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La liste des abréviations
ADN: acide désoxyribonucléique
Angll : angiotensine Il
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ECA: enzyme de conversion angiotensine
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HLA : humaneleucocyteantigene
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HPV — HR: papillomavirushaut risque oncogene
HPV: papillomavirus humain
HSV: herpés simplex virus
IST: infections sexuellement transmissibles
LCR: long control region
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PKN: proteine kinas N
URR: upstreamregulatoryregion

VIH : virus de I'immunodéficiencehumain



Liste des figures

Lalistedesfigures
Figurel: appareil génitale féminine (Omar Qasmieh, 2012).............cooviiiiiiiiiiiiniinen, 03
Figure 2: configuration interne de 'utérus (FMM ,2007)........ccoviiiiie i 04

Figure 3: Schéma de PVH Source : http://inature.canalbtog/tnages/20051213 01.gif.......... 13

Figure 4 : Représentation schématique du génome de HPV-16 ....cuueeeeveiivevnnennnnnnn 14
Figure5: Etapes de pénétration du virus dans la celluls gans le noyau (Pereira, 2009......... 17
Figure6: cycle viral d’'HPV (Roquille, 2009).........ccoiiiiiiii e e e e 19
Figure7: Représentation schématique de 16E6 (Chakrabartaskina, 2003).................... 19

Figure 8: Structure schématique du dimeéere d’E7 du génotypédlapres (Liu et al. 2006)........ 21

Figure 9:E7 et cycle cellulaire (Jones et al, 1997)........iuucmmmm ceiierie e e e e 22
Figure 10 : Principales voies de signalisation intracellulag@yplées aux récepteurs de I'endothéline 1

(ET-1) et de I'angiotensine Il (Angll), impliguédans la progression tumorale. (S. Cazaubon,

20005 . et e e s 26
Figure 1l : 1e thermOCYCIEUN ... e 31
Figure12: la cuve pour 'éleCtrOPhOr@SEe. ... ....covuiniie e e e e 32

Figure 13: Profil éléctrophorétique des fragments amplifiés BCR du géne ECA 1 (287 Pb) sur gel
Q'BOAIOSE L5000, ..ueeeeieeiiiiiii et emmmmmmr ettt e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e eas 33
Figure 14: Profil éléctrophorétique des fragments D/D ampliféns la premier PCR du gene ECA

2SUr g€l A'AQAr0SE L.5%0....cceiiiiiiiieeeiie ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaaaaaaaaaas 35
Figure 15: Répartition des sujets avec un cancer du col dértig selon 'age ...................... 36
Figure 16 : répartition des femmes avec un cancer du col dérlis selon I'age du mariage....... 37
Figure 17 : Répartition des malades en fonction de I'dge gadmiere grossesse.................... 38
Figure 18 : Répartition des malades en fonction de nombra@&sgsse ...............cccoeeveeiennnee 38
Figure 19 : Répartition des malades et témoin selon la sitndéimiliale............................... 39
Figure 20 : la répartition des malades selon le type histolagidu cancer du col de l'utérus........ 40

Figure 21 : la répartition des malades selon le stade clinique..............coiiiviiiiien e, 41



Sommaire

[ (g0 To (V1o 1T0] o N TR 1

Chapitre | : Le cancer du col de I'utérus

[. L'appareil genital fEMININ .. ...ttt e e e e e e e e e e e eeeeeeeeees 3
I I T 1 SRR 3
P2 I oo | I | (= o PR 4

[.2.1. Description du COl de I'ULEIUS.......commeeeeeiieiiiiiieiee e eceeeeee e e e e e e e 4
2.2. LeS diMENSIONS MOYENNES ........ciii i eeeeeetttnnnaaaaaeeeaeaaaaeeeeeesssrnnnnneesssssnnnnns 4
2.3. Histologie du COl de IULEIUS ..........ummmeeeeiieieeee e ere e e e e e s s 4
2.4. Le r0le du COl de 'ULEIUS ......ccoo et e e e 5
3. Le cancer du COl de I'ULEIUS .......ooi ettt r e e e e e e e e e e 5
3.1. Définition du cancer du COl de 'ULEIUS cuueeeevviviiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 5
K 2 =t ] o =7 0 1] o o [ 5
3.3. Les types du cancer du €Ol de 'UtErUS.....ccc.vvvieeiiiiiiii e 6
4. Cause et facteurs de risque du cancer du dAlt@eus ...............cceevvvvvviiiiiiciiiieeeeeee, 9
g O I T 1= Tox 10 I 0 = Ul o Y PP 9
4.2. Le COMPOEMENT SEXUEI ......ceuiiiiiiieeieee e e eeee ettt e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeseeeeeeeennes 10
4.3. L'INfeCtion Par HIV ... e e e e e e e e e e e 10
A I = Lo T= T 1] [ 10
4.5. La contraception OFale .............uuuieemmmmeeiiee e e e e e e e e e 10
4.6. Niveau SOCIO-ECONOMIQUE..........uuureeemmmmnsnnsaseeeaeaeesreeerreeeernnnnnnnnnsnnneees 11
4.7. Les facteurs ENAOGENES .......cccee e e 11
4.8. Antécédents familiaux du cancer du col deRUS .............ooevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiieens 11
5. Les symptdmes du cancer du col de M'UtErus.............oouvvviiiiiiiiie e, 12

Chapitre 1l: Physiopathologie du cancer du col de l'utérus

[I. Le papillomaviruS NUMI@IN .........uuuieiiaeeee et e e e e e e ee e e eee e e e e eeeenenna s 13
TS T T od o] (o o SRR 13
2. Organisation structurale et génomique des mapdlirus humains .............cccccvvvvveeenen. 13
3. Classification deS HPV ........uiii e 14

3.1. Classification selon I'analyse phylogéNiQUE . .......ccevveeeeeeeeeiieiieiciiieeeeenen 15
3.2. Classification selon le pouvoir CANCErNgENE.......coeuiiiieeeeeieeeeieeeeeiiiieeees 15
4. Mode de transmission des HPV ... 15
4.1. Transmission sexuelle de FHPV ... 16

4.2. Transmission NoN SeXuelle de HPV ... e 16



Sommaire

T O Yo 1= Y T | S 16
5.1. Pénétration du virus dans la cellule ... 16
I - W =T o] [ oF= 14 o] o (U Y T £ S 17
5.3. ASSEMDIAQE UES VIFIONS ...ceevvviiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeieeiisss s s e e e e e e e e e e eeeeeeeeeneeeeeeeennnne 18

