873 pb avec une structure similaire
(Simetal., 2000 ; Doll el al., 2010). Le géne NAT2 est en amont du pseudogene NATp, qui est
précédé par le gene NAT1. Il y a une distance de 25 kb séparant les deux génes NAT1 et NAT2
(Grantet al., 1983 ; Blum et al., 1990).

Le NAT1 et le NAT2 ont donné naissance a des protéines NAT fonctionnelles, selon leur
activité enzymatique du NAT avec le substrat arylamine sulfaméthazine. Le poids moléculaire

de NAT1 et NAT2 est respectivement de 33 kDa et 31 kDa (ils présentent 87 % d'homologie
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nucléotidique dans la région codante, ce qui se traduit par 81 % d'homologie au niveau de la
sequence des acides aminés) (Grant et al., 1983 ; Blum et al., 1990). Le produit de NAT2 avait
un poids moléculaire apparent identique a celui du NAT détecté dans le cytosol hépatique
humain (il est transcrit en une protéine de 290 acides aminés). La séquence d'acides aminés
deduite de NAT2 contenait également 6 séquences de peptides qui avaient été préalablement
déterminées a partir de peptides tryptiques du NAT polymorphe purifié du foie humain (Blum
et al., 1990) (Figure 12).

Chromosome 8p22 360kb

L 81% homologie de séquence l
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Figure 12 : Représentation schématique du locus NAT humain sur le chromosome 8
(Grantetal., 1983 ; Blumet al., 1990).

3.1.2. Le mécanisme de détoxification de NAT

Le métabolisme des amines aromatiques et des carcinogenes hétérocycliques par les
NAT correspond a I'activation ou a la détoxification de ces xénobiotiques. La NAT utilise l'acétyl
coenzyme A (acétylCoA) comme cofacteur pour acétyler les arylamines, les arylhydrazines et
les arylhydroxylamines (Weber & Hein, 1985). Elle catalyse le transfert d'un groupe acétyle
de l'acétyl-CoA vers l'azote de I'arylamine accepteur ou du groupe amine primaire (-NH2) ou
hydrazine (-NH-NH2) de la molécule d'arylamine. Le produit formé est un arylamide. En plus
des réactions de N-acétylation, la NAT peut également catalyser I'O-acétylation de substrats N-
hydroxyaromatiques et la N-, O-transacétylation intramoléculaire de composés N-hydroxylés

et N-acétylés. La N-acétylation est généralement considérée comme relativement détoxifiante
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pour les arylamines car la réaction les rend moins réactives, alors que I'O-acétylation est plus
réactive (Hein et al., 1992).

Ces réactions, caractérisées par le carcinogéne arylamine 4-aminobiphényle (ABP), conduisent
finalement a la formation d'électrophiles hautement réactifs qui se lient a 'ADN et peuvent

conduire a la mutagenese et a la carcinogenése (Hein et al., 1992) (Figure 13).
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Figure 13 : Activation et inactivation des arylamines par N-acétylation, O-acetylation, et N-
, O-acétylation catalysées par la NAT2.

3.1.3. Le polymorphisme de NAT

Il est maintenant bien connu que les génes codant pour les NAT1 et NAT2 sont polymorphes
(avec 28 alleles NAT1 et 108 alleles NAT2) et que ce polymorphisme génétique est bien identifié
chez I'homme, le hamster, le lapin et la souris (Hein, 1988 ; Grant et al., 1992 ; Vatsis et al.,

1995, Roemer et al., 2008 ; Weistenhofer et al., 2008).
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» Polymorphisme du gene NAT2
Le polymorphisme génétique NAT2 a d'abord été remarqué lorsque l'isoniazide a été

utilisée comme antituberculeux. Les patients qui avaient une capacité réduite d'acétylation de
I'isoniazide ou qui étaient des acétylateurs NAT2 lents étaient les plus susceptibles de souffrir
d'hépatite.

Il existe 13 substitutions nucléotidiques ou SNP ponctuelles qui sont identifiées dans la
séquence codante du gene humain NAT2 dans différentes populations (c.191G>A, ¢.341T>C,
€.590G>A, c.857G>A, c.803A>G, ¢.282C>T, ¢.481C>T, ¢.345C>T, ¢.403C>G, c.434A>C,
c.481C>T, ¢.638G>A, ¢.838G>A). Selon le consensus sur la nomenclature du géne humain
NAT2, les variantes alléliques sont caractérisées par la combinaison d'un a quatre SNP présents
dans le méme alléle. D'autres SNP ont été observés, mais avec une faible fréquence selon les
groupes ethniques. Ainsi, il existe 36 variants alléliques du gene NAT2 selon la base de données
sur la nomenclature des NATs. Parmi ceux-ci, NAT2*4 est l'allele sauvage qui ne présente
aucune de ces substitutions et est associé au phénotype d'acétylation rapide.

Les alleles NAT2 contenant les substitutions G191A, T341C, A434C et/ou G590A ont été
associés a des phénotypes d'acétylation lente (Hein et al., 2000a). Il existe des alléles
d'acétylation lente courants dans les populations humaines qui contiennent un ou plusieurs de
ces polymorphismes, identifies comme NAT2*5, NAT2*6, NAT2*7 et NAT2*14 (Annexe 3).

De nombreuses études ont montre I'implication du polymorphisme génétique NAT2 dans le
développement de tumeurs malignes, notamment : Cancer de la vessie (Green et al., 2000 ;
Teleka et al., 2020), Cancer du sein (Ambrosone et al., 1998 ; Kocabas et al., 2004), Cancer
de la prostate (Koda et al., 2018 ; Lim et al., 2022), Cancer du foie (Farker et al., 2003 ;
Zhang et al., 2012) et Cancer du poumon (Avirmed et al., 2021 ; Zhu et al., 2021).

3.2. Les marqueurs tumoraux

Les marqueurs tumoraux sont des protéines ou des glycoprotéines sécrétées par les
cellules tumorales dans le sang ou d'autres fluides corporels. Leur spécificité est généralement
limitée, car les cellules normales peuvent également les libérer dans certaines conditions. Ils
sont présents en faible quantité chez les individus sains et leur taux augmente en cas de cancer.

Leur dosage dans les liquides biologiques permet de détecter la présence de cellules tumorales.

Les marqueurs tumoraux idéaux peuvent étre utilisés pour le dépistage, le diagnostic, la
stadification, le pronostic, la surveillance de I'effet du traitement, le suivi et la détection précoce
de la récidive. Cependant, les marqueurs tumoraux sont peu utiles pour le dépistage, car ils ne

sont généralement détectables dans le sang qu'a des stades relativement avancés de la maladie
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néoplasique.

e Lemarqueur ACE

Le marqueur ACE est une glycoprotéine ayant un poids moléculaire compris entre 180 et
200 kDa (Meng et al., 2017). Elle est présente chez le feetus pendant les 6 premiers mois de la
grossesse, d'ou son nom (le journal des femmes, 2019), d’aprés le figaro sante, elle se trouve
chez I’adulte a la surface des cellules de I'intestin gréle, du c6lon, du rectum, du pancréas, des
poumons et des reins. Elle joue un réle dans la mort cellulaire programmeée et I'adhérence
cellulaire (Cainap et al., 2015).
Selon le figaro santé, le dosage de I'ACE se fait par simple prélevement sanguin. Sa présence
en petite quantité est normale, mais une augmentation de sa concentration dans le sang peut étre

observée dans certaines pathologies, qu'elles soient cancéreuses ou non cancéreuses.

Le dosage de I'ACE peut refléter la progression du cancer au cours du traitement dans
certains types de cancer et chez certains patients, principalement ceux qui présentent des
métastases. Schématiquement, plus le marqueur est bas, plus le traitement est susceptible d'étre
efficace, et inversement. Par conséquent, il s'agit d'une mesure simple qui peut fournir des

informations utiles sur I'efficacité du traitement (Le journal des femmes, 2019).

L'ACE est le deuxiéme biomarqueur le plus couramment utilisé dans le cancer du
pancréas. Les valeurs normales sont inférieures a 3 ng/mL chez les non-fumeurs et inférieures
a 5 ng/mL chez les fumeurs. Sa demi-vie est en moyenne de 3 jours, ce qui permet de répéter
le dosage tous les 7 jours (Cainap et al., 2015 ; Philippe & Alexandre, 1988).

Une revue récente a montré que I'ACE était supérieur a 5 ng/mL dans environ 58 % des cas de
cancer du pancréas, mais sa faible spécificité d'environ 65 % rendait son utilisation sans
signification diagnostique. Cependant, lorsque le seuil d'ACE était fixé a 50 ng/mL, la
spécificité était proche de 80 %, mais la sensibilité n'était que d'environ 40 %. Il est bien établi
que les taux d'ACE sont généralement plus élevés dans les cas de tumeurs avancées et diminuent

le plus souvent aprés une résection chirurgicale (Herreros-Villanueva, 2016).

B
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Deux études ont été conduites dans le cadre de cette recherche. La premiére étude est
une analyse statistique basée sur des informations détaillees recueillies auprés de patients
atteints d'un cancer du pancréas. Ces patients ont été recrutés au service de la chirurgie A du
Centre Hospitalier Universitaire de Constantine (CHUC). La seconde étude, quant a elle, est

une étude génétique menee au sein du Centre National de Recherche en Biotechnologie (CRBt).

1. Etude statistique
L'étude menée était transversale et a inclus un total de 100 participants, comprenant 50
patients atteints d'un cancer du pancréas et 50 témoins. Les participants avaient un 4ge compris

entre 25 et 88 ans et tous étaient d'origine algérienne.

Un questionnaire détaillé a été élabore et complété pour I'ensemble des patients (Annexe 4).
Les informations ont été obtenues a partir d'une étude exhaustive des dossiers médicaux, ainsi
que directement auprés des patients. Ces derniers étaient soit hospitalisés pour une intervention
chirurgicale au service de la chirurgie A du Centre Hospitalier Universitaire de Constantine
(CHUCQC), soit présents pour des contrdles mensuels. Les informations ont également été

obtenues directement des patients ou de leurs médecins traitants.

L'objectif de cette étude est d'analyser la répartition des patients en fonction des parameétres
étudiés tels que l'age, le statue tabagique, la consommation d’alcool, I’obésité et le stade
tumoral, & fin de déterminer lequel de ces facteurs est impliqué dans la carcinogénese

pancréatique.

2. Etude génétique
L’étude génétique a ¢€té réalisée sur des patients atteints du cancer du pancréas de

différents types et stades, recrutés au sein du service de la chirurgie A (CHUC).

Un consentement éclairé a été obtenu de tous les patients et témoins qui ont participé a
cette étude. Apres lecture et explication détaillée, ils ont signé le consentement, nous autorisant

ainsi a utiliser leurs prélevements biologiques a des fins de recherche (Annexe 5).

L’analyse moléculaire est de type cas-témoins, elle a portée sur un échantillon de 55 sujets
(25 patients et 30 témoins). Des prélevements sanguins ont été réalisés conformément aux
recommandations pour I'extraction de 'ADN génomique. Ces préléevements ont été effectués
dans des conditions stériles par ponction veineuse, en utilisant des tubes vacutainer contenant

de 'EDTA (Acide Ethylene Diamine Tétracétique). La quantité prélevée variait entre 5 et 10ml.
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e Groupe des patients : Ce groupe est composé de 25 individus diagnostiqués comme
porteurs de différents types et stades de sévérité du cancer du pancréas. Tous les cas ont
été confirmeés par un compte rendu anatomopathologique précisant le diagnostic et le
stade de la tumeur. Les sujets ayant récemment recu une transfusion sanguine ou
présentant une tumeur métastatique d'origine inconnue ont été exclus de I'étude.

e Groupe des témoins : Les 30 témoins inclus dans cette étude sont des sujets présumés
sains, recrutés de facon aléatoire, avec exclusion de tout sujet présentant un antécédent
familial d’un type de cancer. Ces témoins ont été appariés selon 1’age et 1’ origine avec

les patients.

2.1 Extraction de PADN génomique

L'ADN génomique a été extrait du sang total frais en utilisant la méthode d'extraction
au NaCl « salting out » (Miller et al., 1988).

2.1.1. Principe

Les leucocytes sont séparés du sang total en utilisant une méthode de lyse hypotonique
des érythrocytes (globules rouges). Ensuite, les leucocytes sont traités avec du SDS (Sodium
Dodécyl Sulfate), qui a un effet lytique sur les membranes cellulaires, dénature les protéines en
perturbant leur structure tertiaire et inhibe l'activité des nucléases. L'ADN leucocytaire ainsi
libéré est ensuite traité avec la protéinase K, qui élimine les protéines associées a I'ADN. Ces
protéines sont digérées et éliminées par précipitation en utilisant des concentrations elevées de
NaCl. Par la suite, de I'éthanol pur est ajouté, ce qui provoque la précipitation de I'ADN sous
forme de filaments blancs, formant une structure en forme de boule appelée "méduse". Enfin,
aprés séchage a température ambiante, 'ADN purifié est dissous dans une phase aqueuse

composeée d'eau stérile bidistillée. (Annexe 6).

2.1.2. Controle de qualité de I’ADN et estimation de sa concentration

Pour garantir une interprétation sans ambiguité des résultats, il est recommandé de
mesurer I'absorbance de chaque échantillon aux longueurs d'onde de 260 nm et 280 nm a l'aide
d'un spectrophotomeétre NanoDrop (Thermo Scientific, France). Cette mesure permet de vérifier
la pureté des différents extraits d'/ADN. En effet, les acides nucléiques absorbent a la fois a 260
nm et a 280 nm, mais leur pic d'absorption maximal se situe dans l'ultraviolet a 260 nm. En
revanche, les protéines, qui peuvent contaminer les échantillons, absorbent a 280 nm (leur
longueur d'onde d'absorption caractéristique). Ainsi, la mesure de I'absorbance a ces deux

longueurs d'onde permet de s'assurer de la pureté des extraits d’ADN.
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Avoir de I'ADN pur signifie que le rapport (R) de densité optique (DO) : R = 0D
260nm/ OD 280nm est compris entre 1,6 et 2 (1,6 <R <2):

e Unrapport < 1,6 indique une contamination protéique.

e Unrapport > 2 indique une contamination par I'ARN.

Par ailleurs, la DO est aussi déterminée a 270 nm et le rapport DO 260nm/ DO 270nm est
calculé pour s’assurer que la solution contient peu ou pas d’alcool résiduel. Pour cela, le

rapport doit étre inférieur a 1 (R < 1).

Les ADN purs sont conservés a + 4°C jusqu’a utilisation (ou congelés & — 20°C dans le but de

les conservés pour une longue durée).

2.2. PCR (Polymerase Chain Reaction)-Séquencage du gene NAT?2
Différents polymorphismes du géne NAT2 (OMIM :612182) ont été identifiés dans

les deux populations étudiées (cas et témoins) par la technique de PCR-séquengage directe.

2.2.1. Principe du séquencage
Le séquengage utilisé dans notre étude est basé sur la technique enzymatique de Sanger,
développée par Sanger et al. en 1977. Cette méthode repose sur la synthese d'un brin d'’ADN a

partir de la séquence que I'on souhaite étudier, en utilisant une Taq polymérase haute-fidelité.

L'ADN est polymérisé a partir de I'extrémité 3' de l'amorce, avec l'ajout de nucléotides
complémentaires a mesure que le brin d'’ADN se réplique. Cette réaction utilise un mélange de
désoxynucléotides triphosphates normaux (dNTP) ainsi que des didésoxynucléotides (ddNTP)
comme substrats. Les ddNTP different des dNTP par I'absence d'un groupe hydroxyle (OH)
nécessaire pour l'extension, et ils possédent plutét un atome d'hydrogene (H) en position 3' du
carbone, empéchant ainsi la poursuite de I'extension. Cette étape conduit a la génération de

fragments d'’ADN de tailles croissantes, tous se terminant par I'un des ddNTP.

Les ddNTP incorporés sont spécifiquement marqués avec des molécules fluorescentes. Les
fragments synthétisés sont ensuite traités dans un séquenceur, ou ils sont séparés en fonction de
leur taille et identifiés par lecture laser. Cela permet d'obtenir des électrophérogrammes apres
I'extraction et I'analyse des données, qui sont ensuite traduits en séquences d'ADN. Cette

méthode de séquencage a été décrite par Tracy et Mulcahy en 1991.
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3.2.2. Mode opératoire

Le séquencage implique trois étapes : amplifier le fragment de gene d'intérét par PCR,
purifier le produit de la PCR et générer une PCR de séquencage en marquant le fragment
purifié.
2.2.2.1. Amplification par PCR du fragment a séquencer

Dans une réaction de séquencage par la technique de Sanger sur le géne NAT2, un
fragment ciblant la région codante du géne NAT2 d'une longueur de 776 pb a été amplifié par

PCR (réaction de polymeérisation en chaine). Une paire d'amorces, sens et antisens, a été

congue & l'aide du logiciel Primer3 plus afin d’effectuer cette amplification (Figure 14).

B LN Prier | Pownes |
Segiienc e ATOOAD TTOGOC T TAGAGO
Stant 14 1 ength 'O g I'n 34 q ol 0% ANY Al SELF 0

5 Mghe Promey | [O—

! | ) Ni TGACATTCTY SAGCRALCRAOM
TOOCTITOAG ANCCTTTANON TOOATTGTYOU GCAMAGCCAYG
TAOASGCTAT TTTTOATCOM ATTAUANIAA LM »3G0
CTOCASCTOM NICAASTTCY GTACTGGOY STRNTTANIAN
GALCCACAATS TTAGIAGLGT ATTTTTACAY YOOTCCAGTY
STNCTOLSCAT QOTTOAOCTY CTOCTOCAGG TOACCATIGA
TACATTOTOO ATCCTO0AT TOOAMNOCTOC TOCCALGATCY
ASAKTTANTY TCTOSLAADSG ATTNGOCTON SOTHEOOTIH
PGACAGAAZA  GASASGAAT POOTACCTON ASCAAATCAL
TATATTACAN ACAMAGANTT TOTTANTTOT CATCTOCTG

ACNOCAMNAAN  NTATACTTAY TTACGOTTOM ACTTOAMVCA
TTRASTOTAY MAATACATN CTOCAGAISY TOCAACKY

ACCASATCAT TITETTOCTY FOAGACCCCA  GAROGGSOTTY
FUOTTTCATY JTCACCTATA MABIATTONAA FTATARIAGAC
TOGTCGALTT TAMAOTOTC ACTEALCGANG ADSGTTIGANGA
AMIATATTTA  ASATTTOOTY  GOOGAGAANY TOCTSOOCA

TTOIGYATGY ATCAD A

Figure 14 : Désignation des amorces par primer 3 plus.

Les amorces utilisées ont été comme suit :

e L’Oligo F (Forward primer) : 5’- CATGGAGTTGGGCTTAGAGG-3'
e L’Oglio R (Reverse primer) : 5’- GAGTTGGGTGATACATACACAAGG -3

Un total de 55 échantillons d’ADN a été amplifié. Pour chaque échantillon, la PCR a été

effectuée dans un mélange réactionnel d’un volume final de 20 ul (Tableau 2).
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Tableau 2 : Milieu réactionnel pour I’amplification du géne NAT2.

Reéactifs [C] initiale  [C] finale Volume initial (ul)
Tampon 10X 1X 2
dNTP 1mM 0,2mM 4
Oligos F 5uM 0,3 uM 1,2
Oligos R 5uM 0,3 uM 1,2
Taq Hotstar 5 U/ul 0,05 U/ul 0,2
ADN ng 10 ng/ul 20 ng 2
H20 gsp 20ul 10,6

35 cycles ont été effectué (S1000 Thermal cycler, Bio-Rad, USA). Chaque cycle repose

sur trois phases essentielles la dénaturation, I’hybridation et 1’¢longation avec les conditions
défini sur le Tableau 3. Des témoins négatifs ont permis de contréler 1’absence de

contamination pendant la manipulation.

Tableau 3 : Conditions optimisées du programme PCR de la NAT2.

Etape de la PCR Température Durée
Dénaturation initiale 94 °C 10 min
Dénaturation 94 °C 1 min

35 cycles
Hybridation 56 °C 30 sec
Extension 72 °C 1 min
Elongation finale 72 °C 10 min

2.2.2.2. Contrdle des amplicons par électrophorése sur gel d’agarose

Pour vérifier la taille des fragments amplifiés, une électrophorese sur gel d'agarose a
1,5% est réalisée. Le gel d'agarose est préparé en mélangeant 1,5 g d'agarose avec 100 ml de
TBE 1X (tampon Tris-Borate-EDTA) et 4 pl de SybrSafe, un colorant fluorescent. Dans chaque
puits du gel, 5 pl du produit d'amplification sont déposés, ainsi que 1 pl de Blue/Orange 6x
loading Dye de Promega, qui permet de suivre le front de migration. Un marqueur de taille de
5 ul (ADN leader 100-1500 pb de Promega) est également ajouté. Ensuite, la cuve

d'électrophorése est placée dans un champ électrique de 100V/mA pendant 10 minutes. Apreés
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la migration électrophorétique, le gel est exposé a la lumiere UV pour visualiser les fragments

amplifiés (Figure 15).