6. L'oNcoprotéine E6 et CarCiNOGENESE ... cueemmmerrriiireeeeaeeeeeeeiaisiinneierresreeeeeeassennannns 19
6.1, STHUCTUIE O'EB ... .ot ettt e e e e a e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeenes 19
6.2. ACtiVité DIologIiQUE A'EB.........coeiiii ettt e e e e e e e 20

7. L’oNcoprotéine E7 et CarCINOGENESE ... ceeemmmeriririieeeeaaeeieeessssiinsrrrresreeeeesasssnnannns 21
7.1, SEIUCIUIE O'ET ..t ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeennnes 21
7.2. ACtiVité DIOIOQIQUE 'ET7 .....ccee ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e as 22

Chapitre 11l : Enzyme de conversion de I'angiotensine

[ll. LENZYME DE CONVERSION DE L’ANGIOTENSINE ..Erreur ! Signet non défini.3

1. Localisation du géne d’'ECA.........cooiiicceeeeeeeeeeeeinnn Erreur ! Signet non défini.3

2. Le polymorphisme génétique du gene de 'ECA.......... Erreur ! Signet non défini.4

3. LECA et la carCinOgenese ..........ccovveeeeeeeiiiiieeeeeeeeeeenn, Erreur ! Signet non défini.4
3.1. Expression de systéme angiotensine |l dartsihesurs .......... Erreur ! Signet non
défini.5
3.2. Mécanismes d’action de I'angiotensine Il sucroissance tumorale et 'angiogenése
..................................................................................... Erreur ! Signet non défini.5

Chapitre IV : Matériels et Méthodes

I 0T o U F= U1 o e =] (1 T [PPSR 28
O T o o 1U ] = o I (= T 1 PR 28
1.2. Population Malade ...........iiiiiiiie e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeaee s ennnneeeennannnnas 28

2. MEthOde de traVall ........ccoiiiiiiiiiiii e 29
2.1, Lerecueil deS JONNEES .......couiiiiiiiii e e e 29
2.2. Prélévement SANQUIN .........ececiiieieieeeeeeeee e e rree e e e eeaaeesssnnnnne 29

3. EtUde MOIECUIAITE ...ttt e e e e e e e e e e e e e e 29
3.1, EXUraction d’ADN ...ttt e e e e e e e e e e e e e e et e e raenr e araranna 29
3.2. Recherche du polymorphisme 16 ins/del du géne ECA..............cooovrrriiiiiiceeennn. 30

3.2.1. Amplification par PCR (Polymérase Chaine Réaction)............cccccccvvvveeennn. 31
3.2.2. La deuxieme Amplification par PCR (Polymérase Cad&eaction)................ 33

IR T = (0] 11530 ] 0] (=Y 4 1V 1T TR 33



Introduction

| ntroduction

Le cancer du col de I'utérus est le deuxieme catieda femme dans le mon¢iearkin
DM, 1982).Dans de nombreux pays de I’Amérique du sud et¥dadue, il représente méme
la premiere cause de mortalité par cancer et gadrie ne cesse de croitre. En revanche, dans
la majorité des pays développés, le cancer duecbliterus est moins fréquent et accuse méme

une nette régression attribuée pour une part darefntenses de dépistage précoce.

Auparavant, de nombreux facteurs de risque ontagtportés pour étre associés a la
survenue d'un cancer du col. Parmi ces facteursirls de papillome humain (HPV) est
considéré comme un facteur étiologique dans leerashe col utérin. Le tabac, I'age précoce
des rapports sexuels ou de grossesse, plusietien@aes sexuels et 'avortement trop de fois
sont également identifiés comme des facteurs deeipour le développement du cancer du
col utérin (Schiffman M,2007). Méme si le rble dalde ces facteurs dans le développement
du cancer du col est discuté, les mécanismes ae#alet moléculaires dans I'étiopathogénie
sont largement inconnus. Les récentes découvedes t&é domaine des oncogenes et
I'application des techniques de biologie moléc@dirla clinique ont donné un nouvel essor a

la recherche de nouveaux marqueurs biologiquesZ&en Zuloeta Ladd AM, 2005).

Le systéme rénine-angiotensine (SRA) est un éléemgortant du systeme endocrinien
et de circulation dans le corps humain, qui peustaj la pression artérielle par action sur la
tension vasculaire, la dynamique de la circulatsamguine dans les reins et I'équilibre
électrolytique, et est étroitement liece a la peéodition des cellules endothéliales et des
interactions de nombreuses cytokines (Koh WP,2003¢nzyme de conversion de
I'angiotensine (ECA) est une enzyme clé du SRApgqui convertir I'angiotensine | (Ang I) en
un peptide actif qui est l'angiotensine Il (Ang (Qarl-McGrath S, et al.,2007). Ce dernier
posséde un pouvoir vasoconstricteur puissant. BBgqart 'ECA est également impliquée dans

I'inactivation de la bradykinine qui est un vasatilur (Sugimoto M, Furuta T, 2006).

Le gene codant pour I'enzyme de conversion dagi@ansine est localisé sur le bras
long du chromosome 17 (17923) et est composé @x@s et 25 introns. Le clonage du gene
de 'ECA a rendu possible l'identification d'un gatorphisme d’insertion (I) ou de délétion
(D), consistant en la présence ou I'absence d’'gmset de 287 paires de bases au niveau de
I'intron 16 de ce géne (Rocken C, 2005). Ce polyhmme a été associé a la variation du taux
plasmatique de I'ECA expliquant prés de 40% deald@ance de ce taux et par conséquent a la

concentration plasmatique de l'angiotensine Il. déifet, les sujets porteurs de l'allele D
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présentent un taux plasmatique de I'enzyme de ceimreaugmenté par rapport aux porteurs
de l'allele | (Medeiros R, 2004).

Des études antérieures ont montré I'implicatiopdiymorphisme insertion/délétion de
'ECA et le risque accru de développement du camted'autres maladies de l'appareil
reproducteur, y compris le cancer du sein, le qagastrique, le cancer de la prostate et les
fausses couches récurrentes (Al Sallout RJ, 2@dhn ces rapports, le polymorphisme de
'ECA affecte les concentrations plasmatiques attlvité de I’Angll qui peut favoriser la
prolifération des cellules de cancer par combimaigeec le récepteur de I'angiotensine Il
(AT1R). La combinaison de I'Angiotensifie et AT1R peut également induire une
augmentation de la formation d'oxyde nitrique (NDJles molécules d'adhésion de la cellule

qui sont tous deux en rapport avec la croissande tgneur et la métastase.