Figure 15 : Profil d’électrophorése sur gel d’agarose a 1,5% des fragments amplifiés
par PCR (M : marqueur de taille/ B : Temoin négatif).

2.2.2.3. Purification enzymatique des amplicons

Cette étape est réalisée a l'aide d'EX0SAP-IT (GE HEALTHCARE) composé de deux
enzymes hydrolytiques : I'exonucléase | et la SAP (shrimp alcalin phosphatase). Ce mélange
enzymatique élimine les ANTP et les amorces indésirables des produits PCR. Mélanger 5 pl de
produit PCR avec 2 ul d'EXoSAP et 6 ul de H20O et placer le tout dans un thermocycleur (S1000
Thermal cycler, Bio-Rad, USA). Ce dernier a été programmé en deux phases : une phase
d'activation enzymatique de 15 min a 37°C, suivie d'une phase d'inactivation enzymatique de

15 min & 80°C.

2.2.24. PCR séquence ou marquage des fragments purifiés

La réaction de séquencage implique l'utilisation d'une PCR classique pour amplifier les
produits ciblés et purifiés. Cette étape est effectuée dans un thermocycleur (S1000 Thermal
cycler, Bio-Rad, USA) en suivant un protocole spécifique et des conditions d'amplification
décrites dans le Tableau 4 deux plaques de séquencage sont préparées en utilisant soit I'amorce
NAT2F, soit I'amorce NAT2R, ainsi que les composants du Kit de séquencage BigDye®
Terminator V3.1 (Applied Biosystems, France). Ce kit contient le BigDye Terminator, qui
comprend I'ADN polymérase, les dNTP, les ddNTP marqués, ainsi que le tampon de

séquencage nécessaire a la polymérisation optimale des fragments d'’ADN.

)
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Tableau 4 : Les compositions d’un mix réactionnel d’un volume final de 10 pl et le programme

d’amplification de la PCR séquence.

Réactifs Volume (pl) Conditionsd’amplification Cycles
Produit PCR 2ul 96°C, 1Imin 1
BigDye V1.3 1l
Tampon 5X 1,5 96 °C, 20s
Amorce F ouR (5uM) 1l 50 °C, 15s 25
H20 4,5 ul 60 °C, 4min

2.2.2.5. Purification des produits de séquencage

Apres la réaction de sequengage, une étape de purification est effectuée pour éliminer
les réactifs excédentaires tels que les amorces libres, les dNTP non incorporés, les ddNTP non
incorporés et toutes les impuretés qui pourraient perturber la lecture de la séquence. Pour ce
faire, 10 pl du produit de PCR séquencé (par puits) sont mélangés avec 80 pl d'éthanol a 76 %,
puis les plaques sont laissées sur le plan de travail ou sur de la glace pendant 15 a 30 minutes.
Les plaques de séquencage sont ensuite centrifugées a température ambiante pendant 15
minutes a 4000 tours par minute, puis rapidement renversées pour éliminer le liquide
excédentaire. Les plaques sont centrifugées a nouveau a l'envers sur du papier absorbant
(Wathman) pendant 1 minute a 1000 tours par minute. Enfin, pour éviter I'évaporation des

échantillons une fois placés dans le séquenceur, 10 pl d'eau (par puits) sont ajoutes.

2.2.2.6. Séquencage sur automate et analyse des résultats

Les échantillons ont été chargés dans le séquenceur automatisé 3500/3500xL DNA
Analyzer (Applied Biosystems®, France), ou les fragments amplifiés ont été soumis a une
électrophorése capillaire. Les bandes obtenues a partir de gel d'électrophorése sur
polyacrylamide (PAGE) ont été détectées par un dispositif de fluorescence qui est capable de
reconnaitre chaque marqueur ddNTP distinct. Ces signaux de fluorescence ont ensuite été
convertis en une carte de fluorescence couleur a l'aide d'un algorithme. En fin de compte, ces

cartes fluorescentes ont été assemblées pour obtenir les séquences des fragments étudiés.
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Figure 15 : Schématisation d’un résultat de séquencage apres traitement informatique.

La courbe obtenue par séquencage est analysée par le logiciel Sequencher V 5.0, qui

permet de détecter les différences entre la séquence de recherche et la séquence de référence.

La sequence de référence utilisée provenait de la base de données Ensembl Genom Browser
(http://ww.ensembl.org/index.html) et la sequence de type sauvage utilisée était
ENST00000286479. (Annexe 7). Sequencher V5.0 nous permet de détecter toutes les
mutations présentes sur les séquences étudiées, quel que soit le statut homozygote ou

hétérozygote.

2.3. Génotypage du polymorphisme rs4646994 du géne ACE

L'identification du polymorphisme rs4646994 du gene ACE dans les deux groupes
d'étude (groupe cas et groupe témoin) a été réalisée en deux étapes successives. Tout d'abord,
un fragment cible du géne ACE a été amplifié par PCR (réaction de polymérisation en chaine)

et ensuite, une migration électrophorétique sur gel d'agarose a été effectuée.

2.3.1 Amplification du fragment d’intérét du géne ACE par PCR
Un fragment de 490 pb couvrant la région d'intérét dans I’intron 16 du géne ACE a été
amplifié par PCR (réaction en chaine par polymérase). Une paire d'amorces sens et antisens a

été concue a l'aide du logiciel Primer3 plus pour cette amplification :

40
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Les amorces utilisées étaient les suivants :

e L’Oligo F (Forward primer) : 5'-CTG GAG ACC ACT CCC ATCCTT TCT-3’
e L’Oglio R (Reverse primer) : 5'-GAT GTG GCC ATC ACATTC GTC AGAT-3'

Au total, 55 échantillons d'ADN ont été amplifiés. Pour chaque échantillon, la PCR a été

réalisee dans un mélange réactionnel avec un volume final de 20 pl. (Tableau 5).

Tableau 5: Milieu réactionnel pour I’amplification du géne ACE.

Reactifs [C] initiale  [C] finale Volume initial (ul)
Tampon 10X 1X 2
dNTP 1mM 0,2mM 4
Oligos F 5uM 0,3 uM 1,2
Oligos R 5uM 0,3 uM 1,2
Taq Hotstar 5 U/ul 0,05 U/ul 0,2
ADN ng 10 ng/pl 20 ng 2
H20 gsp 20pl 10,6

35 cycles ont été réalisés dans un thermocycleur (S1000 Thermal cycler, Bio-Rad, USA).
Chaque cycle repose sur trois etapes fondamentales : dénaturation, hybridation et 1’élongation

avec les conditions décrites dans le tableau.

Tableau 6 : Conditions optimisées du programme PCR du gene ACE.

Etape de la PCR Température Durée
Dénaturation initiale 94 °C 10 min
Dénaturation 94 °C 1 min
Hybridation 56 °C 30 sec
Extension 72 °C 1 min
Elongation finale 72 °C 10 min

2.3.2 Migration par électrophorese sur gel d’agarose

La migration des produits PCR est réalisée sur gel d’agarose a 3% dont sa préparation
est réalisée par mélange de 3 g d’agarose avec 100 ml de TBE1X (Tampon Tris-Borate-EDTA)
et 4 ul de GelStain. On dépose dans chaque puits du gel 5ul du produit PCR et 1 ul de
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Bleu/Orange 6x loading Dye de promega a fin de suivre le profil de migration. 5 ul (ADN leader
100-1500 bp de promega) du marqueur de taille est également ajouté. Puis la cuve
d'électrophorése a été placée dans un champ électrique de 100V/mA pendant 40 minutes. Apreés
migration électrophorétique, le gel est exposé a la lumiere UV pour visualiser les fragments

amplifiés.

3. Analyse statistique

Les résultats statistiques concernant la distribution des mutations dans les populations,
ainsi que tous les parametres pris en compte, ont été analysés a l'aide du logiciel R version 3.3.3.
La comparaison des différents parametres a été effectuée en utilisant le test du chi-deux (%2) ou
le test de Fisher, en calculant les rapports de cotes (OR) avec un niveau de signification
maximum de 5 % et un intervalle de confiance de 95 %. Le choix du test a été déterminé en
fonction du nombre d'échantillons : si le nombre d'échantillons était égal ou supérieur a 30, les
calculs ont été réalisés a l'aide du test du chi-deux, tandis que si le nombre d'échantillons était

inférieur a 30, les calculs ont été réalisés avec le test de Fisher.
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Afin d'identifier les facteurs de risque du cancer du pancréas dans la population
algérienne, nous avons réalisé deux études : une étude statistique visant a analyser les
différentes caractéristiques générales des deux populations étudiées (cas et témoins) et a
identifier les facteurs pouvant influencer le cancer du pancréas, ainsi qu'une étude moléculaire
portant sur l'analyse de deux genes (NAT2 et ACE). L'objectif de cette étude était d'étudier les
différentes mutations présentes dans la population algérienne et de rechercher une éventuelle

association entre ces génes et lI'adénocarcinome pancréatique

1. Caractéristiques générales de la population d’étude

L'étude a porté sur un groupe de 100 participants, comprenant 50 témoins considérés comme
étant en bonne santé et 50 patients atteints de tumeurs pancréatiques a différents stades. Parmi les
témoins, 7 (14 %) étaient des femmes et 43 (86 %) étaient des hommes, ce qui représente un
ratio de six hommes pour une femme. L'age moyen des témoins était de 60,6 + 11,87 ans. Parmi
les 50 témoins, 20 (40 %) étaient des fumeurs, 30 (60 %) étaient des non- fumeurs, 18 (36 %)
étaient des consommateurs d'alcool, 32 (64 %) étaient des non- consommateurs, 22 (44 %)

étaient obeses et 28 (56 %) n'étaient pas obeses.

En ce qui concerne les patients, leur &ge moyen était de 52,7 + 13,87 ans, avec 40 (80 %)
hommes et 10 (20 %) femmes, soit un ratio de 4 hommes pour une femme. Parmi les 50 patients
étudiés, 34 (68 %) étaient des fumeurs et 16 (32 %) étaient des non-fumeurs. En ce qui concerne
la consommation d'alcool, 29 (58 %) étaient des consommateurs et 21 (42 %) étaient des non-
consommateurs. Concernant l'obésité, 34 (68 %) étaient obeses et 16 (32 %) n'étaient pas
obeses. La présence de tumeurs pancréatiques chez ces patients a été confirmée par des examens
histologiques (anatomopathologie) et des examens cliniques tels que des scanners, des
échographies et des IRM, permettant de classifier les tumeurs en différents stades et grades. En
effet, les patients étaient répartis en 15 patients de stade IA, 7 patients de stade 1A et 8 patients
de stade 11B (Tableau 7).
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Tableau 7 : Caractéristiques générales de la population d’étude.

Caractéristiques Cas (%) Témoins OR (Cl 95%) p-valeur
(n=50) (n=50)
Age
[25-35] 3 (6%) 2 (4%)
[36-45[ 5 (10%) 2 (4%)
[46-55] 12 (24%) 14 (28%)
[56-65[ 12 (24%) 13 (26%)
[66-75[ 14 (28%) 14 (28%)
[76-85[ 3 (6%) 5 (10%)
>85 1 (2%)
Sexe
Hommes 40 (80%) 43 (86%)
Femmes 10 (20%) 7 (14%)
Statue tabagique
Oui 34 (68%) 20 (40%) 3.18 (1.40-7.24)  0.005
Non 16 (32%) 30 (60%)
Alcool
Oui 29 (58%) 18 (36%) 2.45 (1.09-5.49)  0.02
Non 21 (42%) 32 (64%)
Obésité
Oui 34 (68%) 22 (44%) 2.70 (1.19-6.11) 0.01
Non 16 (32%) 28 (56%)
Anatomopathologie
IA 15 (30%)
1A 7 (14%)
1B 28 (56%)
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1.1 Répartitions des sujets selon la tranche d’age
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Figure 17 : Réparation des patients selon la tranche d’age.

L'histogramme représentant la répartition de la population d'étude selon les tranches
d'age confirme clairement que l'incidence du cancer du pancréas augmente de maniere
proportionnelle avec I'age, couvrant une plage allant de 25 & 90 ans. Nous pouvons observer
que la fréquence maximale des diagnostics d'adénocarcinomes pancreatiques, tous types
confondus, se situe entre 66 et 75 ans, représentant 28 % des cas. Ces résultats sont en accord
avec I'étude menée par LACHEBI et al. (2021) en Algérie, ainsi qu'avec les résultats de I'étude
de Maire et al. (2017) réalisée en France, qui ont rapporté une moyenne d'dge de 71 ans.

Cependant, il convient de noter que nos résultats différent de ceux de I'étude de Kpossou et al.

(2021) qui ont rapporté un 4ge moyen de 59 ans.

E
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1.2.  Répartitions des sujets selon le sexe

Témoin

B Homme M femme B Homme ™ femme

Figure 18 : Représentant la répartition des sujets selon le sexe.

L’analyse de nos résultats montre une prédominance masculine avec un taux de 80%
soit une sex-ratio de 4:1 pour les patients. Ces mémes constatations ont été signalées en 2020
par les statistigues mondiales dans Globocan, qui ont montré que le cancer du pancréas est

prédominant chez les hommes que chez les femmes atravers les different continents du monde.

Plusieurs études ont rapporté, dans des proportions variables, cette prédominance
masculine femmes (Sellam et al,. 2015, Koura et al., 2020, Kpossou et al ., 2021), cela pourrait
s“expliquer par le fait que le tabagisme, principal facteur de risque du cancer du pancréas, ainsi
que la consommation d"alcool sont plus répandus chez les hommes que chez les. De plus Le
mode de vie, vu que dans les pays en voie de développements, et notamment en Algérie ; c’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.

En outre, les différences hormonales entre les deux sexes semblent également étre un
facteur favorisant la prédominance masculine du cancer du pancréas. Une étude suggere que
les hormones sexuelles féminines pourraient avoir un réle protecteur en ralentissant la

dissémination métastatique de la maladie (Afraoui et al ., 2014).

E
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1.3. Répartitions des sujets selon le Statut tabagique
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Figure 19 : Répartition des sujets selon le statut tabagique.

Les fréquences obtenues révelent que le tabagisme actif est plus répandu dans le groupe
des patients atteints du cancer du pancréas (68 %) que dans le groupe des témoins (32 %) (OR
=3,18 ; C1 95% = 1.40-7.25 ; p = 0,005), confirmant ainsi I'implication de ce facteur dans la
carcinogénese pancréatique. Ce résultat est en accord avec ceux de Bosetti et al (2012), qui ont
montrés que la fumée du tabac est le facteur de risque le plus incriminé dans la survenue de ce
type de cancer. Ces mémes conclusions ont été tirés des données publiées par le Pancreatic
Cancer Cohort Consortium (PCCC) provenant de huit larges cohortes internationales ayant

décrit un risque similaire chez les fumeurs par rapport aux non-fumeurs.

D'autre part, les informations recueillies lors du questionnaire indiquent que la durée du
tabagisme est longue pour la majorité des patients fumeurs actifs, ayant fumé pendant plus de
10 ans. De plus, la moitié d'entre eux sont considérés comme de gros fumeurs, avec une
consommation quotidienne de 20 a 40 cigarettes, voire davantage. Effectivement, de
nombreuses études ont mis en évidence une relation dose-effet selon laquelle le risque du cancer
pancréatique augmente avec le nombre de cigarettes fumées chaque jour, le nombre d’années
de tabagisme et la dose cumulée de tabac (Hassan et al., 2007, Lynch et al., 2009, Ntagirabiri
et al.,2012,ess0fi,2019).

E
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1.4.  Répartitions des sujets selon la consommation d’alcool
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Figure 20 : Répartition des sujets selon la consommation d’alcool.

L'histogramme représentant l'association entre le risque de développer un cancer du
pancréas et la consommation d'alcool confirme que I'apparition du cancer du pancréas est liée
a ce facteur de risque. Les fréquences obtenues montrent que la consommation d'alcool est plus
élevée dans le groupe des patients atteints de cancer du pancréas (58 %) que dans le groupe des
témoins (42 %) (OR =2,45; 1IC a 95 % : 1,09-5,49 ; p = 0,02), ce qui confirme I'implication
de ce facteur dans la carcinogénese du pancréas. A ce sujet, les résultats de la littérature sur
I'association entre lI'alcoolisme et le cancer du pancréas sont controverses ; diverses études ont
confirmé une corrélation positive indiquant que I'alcoolisme est reconnu comme le deuxieme
facteur de risque de la carcinogénese pancréatique, aprés le tabagisme. Une consommation
excessive d'alcool est étroitement liée a un risque accru de développer un cancer du pancréas.
Cependant, il est important de noter que la relation exacte entre I'alcool et le cancer du pancréas
peut varier en fonction de la quantité et de la durée de la consommation, ainsi que d'autres

facteurs individuels (Ntagirabiri et al.,2012, essofi,2019).

Par ailleurs, les données présentées ne sont pas comparables a celles de I'étude de
Tramacere et al. (2010), ou il a été suggéré que I'alcool ne serait responsable que d'une petite
fraction de tous les cancers du pancréas, car la relation entre la consommation d'alcool et le

cancer du pancréas est un sujet de débat (EL FATIHI ; 2019).

E
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1.5. Répartitions des sujets selon I’obésité
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Figure 21 : Répartition des sujets selon I’ obésité.

Les résultats de notre analyse mettent en évidence une association entre la surcharge
pondérale (mesurée par I’indice de masse corporelle (IMC) et le risque de développer un cancer du
pancréas. Dans le groupe des patients atteints de cancer pancréatique, nous avons observé une
proportion plus élevée de personnes obéses (68%) par rapport au groupe des témoins (32%).
L'analyse des données a révélé un odds ratio (OR) de 2.70, avec un intervalle de confiance a
95% (Cl) de 1.19 2 6.11, et une valeur de p de 0,01. Ces résultats sont cohérents avec I'étude de
Calle EE et al (2003), qui a également constaté un risque accru de cancer du pancréas chez les

personnes obéses, avec un OR de 2.08, indépendamment du sexe.

De méme, témoignent les résultats d’une méta-analyse portant sur 21 études de cohortes qui
montrent un risque augmenté de 1,12 (95% IC : 1,06-1,17) pour 5 points d’IMC additionnels
(Larsson et al., 2007).

En effet, I’'un des mécanismes physiopathologiques qui explique cette association pourrait étre
une résistance a I’insuline chez les personnes obéses qui se caractérise biologiquement par une
hyperactivité du pancréas, avec une hyperglycémie et une hyperinsulinémie (Stalzenberg —

Solomon et al., 2009).

E
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1.6.  Repartitions des sujets selon le statut anatomopathologique
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Figure 22 : répartition des sujets selon 1’ Anatomopathologie.

Nos résultats révelent qu'une proportion élevée de nos patients (56%) ont éte
diagnostiqués au stade 11B du cancer du pancréas, tandis que 30% ont éte diagnostiqués au stade
IA et 14% au stade 11A. Ces résultats concordent avec ceux d'autres études, comme celle menée
par Bendekkoum et Derrouiche (2016), qui ont également constaté que la plupart des cas de

cancer du pancréas sont diagnostiqués a un stade avancé.

Le diagnostic tardif du cancer du pancréas est fréquent en raison du fait que cette maladie
présente initialement peu de symptdmes spécifiques et que I'acces clinique pour le dépistage est
difficile. Par conséquent, de nombreux cas ne sont détectés qu'au stade IV de la maladie. Cette
situation met en évidence la nécessité d'améliorer les méthodes de dépistage précoce et la
sensibilisation aux premiers signes du cancer du pancréas afin de permettre un diagnostic et un

traitement plus précoces.

2. Séquencage de NAT2

Dans cette étude, nous avons mené une enquéte afin d'étudier le rdle de différents
polymorphismes du gene NAT2 dans le développement de I'adénocarcinome pancréatique dans

la région de I'Est de I'Algérie.

Le génotypage a été effectué en utilisant le séquencage de I'ADN des échantillons des cas et
des témoins, afin de détecter les mutations et/ou les SNP (polymorphismes d'un seul nucléotide)

présents sur I'ensemble de I'exon 2 du géne étudié.

Les résultats de séquencage obtenus a partir du fichier (Abi) ont été traités et analysés a

I'aide du logiciel Sequencher V5.0. Cette analyse a permis d'identifier les différentes positions

)
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de mutations et/ou de polymorphismes présents sur le gene NAT2. Les échantillons ont été
distingués en fonction de leur génotype, qu'il s'agisse d'échantillons homozygotes pour la
sequence sauvage, homozygotes pour la séquence mutée, ou hétérozygotes présentant les deux

sequences simultanément.