Plusieurs études épidémiologiques ont évalué lgnpaiphisme insertion/délétion de
'ECA dans plusieurs cancers humains (Jun-Ge Haal.et2012), mais jusqu'a 2012 les
mécanismes d'implication de ce polymorphisme dansahcer du col de l'utérus sont restés
inexplorés. Par conséquent, dans cette étude noms assignés comme objectifs d’explorer
les facteurs de risques les plus courants chegujess avec un cancer du col de l'utérus, et
démontrer une possible association entre un nouveatgueur génétique qui est le

polymorphisme insertion/délétion de I'ECA et laaiaogenése du col utérin.
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|.  L’appareil génital féminin

L’appareil génital féminin est constitué des orgagénitaux externes et internes :
Les organes génitaux externes comprennent :
- le vagin et la vulve qui sont les organes deolaulation.
- les glandes mammaires sont les organes detitan
Les organes génitaux internes comprennent :
- des glandes élaborant les gameétes femelleoviaees ;
- deux conduits amenant les ovules jusqu'a I'ergde la nidation : les trompes
utérines ou trompes de Fallope.
- 'organe de la nidation et la gestation ou seldd@pe I'ovule fécondé : 'utérus (corps
et col) (La Ligue 101 Comites, 2009).

Ligament de Endométre Ligament Trompe de Fallope
la trompe Ovaire de l'ovaire
l \ \ S -
\ \\ - -
Ligament k - 1 Isthme Pavillon
large 3 /
/ 'J «~——— Myometre
" "
¥l s Col ou cervix
Ligament rond PR Vagin
Ligament utero-sacre

Emplacement de I'nymen 1 © Goorges Dokni

Pelites levres — 12— Utérus, ovaires, vagin

Figure 1 : appareil génitale féminine (Omar Qasmieh, 2012).
1. L'utérus

C'est un organe médian, impair. Il est situé dangetit bassin, entre la vessie et le
rectum. Il a la forme d'un tronc de cbne a sommigtrieur. Il ‘isthme est appelée le corps de
l'utérus. Il a une forme conique, aplatie dansdessantéropostérieur. La deuxieme partie
située sous l'isthme est le col utérin (Omar Qasn#e12) (UMaF, 2011).
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Figure 2 : configuration interne de I'utérus (FMM ,2007).

2. Le col utérin

2.1. Description du col de l'utérus

Il est cylindrique, un peu renflé a sa partie mayept sera divisé en deux parties par
la zone d'insertion du vagin : une partie suprginade qui prolonge le col et est visible
dans la cavité pelvienne, une partie intra vaginasible au spéculum et palpable par
touché vaginal et rectal. Cette extrémité intraginale est percée par un orifice a sa
partie inférieure ; l'orifice externe du col.sé prolonge a l'intérieur de I'utérus paneu

cavité ; le canal cervical (Omar Qasmieh, 2012).
2.2. Les dimensions moyennes

L'utérus pése environ 50 grammes chez la nullipai® grammes chez la multipare.
Le col fait environ 1/5 de I'organe et mesure 2an3de longueur, 2 a 3 cm d'épaisseur avec

un canal cervical de 2 a 3 mm de diametre
2.3. Histologie du col de l'utérus

Le col utérin est constitué de I'exocokeetocol , doubler par deux types
d’épithéliums : Un épithélium malpighien non kénate, pluristratifie, de siege exocervical
et un épithélium glandulaire constitué par tedlules cylindriques muco- sécrétantes, uni
stratifié, de siege endocervical. Ces deux élpitmés s’affrontent au niveau de la zone de

jonction (transformation) exocol-endocol (FMPIF©Q09).
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2.4. Le role du col de 'utérus

Le col de 'utérus est un lieu de passage, au modes regles, il laisse passer le sang
des regles, qui s'écoule vers le vagin et I'extéridpres un rapport sexuel, le col laisse
remonter le liquide séminal contenant les spernuéities vers le corps de l'utérus puis vers les
trompes et les ovaires pour éventuellement fécondearvule. A la fin de la grossesse le col
utérin se modifie, et quand arrive le moment decbachement, il s'efface completement pour

laisser passer le bébé et permettre la naissance.

3. Le cancer du col de l'utérus

3.1. Définition du cancer du col de 'utérus

Le cancer du col de l'utérus correspond au développt d'une tumeur maligne au
sein de ses tissus. C'est un cancer sexuellensrgntissible impliquant un virus : le virus
HPV (HumanPapilloma Virus) d'un type particulierdt a haut risque » (ou oncogene)
(Nicolas Duport, 2007). C’est une pathologie diétion lente (Attal, 2012). Sur une
quinzaine d’années. les lésions précurseurscatte pathologie débutent généralement a
la jonction entre les muqueuses épidermoide gktndulaires du col de l'utérus. Il met
donc cette zone en perpétuel remaniement, @acettespond a un site privilégié d’infection

par les papillomavirus (Sophie Isautier, 2012).
3.2. Epidémiologie

Le cancer du col de I'utérus est un des canceta fignme les plus meurtriers dans le
monde. Ce sont les pays les plus défavorisés auiles plus touchés par cette maladie. En
effet, il existe un réel contraste entre les paiches” et les pays “pauvres” qui s’explique par
le développement de stratégies de dépistage qtrides en charge thérapeutiques efficaces
dans les pays industrialisés (Sophie Isautier, 2012

» Situation dans le monde

Le cancer du col de l'utérus représente envirofolde la totalité des cancers dans le
monde (Charlotte B, 2009). Il fait encore pres diemi-million de femmes victimes par an a
I'échelle mondiale, avec 493 000 nouveaux cas éstiam 2002 et plus de 500 000 en 2005
(Sophie Isautier, 2012).
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En 2005, sur les 260 000 déces qui lui sont impesal®5 % ont eu lieu dans les pays
en développement (Duport N, 2007).

Le taux d’incidence de ce cancer n'a cessé de dienientre 1980 et 2005, avec un
taux de décroissance de 2,9% par an. Dans le némpstle taux de mortalité a diminué en
moyenne de 4% par an. Toutefois cette décroissamc tendance a se ralentir. Il faut
savoir que lincidence de la maladie @aren fonction de I'dge et de la catégor
socioprofessionnelle, I'incidence augmente W0 ans, puis diminue et le risque de
mortalité augmente jusqu’a 50 ans pour diminusuge. En moyenne, I'age au diagnostic
est 51 ans. Le dépistage est recommandé patesttes femmes entre 25 et 65 ans avec
un intervalle de 3 ans entre chaque FCU, silem&CU étaient normaux (Attal, 2012).