Une fois les données obtenues, une analyse statistique a été réalisée a I'aide du logiciel R
version 3.2.1 afin d'étudier la relation entre les différents SNP du géne NAT2 et le cancer du
pancréas. Au total, treize polymorphismes ont été caractérisés sur I'ensemble de la région
d'intérét du gene NAT2. Il est important de souligner que tous ces SNP ont été décrits
précedemment dans la littérature scientifique, et aucune nouvelle mutation n'a été identifiee au

sein de notre population d'étude.

2.1. Fréquences génotypiques et alléliques des polymorphismes du géne NAT2 et leur
association au risque de cancer du pancréas

Les fréquences alléliques et génotypiques des différents polymorphismes détectés dans
notre population d'étude, ainsi que leurs OR correspondants, sont présentées dans le tableau

suivant :

Tableau 8 : Fréquences génotypiques et alléliques des polymorphismes du géne NAT2 et leur
association au risque de cancer du pancréas.

Identifiantrs | SNP Génotypes N(%0) OR (CI 95%) p-
Cas Témoins valeur
& alléles
rs 1801279 G191A | GG 20 (80%) 25 (13%) 1,00 (ref)
GA 2 (8%) 1 (3.33%) 2.5 (0,21- 29,59) 0.46
0.93
AA 3 (20%) 4 (83.33%) 0.93 (0,18 - 4,68)
A 8 (16%) 9 (15%) 1.11 (0,36 - 3,40) 0.85
G 42 (84%) 51 (85%)
rs 1041983 C282T | CC 18 (72%) 19(63.33%) 1,00 (ref)
CT 6 (24%) 5 (16.66%) 1.26 (0,32 - 4,88) 0.73
TT 1 (4%) 6 (20%) 0.175(0,01-1,60) | 0.123
C 42 (84%) 43 (71.66%)
T 8 (16%) 17 (28.33%) | 0.43 (0,01 -1,43) 0.13
rs 1801280 T341C | TT 6 (24%) 13 (43.33%) | 1,00 (ref)
TC 12 (48%) 11 (36.66%) | 2.36 (0,66 - 8,39) 0.18
cC 7 (28%) 6 (20%) 2.52 (0,58 -10,82) | 0.21
T 35 (48%) 37 (61.66%)
C 15 (52%) 23 (38.33%) | 1,41 (0,44 -4,53) 0.56
rs 45532639 | C345T | CC 15 (60%) 19 (63.33%) | 1,00 (ref)
CT 5 (20%) 5 (16.6%) 1.26 (0,30 - 5,20) 0.74
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TT 5 (20%) 6 (20%) 1.05 (0,26 -4,13) | 0.93
C 35 (70%) 43 (71.66%)
T 15 (30%) 17 (28.33) 1.11 (0,42 -2,94) | 0.82
rs 12720065 | C403G | CC 21 (84%) 24 (80%) 1,00 (ref)
CG 4 (16%) 6 (20%) 0.76 (0,18 -3,07) | 0.70
GG 0 (0%) 0 (0%)
C 46 (92%) 54 (90%)
G 4 (08%) 6 (10%) 0.76 (0,18 -3,07) | 0.70
rs 72554616 | A434C | AA 25 (100%) 30 (100%) 1,00 (ref)
AC 0 (0%) 0 (0%)
cC 0 (0%) 0 (0%)
A 50 (100%) 60 (100%)
C 0 (0%) 0 (0%)
rs1799929 | C481T | CC 10 (40%) 14 (46.6%) | 1,00 (ref)
CT 7 (28%) 9 (30%) 1.08 (0,30-3,90) | 0.89
TT 8 (32%) 7 (23.3%) 1.6 (0,43 — 5,86) 0.47
C 27 (54%) 37 (61.66%)
T 24 (46%) 23 (38.33%) | 1.46 (0,54-3,94) | 0.45
rs 1208 G590A | GG 17 (68%) 18 (60%) 1,00 (ref)
GA 3 (12%) 7 (23.3%) 0.45 (0,10 - 2,04) | 0.30
AA 5 (20%) 5 (16.6%) 1.05(0,25-4,31) | 0.93
G 37 (74%) 43 (71.66%)
A 13 (26%) 17 (28.33%) | 0.80 (0,30-2,15) | 0.67
rs 563935 C638T | CC 25 (100%) 30 (100%) 1,00 (ref)
CT 0 (0%) 0 (0%)
TT 0 (0%) 0 (0%)
C 50 (100%) 60 (100%)
T 0 (0%) 0 (0%)
rs 56054745 | A803G | AA 11 (44%) 15 (50%) 1,00 (ref)
AG 5 (20%) 9 (30%) 0.75(0,19-2,89) | 0.68
GG 9 (36%) 6 (20%) 2.04 (0,56 -7,45) | 0.27
A 27 (54%) 39 (65%)
G 23 (46%) 21 (35%) 1.49 (0,56 -3,96) | 0.42
rs 563935 G338A | GG 25 (100%) 30 (100%) 1,00 (ref)
AG 0 (0%) 0 (0%)
AA 0 (0%) 0 (0%)
G 50 (100%) 60 (100%)
A 0 (0%) 0 (0%)
rs 56054745 | A845C | AA 25 (100%) 30 (100%) 1,00 (ref)
AC 0 (0%) 0 (0%)
cC 0 (0%) 0 (0%)
A 50 (100%) 60 (100%)
C 0 (0%) 0 (0%)
rs 179931 G857A | GG 19 (76%) 25 (83%) 1,00 (ref)
GA 2 (8%) 3 (10%) 0.87 (0,13-5,78) | 0.891
AA 4 (16%) 2 (6.66%) 2.63(0,43-15,90) | 0.29
G 40 (80%) 53 (88.33%)
A 10 (20%) 7 (11.66%) | 1.87(0,60-5,84) | 0.27
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Parmi les treize polymorphismes étudiés, aucune des associations observées n'etait

statistiquement significative en termes de risque de développer un cancer du pancreéas :

En effet, les polymorphismes en position T341C, C345T et C481T ont montrés une association
non significative que ce soit chez les patients hétérozygotes (OR= 2.36, 95% CIl= 0,66 - 8,39,
OR=1.26, 95% CI=0,30- 5,20 et OR=1.08, 95% CI= 0,30 - 3,90) ou chez les patients mutants
homozygotes (OR= 2.52, 95% CI= 0,58 - 10,82, OR= 1.05, 95% CI= 0,26 - 4,13et OR= 1.6,
95% Cl= 0,43 -5,86).

Ceux qui sont en position G191A et C282T n’étaient associés au cancer du pancréas que chez
les patients hétérozygotes (OR= 2.5, 95% Cl= 0,21- 29,59, OR= 1.26, 95% Cl= 0,32 - 4,88)

Alors que ceux qui sont en position G590A, A803G et G857A n’étaient associés au cancer du
pancréas que chez les patients mutants homozygotes (OR= 1.05, 95% CIl= 0,25 - 4,31, OR=
2.04,95% CI1=0,56 - 7,45 et OR=2.63, 95% CI= 0,43 - 15,90)

Ces résultats sont en partie en accord avec ceux de I'étude menée par Li Jiao et al (2007), qui
a porté sur un plus grand nombre de participants (532 cas et 581 témoins). Leur étude a montré
une association entre le génotype lent NAT2 et un risque accru de cancer du pancréas chez les

gros fumeurs et les personnes ayant des antécedents de diabete.

Selon la littérature, les mutations T341C et G590A ont été identifiées comme des mutations
faux-sens, pouvant conduir a la dégradation de la protéine NAT2 tout en réduisant son activité
(Hein, 2006 ; Zang et al., 2007 ; Selinski et al., 2013 ; Boukouvala, 2016)

De méme, pour les polymorphismes C345T et A803G qui eux aussi sont des mutations faux-
sens, ces derniéres entrainent des changements dans la chaine d'acides aminés de la protéine
mature et n'ont aucun effet sur la fonction enzymatique (Walraven etal., 2008 ; Toure et al.,
2012; Boukouvala, 2016).

En effet, plusieurs études ont montré que les polymorphismes C282T et C481T sont des
mutations silencieuses sans effet sur la capacité enzymatique ni sur la stabilité de la protéine

(Zang et al., 2007; Selinski et al., 2013; Boukouvala, 2016).

IL a été démontré également que le variant G191 A réduit nettement le taux et I’activité de la
protéine NAT2 par perte des interactions hydrogenes et électrostatiques et réduction de ce fait

de la thermostabilité de I’enzyme (Toure et al., 2012 ; Boukouvala, 2016).
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D'autre part, le polymorphisme G857A a été identifié dans la littérature comme une mutation
inactivatrice déependante du substrat conduisant a une activité enzymatique réduite (Toure et
al., 2012 ; Boukouvala, 2016), et s'est avere plus efficace dans certaines population que dans
d'autres ( Hein, 2006).

Nos résultats ont également montré que les polymorphismes NAT2 C403G possede un
effet protecteur vis-a-vis la carcinogénese pancréatique (OR= 0,76, 95% CI= 0,18 - 3,07).ce
résultat est statistiquement non significatif puisque P-valeur= 0.7, Ce qui peut étre expliqué par
le nombre restreint d’individus portant ce variant (4 cas et 6 témoins pour le génotype

hétérozygote et 0 cas et témoins pour le génotype homozygote muté).

Patin et al (2006) et Teixeira et al. (2007) ont montré que la substitution en position C403G
peut ou non altérer l'activité enzymatique de la protéine, selon la population dans laquelle elle

est exprimée.

Les substitutions NAT2 A434C, C638T, G838A et A845C étaient absentes chez les
patients et les témoins dans notre population d'étude. Cela confirme que la nature et la fréquence
des polymorphismes NAT2 varient selon la race. Dans ce cas, Patin et al. (2006) et Teixeira et
al. (2007) ont démontré que ces quatre SNP pouvaient altérer ou non l'activité d'acétylation de
I'enzyme NAT2 et ont trouvé des substitutions correspondantes a basse fréquence dans certaines

régions comme le Brésil et I'Afrique sub-saharienne.

Il est important de noter que ces résultats, peuvent étre attribués a plusieurs facteurs.
Tout d'abord, la structure génétique spécifique de la population algérienne peut jouer un role. 11
est possible que les fréquences alléliques et génotypiques différent dans cette population par
rapport a d'autres populations étudiées, ce qui peut influencer les associations observées. En
effet, selon Gross et al (1999) Le statut polymorphique de NAT2 varie grandement entre les

individus et les groupes ethniques et a été associé a la sensibilité a plusieurs cancers.

De plus, il est important de noter que le nombre de participants inclus dans cette étude était
limité, avec seulement 25 patients atteints de cancer du pancréas et 30 témoins. Un échantillon
de petite taille peut avoir un impact sur la puissance statistique de I'étude, ce qui peut rendre
difficile la détection de relations significatives. Des études futures avec un plus grand nombre
de participants pourraient étre nécessaires pour confirmer ou infirmer ces résultats

préliminaires.
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3. PCR de’ACE

Le controle de la taille des fragments amplifiés sur gel d’agarose de 3% a permis la
distinction de trois génotypes du gene ACE (Figure 23): I’insertion Il, la délétion DD et

I’I’hétérozygote IDvreprésentés comme Suit :

e Insertion Il : Obtention d’une seule bande de 490 pb
e Deleltion DD : Obtention d’une seule bance de 190 pb
e Hétérozygotie ID : obtention de deux bandes : une bande de 190 pb et une bande de 490

pb.
490 pb 500 pb
190 pb 200 pb
100 pb

Figure 23 : Profil d’amplification du géne présentant different
génotype du géne ACE (M : marqueur de taille).

=)
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3.1. Répartition des fréquences géenotypiques et alléliques du polymorphisme du gene
ACE et leur association au risque du cancer pancréatique

Les fréquences alléliques et génotypiques des différents polymorphismes détectés dans notre
échantillon et leurs OR correspondants sont présentés dans le Tableau 9

Tableau 9 : Fréquences génotypiques et alléliques des polymorphismes du gene ACE et leur
association au risque de cancer du pancréas.

, Cas Témoins OR (CI 95%) p-valeur
Geénotypes N(%6) N(%)
& alleles
I 7(28%) | 4(13.33%) 1,00 (ref)
ID 5(20%) | 3 (10%) 0.95 (0.14- 6.28) 0.95
DD 13 (52%) | 23 (76.66%) 0.32 (0.07- 1.31) 0,11
| 19 (52%) | 11 (81.66%)
D 31 (38%) | 49 (81.66%) 0.36 (0.09-1.33) 0.12

Dans notre eéchantillon la distribution des fréquences génotypiques du polymorphisme
rs4646994 du géne ACE montre que le génotype homozygote Il se trouve prédominant chez les
patients (28 % vs 13,33 % chez les témoins), contrairement au génotype homozygote DD qui
est majoritairement présent chez les témoins comparés aux cas (76,66 %, 52 % respectivement).
Nous constatons que le génotype hétérozygote ID est lIégérement plus élevé chez les patients

comparés aux témoins (20,00 % et 10,00 % respectivement).

Pour la répartition des fréquences alléliques entre les cas et les témoins, nos résultat
montre bien que les alléles | et D prédominent chez les témoins (I : 81,86% vs 52% chez les

cancéreux/ D : 81,66% vs 38% chez les patients.

Comme mentionné dans le Tableau 9, le test statistique montre que le polymorphisme
rs4646994 du géne ACE possede un effet protecteur pour le développement du cancer
pancréatique, et ce pour les hétérozygotes ID (OR=0.95, IC 95% 0.14- 6.28, P = 0.95), et les
homozygotes DD (OR=0.32, IC 95% 0.07- 1.31, P= 0,11). Cela peut étre expliqué par la
structure génétique particuliére de la population pour laquelle nous avons observé un nombre
restreint d’individus portant les mutations ID et DD (5 cas et 3 témoins pour le génotype

hétérozygote ID et 13 cas et 23 témoins pour le génotype homozygote DD).
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De méme, il est a noté que la taille réeduite de notre échantillon ne nous permet pas de confirmer
ou d’affirmer la relation entre le polymorphisme rs4646994 du géne ACE et le cancer du

pancréas.

Dans ce cadre, les résultats d’études cherchant I’implication du polymorphisme rs4646994 du
gene ACE et la carcinogénese pancréatique sont tres rares. En effet, certains auteurs ont rapporté
que les profils homozygote DD et hétérozygote ID du géne ACE représente un facteur pronostic
et est associé au cancer du pancréas (snezana lukic et al., 2011, Fang et al., 2014). Par ailleurs
I’étude de Oruc et al (2004) réalisée aux USA sur 51 sujets atteints de pancréatite familiale et
104 sujets atteints de pancréatite chronique sporadique et 163 des témoins sains et I’étude de
Hucl et al (2009) réalisée en Berlin sur 887 patients (346 alcooliques, 443 non alcooliques et
98 avec pancréatite aigué), ont montré qu'ils n'y a pas d’association entre le polymorphisme I/D

de I’ACE et la pathogenese et I’évolution de la pancréatite chronique.
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Conclusion & perspectives

Dans le cadre de cette étude, nous cherchons a détecter certains facteurs de risque

moléculaires ou environnementaux liés a lI'adénocarcinome du pancréas.

Notre étude a d'abord révélé que ce type de cancer touche de préférence les hommes
(sex-ratio 4:1) et qu'il est typique des hommes plus agés, car I'incidence maximale de tous les
types de cancer du pancréas au moment du diagnostic se situe entre 66 et 75 ans. Nos résultats
ont montré également que nos patients sont 68 % des fumeurs et 58% sont alcooliques, 68%
qui sont obeses, par ailleurs, les données clinico-pathologiques ont rapporté que la majorité des

cas présentent des tumeurs 11B (56%).

Notre travail de recherche a démontré que tous les 13 polymorphismes NAT2 identifiésdans
notre population n’ont pas été associés statistiquement avec le risque de développer un cancer

du pancréas.

Ces mutations faux-sens conduisent a une forte diminution de Il'activité de la protéine NAT2,
entrainant un manque de détoxification des cancérigenes : une accumulation de cancérigénes

entrainant des effets génotoxiques et une promotion de la tumorigenese.

Les résultats que nous avons obtenus lors de la prospection du polymorphisme rs4646994 porté
par le gene ACE a montré que ce dernier possede un effet protecteur pour le développement du

cancer pancréatique, et ce pour les hétérozygotes ID et les homozygotes DD.

Il est important de souligner que le développement du cancer du pancréas est multifactoriel,
et il existe de nombreux autres facteurs génétiques et environnementaux qui peuvent également
jouer un r6le dans la survenue de la maladie. La recherche continue dans ce domaine est
essentielle pour mieux comprendre les mécanismes sous-jacents et pouridentifier des stratégies

de prévention et de traitement plus efficaces. Il serait donc sage de :

v' Elargir la taille de notre échantillon en menant des enquétes épidémiologiques a trés
grande échelle pour vraiment comprendre les facteurs de risque associés au cancer du
pancréas et mieux évaluer I'association des polymorphismes étudiés avec le cancer du
pancréas.

v D’avoir une idée sur les facteurs d’exposition les plus impliqués dans I’étiologie du cancer
pancréatique.

v" Analyser d’autres polymorphismes génétiques dans le but de mieux tracer la voie de

carcinogéneése pancréatique.
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Annexe 1 : Les différents types de cancer

pancréatique

e Différents types de cancer pancréatique exocrine (Lafitte marie,2012., Partenski et
al., 2015., Chu et al., 2021., Panchal et al., 2021., Ahmed et al., 2022., David et al.,
2022., Kumarasamy et al., 2022., Zhao et al., 2022)
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e Lesdifférents types de cancer pancréatique endocrine (Lafitte marie, 2012)

Type decancer | Peptide sécrété Symptdémes Localisation de Potentiel
tumeurs tumorigéne
Glucagonome Hypersécrétion de | Eruption cutanée, Corps, queue de Variable

glucagon

diabéte, dépression,
confusion

pancréas

Gastronome Hypersécrétion de | Ulcéres, douleurs Téte du pancréas, | Tressouvent
gastrine abdominales, duodénum malignes
diarrhées,
Perte de poids,
Vomissements.
Insulinome Hypersécrétion Hypoglycémie, Ensemble de Généralement
d’insuline confusion, pancréas bénignes
Tremblements,
céphalées
Néoplasie Hypersécrétion Fatigue, faiblesse ou Ensemble du Peuvent étre

endocrinienne
multiple (NEM)
ou syndrome de

d’un ou plusieurs
peptides

douleur musculaire,
Constipation,

pancréas, glandes
parathyroides

Malignes dans
Le pancréas




Annexe 2 : Classification des cancers pancréatiques

e Classification TNM selon la 8éme édition de PAJCC (American Joint Committee
on Cancer) (EI Amrani, 2019).

T N M
T1:tumeur<2cm NO : pas de  métastases MO : pas de métastase (s) a
Ganglionnaires distance

Tla:tumeur <0,5cm

N1:1 a3 ganglions
régionaux Métastatiques

M1 : présence de métastase (s) a
distances

T1b: tumeur entre 0,5 et 1 cm

N2 : > 4 ganglions
régionaux Métastatiques

Tlc:tumeur entrel et2 cm

T2 :tumeur entre 2 et 4 cm

T3 :tumeur >4 cm

T4:

Tumeur envahissant I’axe
cceliaque I’artére mésentérique
superieure et/ou a

’artére hépatique commune

e Classification OMS 2017 des tumeurs neuroendocrines pancréatiques.

Classification OMS 2017

Commentaires

Tumeur neuroendocrine G1

Les critéres de diagnostic ont été légérement
modifiés par

Morphologie bien différenciée

rapport a la classification OMS 2010 ; le grade
G1 est défini

Index mitotique < 2 et index Ki-67 < 3 %

par un index Ki-67 strictement inférieur a 3 % et
non

plus<2 %

Tumeur neuroendocrine G2

Les critéres de diagnostic n’ont pas été modifiés
par

Morphologie bien différenciee

rapport a la classification OMS 2010

Index mitotique 2—20 et/ou index Ki-67 3—20 %



https://www.snfge.org/lexique#Hpatique

Tumeur neuroendocrine G3

Cette catégorie n’existait pas dans la
classification OMS

Morphologie bien différenciée

2010

Index mitotique > 20 et/ou index Ki-67 > 20 %

Carcinome neuroendocrine

Les critéres de diagnostic n’ont pas été modifies
par

Morphologie peu différenciée

rapport a la classification OMS 2010

Type a grandes cellules

Type a petites cellules

Index mitotique > 20 et/ou index Ki-67 > 20 %

Tumeur mixte neuroendocrine — non
neuroendocrine

La terminologie a été modifiée par rapport a la

(MIxed NEuroendocrine non neuroendocrine
Neoplasm,

classification OMS 2010, ou le terme utilisé était
celui de

MiNEN)

tumeur mixte adéno-neuroendocrine (MANEC)

*Les modifications par rapport a la classification OMS 2010 sont indiquées en gras.