L’incidence de ce cancer est tresinégale sésnpays et ce en faveur des pays
industrialisés. L’Amérique centrale et I'Angire du Sud, les Caraibes, I'Afrique Sub-
saharienne et certaines régions d’Océaniefddiel’sont les plus touchées et sont également
parmi les régions les plus pauvres du monde. Ceqpligque par le manque de moyens de ces
pays, ou le dépistage et le traitement des legodsancéreuses sont insuffisants. Ainsi, le
risque d’étre atteint d’'un cancer du col utérircaurs de la vie est estimé a 4 % dans les pays
en voie de développement et est inférieur a 1 9% tmpays industrialisés (Sophie Isautier,
2012).

» Situation en Algérie

En Algérie le cancer du col de l'utérus est clams&inquieme rang selon les donnes
d’incidence dans le monde (Hamdi Cherif, 2010).c&ecer touche entre 75 000 et 100 000
personnes annuellement. Environ 1400 nouveaux saaisdiagnostiqués chaque année. Il
n'est le plus souvent découvert qu'a un stade avaac souvent le diagnostic est établi
tardivement, rendant les chances de guérison tigsnes. En Algérie comme dans les
autres pays en développement, le cancer du caohutjrésente la deuxieme localisation

cancéreuse apres le cancer du sein (Echo Algé&ie)2
3.3. Les types du cancer du col de l'utérus

Histologiquement il existe trois types de lésionSsoplasiques qui peuvent étre
observées au niveau du col : les carcinomes épaidas qui représente entre 85 et @@s
cancers du col utérin. Les adénocarcinomes ne omtieque 8 a I2des cas. Les autres
formes histologiques comme les sarcomes, les m@lesioles cancers a cellules claires, sont
rares (Gerbauledt al.,1997).
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3.3.1. Carcinome épidermoide
Il se développe a partir de I'exocol
a. Carcinome in situ

Pour les carcinomes épidermoides in situ du cainjtéépithélium est désorganisé
sur toute sa hauteur dans la zone de jonctioncélgles malignes occupent I'épithélium sur
une certaine surface mais ne franchissent pas itabna@e basale (Bernard P, 1999). Depuis
les années 70, une augmentation significative daolbme de cancers in situ chez les femmes
de moins de 40 ans a été mise en évidence dapayssou le dépistage est organisé. En ce
qui concerne le carcinome épidermoide in situ etiqodier, 85. des cas sont détectés chez

des femmes de moins de 45 ans (Barasso R, 1995).
b. Carcinome micro-invasif

Dans le carcinome micro-invasif, il existe une wptde la membrane basale et une
invasion stromale par les cellules malignes. Leepii¢l métastatique de la Iésion est encore
limité, il augmente avec I'étendue de la lésion, paofondeur de [linvasion et
I'envahissement des espaces vasculaires et lynopieati Dans le cancer micro-invasif, avec
une profondeur d’invasion inférieure a 3 mm, lequis d’envahissement ganglionnaire est
pratiquement nul. Dans le carcinome micro-invasgc une extension comprise entre 3 et 5
mm deprofondeur, le risque de I'atteinte gangliorenast de I'ordre de 1 &.§Hoffstelter S
et al.,1994).

L’étude anatomopathologique d’'une piece de comisaéist nécessaire et suffisante
pour établir le diagnostic de carcinome épidermaid®o-invasif (Le Cru Fet al.,1997).

Le carcinome épidermoide micro-invasif touche esskgment la femme jeune, d’age
moyen de 35 ans, en période d'activité génitaleffdtigdter Set al, 1994 ; Reich Cet al.,
2001). Les facteurs pronostiques des carcinomegosmgasifs sont: I'extension aux

parameétres, I'atteinte ganglionnaire et les embwipho-vasculaires (Le Crudt al, 1997).
c. Carcinome invasif

Il représente I'immense majorité des cas (8%)dmut d’abord apparait une zone
péri-orificielle, indurée, granuleuse, iodo-négatet saignant facilement. Elle va évoluer vers

'une des modalités suivantes :
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* La forme bourgeonnante, plus ou moins volumingirgle et hémorragique.
* La forme infiltrante, avec un col augmenté dauwad et infiltré.
* Et la forme ulcérative, avec un cratere plus @ingvolumineux, hémorragique,

a base indurée.

Dans certains cas l'origine du cancer se situe dianslocol avec une infiltration
massive circonférentielle de 5 a 6 cm ou plus,igéat le tableau du cancer en barillet
(Gerbauletet al.,1997).

3.3.2. Adénocarcinome
Ce type de cancer se développe a partie du lendocol
a. Adénocarcinome in situ

L’adénocarcinome in situducol utérin est une Iésionancéreuse débutante
développée a partir des glandes endo cervicgj@essont contigués a la zone de
jonction. Cette Iésion est souvent associée adaplasie malpighienne intra épithéliale du
col utérin. Les anomalies cellulaires « noyaallongés, hyper chromatiques , nucléoles
et siege de mitoses », sont retrouvées auamides récessus glandulaires endo cervicaux,

sans invasion stromale (Naima EIl Aarji, 2006).
b. Adénocarcinome micro-invasif

L’adénocarcinome micro-invasif est défini par undfiliration du stroma .La
distinction entre adénocarcinome in situ et adémooame micro-invasif est alors tres
difficile. la profondeur et le degré d'infiltian sont également tres difficiles a apprécie
Les facteurs pronostiques sont : la taille tumoralelegré d’'invasion, I'atteinte ganglionnaire
et le type de chirurgie proposée (Webbel@l.,2001).

c. Adénocarcinome invasif

Depuis quelques années, la prévalence des adémoraes infiltrants du col semble
augmentée surtout chez la femme jeune de moins5dan8 (Martel Pet al., 2000). II

représente environ 15 a72@es tumeurs cervicales utérines (Naima El Aagda).

L’adénocarcinome peut avoir plusieurs aspects nwogiiques : exophytique, plat
glandulaire, non visible (GuillEmotonia A.TrabalB¢c1995).
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3.3.3. Les sarcomes et les mélanomes

Exceptionnellement, certaines tumeurs primitiveaveat se développer au dépend
du col utérin comme les sarcomes (Iéiomyosarcohmydomyosarcome embryonnaire), les
choriocarcinomes, les mélanomes. lls sont tressrateniveau du col utérin, de survenue
tardive avec comme moyenne d'age 54ans et se mtanfepar des métrorragies. Le
mélanome malin peut étre pigmenté et donc de dsgntacile ou achromique nécessitant
une étude immunohistochimique. Son pronostic est filicheux d’autant plus s’il n’est pas

pris en charge précocement (Naima EIl Aarji, 2006).
4. Cause et facteurs de risque du cancer du col detérus

La cause du cancer du col de l'utérus est I'inéectu virus du papillome humain.

Cependant la plupart des cancers sont attribualdesnombreux facteurs de risque
4.1. L'infection par HPV

Le virus du papillome humain (HPV) est considérénoe la principale cause mais
non suffisante a elle seule du cancer du weérin (Walboomers J\Mt al., 1999).
L'infection par HPV est causée par un contact tirftcdans le cas du col utérin, elle se fait
généralement par contact sexuel, ou méme par ¢qréaa-a-peau. Le HPV est trés fréquent

dans la population générale (ESMO, 2012).

Alors que plus de 50 types de VPH peuvent infdeteroies génitales, 15 d’entre eux
(les types: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52586,59, 68, 73, et 82) sont considérés a fort
potentiel oncogéne pour le col utérin. L’analyse dennées groupées provenant de 11 études
cas-témoins menées dans 9 pays (tous sauf dewdéspays en développement) que 1 918
femmes présentant un cancer du col utérin ont smue 8 types de HPV (16, 18, 31, 33,
35, 45, 52, et 58) étaient impliqués dans 95 %cdasers du col (Muficzt al.,2003).

Le HPV-16, type le plus courant, est impliqué dafisa 60 % des cas de cancer du
col. Le HPV-18, second type le plus courant, estaarse dans10 a 12 %des cas. Les types les
plus courants de HPV a haut risque varient selempbgys et les régions. (Bosch [EXal.,
2003).

Les femmes infectées avec d'autres agents sexumitetransmissible, comme le
Chlamydia trachomatisoul’herpes simplex virus-2 YHE sont plus susceptibles de

développer un cancer du col utérin que lesnfem qui ne sont pas Co-infectées. les
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femmes positives au HPV, le HSV-2 était agsdrois fois du risque de développer

un cancer du col utérin (Smith, 2002).
4.2. Le comportement sexuel

L’age au premier rapport sexuel et le nombes partenaire sont des facteurs
déterminants de linfection a HPV. Le risquedevelopper un cancer du col est trois fois
plus important chez les femmes ayant dix partesali#erents, par rapport a celles ayant un

seul partenaire (Kokotek, 2011).

Plusieurs études suggerent que l'infection a VHéerait dépendante des pratiques
sexuelles (D'Souzet al.,2009 ; Gillisonet al, 2008 ; Schwartet al., 1998).

Une parité élevée est un cofacteur de l'infectiddPV, Les données groupées de huit
études cas-témoins sur le cancer invasif du colrnugt deux études sur le cancer in situ
(CIS) provenant de quatre continents semblaointrer que, par rapport a des femmes
gui n’ont jamais eu d’enfant, celles qui en ontr@is ou quatre ont 2,6 fois plus de risque de
contracter un cancer du col utérin ; cellesequont eu sept ou plus avaient 3,8 fois plus
de risque (Mufozt al., 2002). D’autres études corroborent cette relapiositive établie

entre le nombre d’enfants et le cancer du col (TdmDBet al.,2001).

L'age précoce de la premiére grossesse représemtefacteur de risque car
'immaturité du col utérin au cours de I'adolescenie rend vulnérable aux chocs subis lors

des coits et pendant 'accouchement.
4.3. L'infection par HIV

chez les sujet infectés par le VIH, le uisqd’infection par HPV est possible et
corrélé a une augmentation du potentiel ontegées femmes infectée par le VIH sont
plus facilement infectées par des types de/ HPrisque élevé et risquent davantage de
redévelopper des Iésions précancéreusesle eles développer plus rapidement que
les femmes séronégatives au VIH dans la ménggaaé d'age (De Sanjose, Palefsky ,
2002).

4.4. Le tabagisme

Le tabac est un facteur environnemental qui pefectdr le risque de cancer du col
utérin. Des études montrent que les fumeuses onisgne deux fois supérieur aux non-
fumeuses (Hildesheirt al.,2001; Szarewslat al.,1998 ; Castellsaguet al.,2002).
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4.5. La contraception orale

Elle est aussi considérée comme un facteur potehtieléveloppement du cancer du
col utérin. Il semble bien que les oestroprogdstadi la dépomédroxyprogesterone, apres
correction des facteurs sexuels, augmentent leegisgut au moins chez les femmes qui les

utilisent depuis plus de 5 ans (Laaredj N, 2006).

Le risque de cancer augmente avec la durée de gdaseontraceptifs oraux :
'augmentation est de 10% pour une utilisation denside 5 ans, de 60% pour une utilisation
de 549 ans et de 100% pour une utilisation denCet plus (Belot A&t al.,2006).

D’autre part, les femmes sous contraception ortlisent mois fréquemment les protections

mécaniques ce qui augmente le risque de contammpdr HPV.
4.6.Niveau socio-économique

Un niveau socio-économique faible est considéréncemn facteur de risque. Pour le
cancer du col utérin, plus Particulierementngd les régions a faibles ressources les
femmes d'un niveau socio- économique faildet souvent des revenus limités aux
services de santé, il ya une mauvaise alimenta&iame connaissance limité des problémes
de santé et des comportements préventifs. Toulacesrs peuvent étre la cause de plusieurs
maladies y compris celles que I'on peut préverimmme le cancer du col utérin (Dos Santos,
1997).

4.7 .Les facteurs endogenes

bY

Les facteurs endogenes correspondent a certaitgufacgénétiques en rapport
notamment avec le groupe de génes dans le compieyeur d'histocompatibilité (CMH)
humain qui code pour les protéines présentatricastigene de surface, le systeme HLA
(humaneleucocyteantigene) (par exemple, expresitohalléle HLA-DQB1*0301 seul ou
combiné avec l'allele HLA-DRB1*0401).(IARC N, 2005Baseman Jet al., 2007 ;
Monsonego J, 2006 ; Munozeé al.,2007).