Annexe 3 : Différentes formes alléliques du gene

NAT?2 humain.

Polymorphisme Positions nucléotidiques polymorphes Acides Activité
aminés enzymatique
changés

191 282 341 434 481 590 803 845 857

NAT2 *4 G C T A C G A A G Rapide

NAT2*5A C T lle114 Thr Diminuée

NAT2 *5B C T G Lys268Arg Diminuée

NAT2*5C C G Diminuée

NAT2*6A T A Arg197 GIn | Diminuée

NAT2 *6B A Diminuée

NAT2 *6C T A G Diminuée

NAT2*7A A | Gly283Glu | Diminuée

NAT2 *7B T A Diminuée

NAT2*12 A G Lys268 Arg | Rapide

NAT2*12B G Rapide

NAT2 *13 Rapide

NAT2*14 A A Arg84GIn Diminuée

NAT2*14B A T Diminuee

NAT2 *17 I GIn145Pro Inconnue

NAT2 *18 Inconnue

Lys 282Thr




Annexe 4 : Questionnaire

Date du prélevement: ..../......./[ ....... N° de patient: .....cceeveeeenene.
NOM: cvveeeeeceieee e Prénom: ..ceeevvecvevenennn Adresse: ...vcvveeveveenennn.

Profil épidémiologigue:

Age: ... Profession: .....cccccoveveeiecceccieeene, Age de diagnostic: .........
Taille: ............ Poids: ......... IMC: .........

Fumeur : Oui Non [ ancien fumeur [ Tabac passif [ Nb de
cigarette/jour: ......

Consommation d’alcool: Oui [J Non [J

Parité : Non [ Oui [J Nb d’enfants: ......

Antécédents médicaux: Diabete [ HTA ] Cardiopathie [ Autre:
Antécédents familiaux: C. du pancréas (] Autre cancer: .......... Lien familial:

Durée de traitement (Survie): ............



Annexe 5 : Consentement pour la participation a une
étude scientifique Intitulé de I’étude : Etude
génétiqgue du cancer du pancréas

avoir ét¢ informé(e), de la nature, des objectifs et du déroulement de I’é¢tude scientifique
concernant le cancer du pancréas. A cet effet, je donne mon accord pour la participation a cette

étude et je permets, I’utilisation de mon ADN extrait a partir du sang prélevé.

J’ai compris que ma participation est totalement volontaire. Je peux refuser de participer ou

me retirer de I'étude a tout moment.

J’accepte que mes échantillons biologiques soient conserves et utilisés a des fins de recherche
médicale et /ou biologique, seulement dans le cadre de la maladie désignée ci-dessus. J’ai
compris que les résultats de I’analyse génétique me seront transmis si je désire et resteront

confidentiels. Je peux a tout moment demander la destruction de mon ADN.

Lieu, Date Signature du patient (e)

Signature du médecin traitant Signature du chercheur




Annexe 6 : Protocole d’extraction de PADN
(méthode au NaCl) (Miller et al., 1988)

1. Dans un tube de 50 ml, ajouter 40 ml de solution SLR (Solution de Lyse des globules Rouges,
10 mM Tris, pH 7,6, 5 mM MgClI2, 10 mM NaCl) pour 10 ml de sang total (recueilli dans un
tube avec anticoagulant) et le mettre dans de la glace pendant 20 min.

2. Centrifuger a 2500 tpm a 4°C, puis éliminer le surnageant.

3. Répéter les étapes de lyse des globules rouges (rajout de 40 ml de SLR, centrifugation et
élimination du surnageant) jusqu’a éclaircissement du culot de globules blancs.

4. Resuspendre le culot de globules blancs dans 2 ml de solution SLB (Solution de Lyse des
globules Blancs, 10 mM Tris, pH 7,6, 10 mM EDTA, pH 8,0, 10 mM NaCl).

5. Rajouter 200 pl de I’SDS 10% et 10 pul de Protéinase K (20 mg/ml) (Sigma®).

6. Incuber sous agitation a 37°C pendant toute une nuit.

7. Ajouter 600 pl de NaCl 6M et agiter vigoureusement.

8. Centrifuger a 5000 tpm pendant 15 min a 4°C.

9. Transférer le surnageant dans un tube de 50 ml.

10. Ajouter 2,5 volumes d’Ethanol absolu glacial.

11. Mélanger doucement par retournement jusqu’a formation d’une méduse d’ADN.

12. Transférer la méduse d’ADN a I’aide d’une pipette Pasteur dans un microtube de 1,5 ml.
13. Rincer la méduse dans 1 ml d’Ethanol a 70%, puis éliminer ce liquide.

14. Sécher I’ADN a 37°C pendant 30 min ou a température ambiante.

15. Resuspendre I’ADN dans de I’eau ultra-pure.



Annexe 7 : Séguence codante du gene NAT2 :
ENST00000286479
(http://ww.ensembl.org/index.html)

CATGGAGTTGGGCTTAGAGGCTATTTTITGATCACATTGTAAGAAGAAACCGGGGTG
GGTGGTGTCTCCAGGTCAATCAACTTCTGTACTGGGCTCTGACCACAATCGGTTTTCA
GACCACAATGTTAGGAGGGTATTTTTACATCCCTCCAGTTAACAAATACAGCACTGG
CATGGTTCACCTTCTCCTGCAGGTGACCATTGACGGCAGGAATTACATTGTCGATGCT
GGGTCTGGAAGCTCCTCCCAGATGTGGCAGCCTCTAGAATTAATTTCTGGGAAGGAT
CAGCCTCAGGTGCCTTGCATTTTCTGCTTGACAGAAGAGAGAGGAATCTGGTACCTG
GACCAAATCAGGAGAGAGCAGTATATTACAAACAAAGAATTTCTTAATTCTCATCTC
CTGCCAAAGAAGAAACACCAAAAAATATACTTATTTACGCTTGAACCTCGAACAATT
GAAGATTTTGAGTCTATGAATACATACCTGCAGACGTCTCCAACATCTTCATTTATAA
CCACATCATTTTGTTCCTTGCAGACCCCAGAAGGGGTTTACTGTTTGGTGGGCTTCAT
CCTCACCTATAGAAAATTCAATTATAAAGACAATACAGATCTGGTCGAGTTTAAAAC
TCTCACTGAGGAAGAGGTTGAAGAAGTGCTGAGAAATATATTTAAGATTITCCTTGG
GGAGAAATCTCGTGCCCAAACCTGGTGATGGATCCCTTACTATTTAGAATAAGGAAC
AAAATAAACCCTTGTGTATGTATCACCC



http://ww.ensembl.org/index.html)
http://ww.ensembl.org/index.html)

RESUME

Le cancer du pancréas est une maladie multifactorielle due a I’interaction entre des facteurs
génétiques et des facteurs environnementaux. La susceptibilité individuelle par rapport au risque du
cancer du pancréas est modulée par les polymorphismes génétiques portés par certainsgenes dont
les génes codant pour les enzymes de détoxification. Parmi ces genes les N - Acétyltransférases
(NAT) impliqués dans la phase Il de détoxification de plusieurs xénobotiques et dont les
variations représentent des facteurs de risque incriminés dans plusieurs cancers. Un autre
polymorphisme rs4646994 a été récemment impliqué dans 1’étiologie du cancer pancréatique.
Il joue unréle dans la mort cellulaire programmeée et I'adhérence cellulaire : Notre travail vise a
analyser premiérement I’impact de la consommation du tabac, de I’alcool et de 1’obésité sur la
survenue du cancer pancréatique. De chercher, dans un deuxiéme temps, une éventuelle
association entre le risque de ce type de cancer et les différents SNPs du gene de détoxification
NAT2. Nous avons exploré aussi I’implication de I’all¢le a risque du polymorphisme rs4646994

dans la carcinogénése pancreatique

Méthodes : Cette étude cas-témoins inclus 25 malades atteints d’un cancer du pancréas et 30
témoins apparies avec les malades selon I’age, le sexe et 1’origine ethnique. Les génotypes des
différents SNPs du géne NAT2 sont déterminés par séquengage en utilisant I’ADN extrait de
sang périphérique. Les génotypes du polymorphisme rs4646994 sont déterminés par la
technique de PCR direct. La comparaison des fréquences alléliques et génotypiques entre les

deux groupes a éte établie par le calcul de 1’odds ratio avec un intervalle de confiance & 95%.

Résultats : 13 SNPs du géne NAT2 préalablement décrits ont été identifiés dans cette étude,
aucune association statiqtiquement significative n’a ¢été établie entre ces SNPs et la
carcinogénese pancréatique. Par ailleurs, le polymorphisme rs4646994 du géne ACE a montré
un effet protecteur pour le développement du cancer pancréatique, et ce pour les hétérozygotes
ID (OR=0.95, IC 95% 0.14-6.28, P = 0.95), et les homozygotes DD (OR=0.32, IC 95% 0.07-
1.31, P=0.11)

Conclusion : Cette étude montre que le tabagisme, 1’alcool, et I’obésité représentent
individuellement un facteur de risque du cancer pancréatique dans la population étudiée.
Aucune interaction n’a été trouvée entre les polymorphismes étudiés et la carcinogénése

pancréatique.



Abstract

Pancreatic cancer is a multifactorial disease resulting from the interaction between genetic and
environmental factors. Individual susceptibility to pancreatic cancer risk is modulated by
genetic polymorphisms carried by certain genes, including genes encoding detoxification
enzymes. Among these genes, N-Acetyltransferases (NAT) are involved in the phase Il
detoxification of various xenobiotics, and their variations represent risk factors implicated in
several cancers. Another polymorphism, rs4646994, has recently been implicated in the
etiology of pancreatic cancer. It plays a role in programmed cell death and cell adhesion. Our
study aims to firstly analyze the impact of tobacco smoking, alcohol consumption, and obesity
on the occurrence of pancreatic cancer. Secondly, we seek to explore any possible association
between the risk of this type of cancer and different SNPs of the NAT2 detoxification gene. We
have also investigated the involvement of the risk allele of the rs4646994 polymorphism in

pancreatic carcinogenesis.

Methods: This case-control study included 25 patients diagnosed with pancreatic cancer and
30 matched controls based on age, sex, and ethnic origin. Genotypes of different SNPs of the
NAT2 gene were determined by sequencing using DNA extracted from peripheral blood.
Genotypes of the rs4646994 polymorphism were determined using the direct PCR technique.
A comparison of allelic and genotypic frequencies between the two groups was conducted by

calculating the odds ratio with a 95% confidence interval.