4.8. Antécédents familiaux du cancer du col de I'étrus

La présence d’antécédents familiaux de cancer Hutéan pourrait affecter le risque
d’'une femme d’étre un jour atteinte de cette maladi de changements du col.
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5. Les symptdmes du cancer du col de l'utérus

Le cancer du col de l'utérus dans ces premiersestad lorsqu’il s’agit d’'un état
précancéreux, peut se développer sans qu’'aucue sigrsymptdme ne se manifeste. Voila
pourquoi il est d’autant plus important pour lesifees sexuellement actives de passer un test

Pap et un examen pelvien tous les 1 a 3ans (s@argt&lienne du cancer, 2007).

On remarque les symptdémes suivants :
« Saignements vaginaux anormaux
» Saignements ou pertes Iégéres entre les menetrsiat
» Saignements apres un rapport sexuel
« Menstruations plus longues et plus abondant guiav
» Saignements vaginaux apres la ménopause
» Ecoulements vaginaux plus abondants que I'habitud
» Douleurs au bassin ou au bas du dos
 Douleurs durant un rapport sexuel

* Présence de cellules endométriales au frottigiamraginal, méme en l'absence de tout

symptéme.

Il arrive souvent que de tels symptémessoienté&sapar d’autres problemes de santé
que le cancer ou par les infections (sodétgadienne du cancer, 2007). Ces situations
nécessitent un hystéroscopie et un curetage bispsgus anesthésie générale afin de poser

ou de rejeter le diagnostic de cancer (Luc Van elaz@03).
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Il. Le papillomavirus humain

1. Description

Le papillomavirus humain appartient a la grandeitfardes papillomaviridae, c’est un
virus icosaedre avec plus que 100 génotypes quétgnséquenceés, L'origine étymologique
du mot papillomavirus provient du latin papillajdinutif de papula signifiant bouton, et du
suffixe grec ome, désignant le caractére tumormd. remiers papillomavirus humain ont été
décrits en 1933 (Denis, 1999). Mais la découveet¢attiviteé oncogéne des papillomavirus

est faite en 1984 par Zur Hausen (Zur Hausen, 2009)
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Un exemple de HPV, Papillemaviros humain

Figure 3: Schéma de PVH Source : http://inature.canalblogutmages/20051213 01.gif

2. Organisation structurale et génomique des papdmavirus humains

Les papillomavirus humains sont des petits viruay(PM, et al., 2003), de 52 a 55
nanometre de diamétre dont la capside est comples&8 capsomeres formant une structure
icosaédrique (Seedorket al., 1985). Leur génome viral est constitué d'un acide
ésoxyribonucléigue (ADN) double brin circulaire dam seul brin est codant d’environ 8000
paires de bases (Liu X, &k, 2006) divisé en trois portions (figure) :
+ Une région précoce dite E (Early protein)codant pour des protéines de régulation

non structurales appelées E1, E2, E4, E5, E6 et BZ&nviron 4Kb:

- EletE2jouent un réle important dans la réplication \@ral

- E5 mais surtouE6 et E7 sont les protéines responsables de I'immortatinati de

la transformation des cellules infectées

- Edimpliqué dans la maturation des virions.
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+ Une région tardive dite L (Late protein) codant pour les protéines L1 et L2 qui
interviennent dans l'organisation structurelle duy en formant la capside, faisant
3Kb.

+ Une région non codanteappelée également long control region (LCR) ourepm
regulatory region (URR) qui contient 'origine dépfication (ori) de I'’ADN viral, le
promoteur P97 situé en amont de E6 et qui est nsgiirbe de la synthese de presque
tous les genes précoces. Et les éléments transonpts régulateurs. De taille
comprise entre 400 et 1000pb (Ozlairal.,1998).

Region o

Protcinc non codanic Immomalisatnon
| ct

o LCR "/1' transforma ton

dchapsdc \

\

Ll ccllulairc

—on

. HPV 10
l‘n'mcmc Réplcamon
dc b capsadc

Replication ADN
<t cguhson
dc b tmanscnipoon vinlc

Figure 4 : Représentation schématique du génome de HPV-16

3. Classification des HPV

Les papillomavirus ne sont pas regroupés au sein didre mais appartiennent a la
famille despapillomavidae(Fauquetet al., 2005). Il existe plusieurs types de classification

des HPV désignées ci-apres.
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3.1. Classification selon I'analyse phylogénique

La classification des HPV est basée sur le génoggpda@analyse phylogénique. Elle
permet de les différencier en fonction de leur iBo® (cutanés ou muqueux) et de leur

propriété biologique (11).
3.2. Classification selon le pouvoir cancérigene

Parmi les HPV cutanés les plus fréquents, les HP%, B, 4 ou 10 sont responsables
de verrues plantaires et palmaires. Les HPV 58 eux majoritairement retrouvés chez
des patients atteints d'une génodermatose rgyeldiénodysplasies verruciforme. Parmi les
HPV muqueux les plus fréquents, les HPV dits arlsagie oncogéne = HPV - BR(HPV 6,11)
sont responsables de Iésions anogénitales bénigties que les condylomes acuminés ou
verrues génitales et les HPV a haut risque on@gdiPV - HR (HPV 16, 18) sont associés

aux lésions précancéreuses et cancéreuses du ladbédes (Tableau 1) (Mosonego, 2006).

Tableau 1:Manifestations cliniques des principaux types d'Higtanés et muqueux
(Mosonego, 2006).

Autres types
L T w
types d.H'P‘ ex d'HPV moins Expression clinique
plus fréquents = :
fréequents
1.2.3.4, 10 26 a29. 38,41 Verrues plantaires
- o 9.10. 12, 14, Epidermodysplasie
V cut ; & ; & -
RS 358 15,17, 19a 25 verruciforme
5.8.14.17. 20 Carcinomes épidermoides
- Condylomes acuminés
HPV - BR |6. 11 42 445 - Pa.plllofn_es l_mj'nges_ _
conjonctivaux, buccaux
HPV
muqueux e s o
q 31,33, 35. 30 ;.C.‘_amel %1_11‘-.?1 ut.um et
HPV - HR [16. 18 45.51,52.56. e'(“,‘"fl_? Ss—
58. 50. 66. 68 - (—'!ll..l!l()lllt‘h - penis, vualve,
vagin. anus

4. Mode de transmission des HPV

Les infections & HPV sont le plus souvent transsniees de contacts intimes peau a
peau. Les rapports sexuels avec pénétration vagieal anale sont propices a cette
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dissémination. D’autres modes de transmissioont s décrits mais représentent des

voies mineures de contamination (Djigma, 2011).
4.1. Transmission sexuelle de 'HPV

Les rapports sexuels sont le premier modetrdnsmission génitale des HPV
(Thomaset al., 2001; CZEGLEDY,2001). Cette transmission se fait gontact direct entre
muqueuses génitales au cours d’'une relation sexuatifection par HPV chez la femme
augmentait avec le nombre de partenaires sexgugldle a pu avoir au cours de sa vie.
Ce phénoméne apparait aussi chez ’lhomme mais degré moindre  (Wineat al.,
2005). L'infection survient précocement, souvens dés premiers rapports sexuels. La
prévalence est maximale pour la tranche d’age 28r35Attal, 2012). L’infection a HPV est

une des 3 plus fréquentes infections sexuellemansmissibles (IST) (Roquille, 2009).
4.2. Transmission non sexuelle de HPV

La transmission des HPV peut également étre indirgrar contact avec des objets
(vétements, serviettes de toilette, draps...) essdeaces contaminés (piscines et douches qui

favorisent la propagation des verrues plantaif@syille, 2009).

La transmission de la meére a [I'enfant lors gdassage dans la filiere génitale
infectée reste une voie de transmissiorcesgnire actuellement démontrée grace au

développement des nouvelles techniques miaiées (Czegledy, 2001).

La transmission de I'HPV par ingurgitation de sangternel, de liquide amniotique,
de sécrétions vaginales, restent controverséeaurame phase virémique dans le cycle de
HPV n'a été démontrée a ce jour. Il en est de m@mer la transmission sanguine.
L’infection par HPV est localisée au niveau dpgh@&liums cutanéo muqueux se trouvant

dans les cellules basales sans passage sangyméDi2z001).

5. Cycle viral

5.1. Pénétration du virus dans la cellule

Les particules de papillomavirus sont internalidéasement et ce par un mécanisme
dépendant de I'endocytose par la voie des clathnooair HPV16 (Culget al., 2004; Dayet
al., 2003. Cependant, ce mode d’entrée ne semble pasditserwé entre les différents types

d’HPV (Sappet al., 2009). Le transfert de '’ADN viral au noyau esoral facilité par la
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protéine mineure de la capside L2 et par le dérament des ponts disulfures

intra-capsomeérique dans I'environnement réducteur dellale (Li et al.,1998 b).

Les virions plus ou moins dégradés sont relachis ldacytosol. La taille des capsides
de papillomavirus ne leur permet pas de diffusaspament dans le cytosol. Elles doivent
donc utiliser un processus actif impliquentytosquelette pour rejoindre le noyau
(Roquille, 2009).

Les virions sont transportés vers le noyau deelalle via le réseau protéique du
cytosquelette. La décapcitation se fait juste al/antrée de I'’ADN viral dans le noyau ou la
réplication virale commence (Motagne, 2010).

Cytoplasme
Noyau
Y ) La dynine facilite le transport du
"."i\ complexe |2/génome d'HIPFYV au
i noyau
\ *

L2 interagit avec la syniaxine 18 pour
O~ permettre la libération du complexe
S formé par le génome d°'TIPV et 1.2

L’endocytose par clathrine est suivie
par le transfert possible vers un e
processus dépendant de la cavéoline, ;'b‘:c,

le réticulum endoplasmique comme ' .::‘-:.":
cible ultime

L2 est clivée par une furine

exposant potenticllement un site T\ Le virion interagit avec la laminine 5 de la MEC

secondaire de lisison ? et se lie éventuellement 4 un récepteur héparane
% sulfate par une boucle a la surface de L1

Figure 5: lesétapes de pénétration du virus dans la cellule daiss le noyau (Pereira, 2009).

5.2.La réplication du virus

Apres I'entrée du génome viral dans le noyde la cellule hoéte, ily a
amplification de se génome viral parsdenzymes cellulaires, puis le maintien de 50 4100
copies de génome dans les cellules basales etsigptas, cette réplication est contrélée par

les protéines E1 et E2. Vient ensuite une @hds maintenance des cellules basales et
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suprabasales en phase de synthése d’ADN d@lasndispensable au cycle viral, Les

protéines E6 et E7 stimulent la progression péiase S du cycle cellulaire, cette étape de
cycle est dite non reproductive car il n'y aspde production de virions , seul les genes
précoces sont transcrits (Roquille, 2009).

Vient ensuite une phase de maintenance dasnggs viraux qui correspond au
maintien d'un nombre constant de génomes d'HPViraet 2 mesure des divisions cellulaires.
Elle est observée dans les couches basales etbasplas de [I'épithélium. Les génomes
d'HPV nouvellement synthétisés se répartissentyo@iiADN cellulaire, dans chaque cellule
fille (Roquille, 2009).

5.3. Assemblage des virions

La derniere phase du cycle virale va consistefassémblage de particules virales et a
leur libération a la surface de I'épithélium. Lesud protéines de structure L1 et L2 sont
exprimées uniquement dans les cellules différescatela phase d’amplification virale est
terminée (Doorbaet al., 1997). les protéines L1 et L2 assembler lagtiqules virales et
d’encapcider I'ADN viral, les cellules chargéese drions vont assembler et lisent la

surface de I'épithélium, assurant ainsi la diffsuirale (Kokotek, 2011).

Le génome est encapcidé dans un assemblage idgs@égour que l'infection soit
réussite il faut que la libération du virudes cellules est sa survie dans un emili
extracellulaire avant [linfection. Les HPV n'éta pas des virus lytiques, la sortie des
particules virales se fait via la zone de desquamatorsque la couche cornée superficielle
de I'épiderme est éliminée. La muqueuse est atessihfectante et le risque de transmission

des HPV est tres important (biologie.ens-lyon.@0%2).

Cette étape correspond donc a la phase produgtiggjue les virions sont formés
(Roquille, 2009).
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Figure 6 : cycle viral d’'HPV ( Roquille, 2009)
6. L'oncoprotéine EG6 et carcinogénéese

6.1. Structure d’'E6

L’oncoprotéine E6 est une protéine codé par le gé@econstitué de 151 résidus
aminoacides et d'une masse moléculaire d’envirorKda. Elle présente deux domaine de
liaison aux Zinc, Zd1 et Zd2 désignés par 4 maikxC (Barbosaet al., 1989 ; Grossmaat
al., 1989 ; Nomineet al., 2006). La PKA 47 et la PKN 48 peut phosphoryle6l'Eette

protéine est localisée aux noyaux plus précisénhetd chromatine condensée.