Results: In this study, 13 previously described SNPs of the NAT2 gene were identified, and no
statistically significant association was established between these SNPs and pancreatic
carcinogenesis. Additionally, the rs4646994 polymorphism of the ACE gene showed a
protective effect against the development of pancreatic cancer for heterozygotes ID
(OR=0.95, I1C 95% 0.14-6.28, P = 0.95) and homozygotes DD (OR=0.32, IC 95% 0.07-1.31, P=
0.11)

Conclusion: This study demonstrates that tobacco smoking, alcohol consumption, and obesity
individually represent risk factors for pancreatic cancer in the studied population. No interaction

was found between the studied polymorphisms and pancreatic carcinogenesis.
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RESUME

Le cancer du pancréas est une maladie multifactorielle due a I’interaction entre des facteurs génétiques et des
facteurs environnementaux. La susceptibilité individuelle par rapport au risque du cancer du pancréas est
modulée par les polymorphismes génétiques portés par certains genes dont les génes codant pour les enzymes
de détoxification. Parmi ces genes les N -Acétyltransférases (NAT) impliqués dans la phase Il de détoxification
de plusieurs xénobotiques et dont les variations représentent des facteurs de risque incriminés dans plusieurs
cancers. Un autre polymorphisme rs4646994 a été récemment impliqué dans I’étiologie du cancer pancréatique.
Il joue un réle dans la mort cellulaire programmeée et I'adhérence cellulaire : Notre travail vise a analyser
premicerement I’impact de la consommation du tabac, de 1’alcool et de I’obésité sur la survenue du cancer
pancréatique. De chercher, dans un deuxiéme temps, une éventuelle association entre le risque de ce type de
cancer et les différents SNPs du géne de détoxification NAT2. Nous avons exploré aussi I’implication de I’all¢le
a risque du polymorphisme rs4646994 dans la carcinogénese pancréatique

Meéthodes : Cette étude cas-téemoins inclus 25 malades atteints d’un cancer du pancréas et 30 témoins appariés
avec les malades selon 1’age, le sexe et I’origine ethnique. Les génotypes des difféerents SNPs du géne NAT2
sont déterminés par séquengage en utilisant I’ADN extrait de sang périphérique. Les génotypes du
polymorphisme rs4646994 sont déterminés par la technique de PCR direct. La comparaison des fréquences
alléliques et génotypiques entre les deux groupes a été établie par le calcul de 1’odds ratio avec un intervalle de
confiance a 95%.

Résultats : 13 SNPs du gene NAT2 préalablement décrits ont été identifiés dans cette étude, aucune

association statiqtiquement significative n’a été établie entre ces SNPs et la carcinogénése pancréatique.

Par ailleurs,le polymorphisme rs4646994 du gene ACE a montré un effet protecteur pour le développement du
cancer pancréatique, et ce pour les hétérozygotes ID (OR=0.95, IC 95% 0.14-6.28, P = 0.95), et les homozygotes
DD (OR=0.32, IC 95% 0.07-1.31, P=0.11).

Conclusion : Cette étude montre que le tabagisme, 1’alcool, et I’ obésité représentent individuellement un
facteur de risque du cancer pancréatique dans la population étudiée. Aucune interaction n’a été trouvée entre

les polymorphismes étudiés et la carcinogénese pancréatique.

Mots clés: NAT2, SNP, ACE, Tabac, alcool, Cancer du pancréas

Laboratoire de recherche : Laboratoire de biologie moléculaire et cellulaire

Encadrant :  Ribouh-Arras A. (MRB- Centre de Recherche de Biotechnologie :CRBt)
Président : Sedrati Khadidja (MCB- Université constantine 1)
Examinateur : Saifi Boubakeur (MCB- Ecole Nationale Supérieure de Biotechnologie ENSB)




	Ikram
	Liste des abréviations
	A
	B
	C
	D
	E
	F
	G
	H
	I
	K
	M
	N
	O
	P
	S
	T
	U
	V
	Z

	Listes des figures
	Table des matières
	Chapitre I. Rappels embryologique, anatomique et physiologique du pancréas
	Chapitre II. Cancer pancréatique
	Introduction
	1. Origine embryonnaire du pancréas
	2. Anatomie du pancréas
	3. Physiologie du pancréas
	1. Cancer du pancréas
	2. Epidémiologie
	2.1. Dans le monde
	2.2. En Afrique
	2.3. En Algérie

	3. Type des tumeurs du pancréas
	3.1. Cancer pancréatique exocrine
	3.2. Cancer pancréatique endocrine

	4. Classification du cancer du pancréas
	4.1. La classification TNM
	4.2. La classification OMS

	5. Facteurs de risque
	5.1. Facteurs de risque non modifiables
	5.1.2. Le sexe
	5.1.3. Le groupe sanguin
	5.1.4. L’origine ethnique
	5.1.5. Diabète
	5.1.6. La génétique
	5.2. Les facteurs modifiables
	5.2.1. Tabac
	(Rawla et al., 2019).
	5.2.2. L'alcool
	5.2.3. L'obésité
	5.2.4. L'alimentation
	5.2.5. L'inactivité physique

	6. Symptômes, diagnostic et traitements
	6.1. Symptômes
	6.2. Diagnostic
	6.3. Traitement
	6.3.1. La chirurgie
	6.3.2. La chimiothérapie
	6.3.3. La radiothérapie
	6.3.4. La thérapie ciblée

	1. Lésions précancéreuses et carcinogenèse
	2. Prédisposition génétique
	2.1. Les altérations génétiques
	2.1.1. L'activation des oncogènes
	 K-RAS
	 AKT2
	 C-Myc


	2.1.2. L'inactivation des gènes suppresseurs de tumeurs
	 P53
	 Smad4/DPC4

	 CDKN2A/P16
	 BRCA2

	2.1.3. Les voies de signalisation
	 Voie de signalisation Notch
	 La voie Hedgehog
	 Voie de signalisation du TGF
	2.2. Les altérations épigénétiques
	2.2.1. La méthylation de l'ADN
	2.2.2. La modification des histones
	2.2.3. Les microARN
	2.3. Autres altérations
	2.3.2. L'angiogenèse

	3. Gènes d’étude
	3.1. Les N-acétyltransférases
	3.1.1. Localisation et structure des NAT
	3.1.2. Le mécanisme de détoxification de NAT
	3.1.3. Le polymorphisme de NAT
	• Polymorphisme du gène NAT2
	3.2. Les marqueurs tumoraux
	 Le marqueur ACE


	Patients & méthodes
	1. Etude statistique
	2. Etude génétique
	2.1 Extraction de l’ADN génomique
	2.1.1. Principe
	2.1.2. Contrôle de qualité de l’ADN et estimation de sa concentration
	2.2. PCR (Polymerase Chain Reaction)-Séquençage du gène NAT2
	2.2.1. Principe du séquençage
	3.2.2. Mode opératoire
	2.2.2.1. Amplification par PCR du fragment à séquencer
	2.2.2.2. Contrôle des amplicons par électrophorèse sur gel d’agarose
	2.2.2.3. Purification enzymatique des amplicons
	2.2.2.4. PCR séquence ou marquage des fragments purifiés
	2.2.2.5. Purification des produits de séquençage
	2.2.2.6. Séquençage sur automate et analyse des résultats
	2.3. Génotypage du polymorphisme rs4646994 du gène ACE
	2.3.1 Amplification du fragment d’intérêt du gène ACE par PCR
	2.3.2 Migration par électrophorèse sur gel d’agarose

	3. Analyse statistique

	Résultats & Discussion
	1. Caractéristiques générales de la population d’étude
	1.1 Répartitions des sujets selon la tranche d’âge
	1.2. Répartitions des sujets selon le sexe
	1.3. Répartitions des sujets selon le Statut tabagique
	1.4. Répartitions des sujets selon la consommation d’alcool
	1.5. Répartitions des sujets selon l’obésité
	1.6. Répartitions des sujets selon le statut anatomopathologique
	2.1. Fréquences génotypiques et alléliques des polymorphismes du gène NAT2 et leur association au risque de cancer du pancréas
	490 pb
	3.1. Répartition des fréquences génotypiques et alléliques du polymorphisme du gène


	Conclusion & perspectives
	Références bibliographiques
	A
	Ahmed, K. B. Jardak, I. Hamza, F. Maaloul, M. Amouri, W. Charfeddine, S. Guermazi,

	B
	C
	D
	Diener, M. K. Mihaljevic, A. L. Strobel, O. Loos, M. Schmidt, T. Schneider, M. Büchler,
	Ducreux, M. Seufferlein, T. Van Laethem, J. L. Laurent-Puig, P. Smolenschi, C. Malka,

	E
	F
	G
	H
	Hein, DW. Rustan, TD. Doll, MA. Bucher, KD. Ferguson, RJ. Feng, Y. Furman, EJ. Gray
	Hruban, R.H. Takaori, K. Klimstra, D.S. Adsay, N.V. Albores Saavedra, J. Biankin, A.V. Biankin, S.A. Compton, C. Fukushima, N. Furukawa, T. Goggins, M. Kato, Y. Klöppel,

	J
	K
	L
	Liu, L. Kshirsagar, P. G. Gautam, S. K. Gulati, M. Wafa, E. I. Christiansen, J. C. White,

	M
	N
	Nam, Q. Bui, Joanna Przybyl. Sally, E. Trabucco. Garrett, F. Trevor, H. Matt, H. Kristen,

	O
	P
	Partenski, C. Saurin, JC. Gincul, R. (2015). Epidémiologie, bases génétiques et épigénétiques de la carcinogenèse. In Adham M, Turrini O. Tumeurs Intracanalaires Papillaires et Mucineuses du Pancréas . Monographies de l’AFC. (Ed. Arnette).1-12.

	Q
	R
	Registre des tumeurs d'Alger, 2015 Registre des tumeurs d'Alger, 2016 Registre des tumeurs d'Alger, 2017 Registre des tumeurs d'Alger, 2018 Registre des tumeurs d'Alger, 2019

	S
	T
	V
	W
	X
	Y
	Z

	Annexes
	Annexe 1 : Les différents types de cancer pancréatique
	Annexe 2 : Classification des cancers pancréatiques
	Annexe 3 : Différentes formes alléliques du gène NAT2 humain.
	Profil épidémiologique:

	Annexe 5 : Consentement pour la participation à une étude scientifique Intitulé de l’étude : Étude génétique du cancer du pancréas
	Annexe 6 : Protocole d’extraction de l’ADN (méthode au NaCl) (Miller et al., 1988)
	Annexe 7 : Séquence codante du gène NAT2 :
	RÉSUMÉ
	Abstract