ZD1 ZD2

E6-AP MCmM7
Paxilline TNFR1
E6-BP TRF-3

136 Protéines a
domaines PDZ

L7 20 98 148 151

Figure 7 : Représentation schématique de 1§EBakrabartet al.,2003)
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6.2. Activité biologique d’E6
= |pactivation de P53

La protéine P53 est une protéine suppresseur deutufrégulation négative du cycle
cellulaire) peut étre dégrader par I'oncoprotéite(Echeffneret al., 1990). Le gene P53 est
rarement muté dans le cas du cancer du col dedsi{@ainautet al., 1998). Ce qui signifie
gue le mécanisme mise en jeu est une dégradatida pgsteme de protéasome (Scheffter
al., 1990). L'activité de P53 est contrdlée par 'E3quitine ligase mdm2 (Hondat al.,
1997). L'infection par HPV inhibe ce contrble néfjata E6AP aide l'oncoprotéine a
dégradé la protéine p53 (Huibregtseal., 1991 ; Scheffneet al., 1993). L'extrémité C-
terminal de P53 est le site de liaison a I'oncofire E6 de haut et bas risque mais seulement
les haut risque qui peuvent lier la région cceuquieprovoque la dégradation du P53 (Crook
et al., 1991). Le P53d’'une cellule exprime E6 haut risquest cependant pas dégradée
(Cooperet al., 2003b). L’'oncoprotéine E6 touche la transcriptthn P53 (modification post
traductionnelles) ou peut inhiber la liaison du R&Bniveau d’'une séquence spécifique de
I’ADN. La liaison P53 est empéchée par une intépact’E6 avec P53 (Lechnet al.,1994).

Un changement structural de P53 provoque la diagonidu complexe ADN-P53 ou inhibe
cette liaison (Thomast al.,1995) le second mécanisme c’est par isolement@ual sein du
cytoplasme qui signifie I'inhibition des voies dégrslisation dépendante de P53. Cet
isolement dO grace au masquage des signaux deshigat nucléaire au niveau du P53
(Mantovaniet al., 2001). Le troisieme mécanisme est une interacioec CBP/P300 ou
Hada3 qui provoque un arrét de la transactivatioluite par P53 qui inhibe I'activité de P53
(Patelet al., 1999) (Kumaret al.,2002). Le P53 est acétylé par le P300 (Bagleal., 2001).
L’E6 inhibe l'acétylation du P53 par la liaison avée P300 (Patekt al.,, 1999). Ce
mécanisme est provoqué seulement par les E6 Isguer(Thomast al.,2005).

= EG6 et I'apoptose

L’oncoprotéine E6 peut inhiber I'apoptose apredégradation du P53 ce qui résulte des
cellules infecté immortel (Paet al., 1995). L’'E6 touche les mécanismes de I'apoptose

(intrinséque et extrinseque) qui résulte des adlttansformées immortels (Petral., 1995).
= Activation de la télomerase

L'immortalisation des cellules épithéliales ou lansformation cellulaire est lier a
I'expression des E6 et E7 haut risque (Mungeml., 1989). La télomeérase joue un réle

important dans cette transformation (Kiyorb al., 1998). La télomerase s’occupe de la
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réplication des télomeres. Elle est activée daascétlules souches et les cellules au stade
embryonnaire a I'état normal, 90% des cellules éeeses exprime cette enzyme (Katral.,
1994). Dans le cas normale la mort cellulaire pgu par une €rosion progressive des
télomeres (Liuet al., 1999). La télomérase est activé par 'E6 (Klingethet al., 1996). La
régulation du hTERT est due a l'intervention du EP6@ewinet al.,2004).

7. L'oncoprotéine E7 et carcinogénése

7.1. Structure d’'E7

C’est une protéine qui a la méme structure de tdépre E1A de l'adénovirus et
I'antigéne T du virus SV-40 (McLaughlin-Drubiet al., 2009). Elle posséde trois régions
CR1, CR2, CR3. Ce sont des régions conserveesagaitérisent les activités transformates
des HPV haut risque (Edmones al.,1989). La région CR2 s’occupe suffisamment de
'association avec la protéine suppresseur de tomeu rétinoblastome pRb
(Mungeret al.,1989). Le domaine C-terminal est aussi présentesiten de liaison a la
protéine pRb (Liu et al. 2006 ; Patrick et al, 1994es mutants 16E7 perdent les propriétés
de liaison avec les pRb car ils ne possedent pagdmn CR2 (McLaughliDrubin et
al., 2009).

Figure 8 : Structure schématique du dimére d’E7 du génotyp@’apres (Liu et al., 2006)
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7.2. Activité biologique d’'E7
= Dégradation de pRb et induction de la transcriptiondépendante d’E2F

L’association d’E7 avec la protéine suppresseuttusieeur du rétinoblastome pRb
s’effectuer avec les protéines P107 et P103 deflmenfamille grace au site représenter par
le motif LXCXE au niveau du domaine CR2 (Dysdral.,1992 ; Mungeet al.,1989). La
P107 et la P130 sont responsable de la régulagaia transition G1/S et la progression du
cycle cellulaire par modulation de l'activité ductieur de transcription E2F. La transition
G1/S, linstabilité génomique, I'apoptose et laf@iénciation cellulaire sont des phénomenes
régulés par le facteur E2F. On définit le complgiRb/E2F comme un inhibiteur de la
transcription durant la phase G1 du cycle cellaldans le cas d’'une cellule normal la cdk2
phosphoryle la pRb en G1 et les cdk4/6 liberefiadeeur E2F (Boyeet al., 1996). Au cours
de I'infection par SV-40, E7 va lier le complexelgR2F qui provoque une perte du contrble
du cycle cellulaire. E2F va étre libéré suite @égradation par le systeme protéasome (Boyer
et al.,1996). Ce mécanisme ferait intervenir comme ubilggiligase, la culine-2 pour 'HPV
16 (Huhet al.,2007). L’expression d’E7 provoque la réductionaleemi-vie de la pRb de 9

heures a trois heures (Gonzaétal.,2001).
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Figure 9 : E7 et cycle cellulair¢Joneset al.,1997).
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lll. L’enzyme de conversion de I'angiotensine

L’ECA ou la dipeptide carboxypeptidase ou la peppdptide hydrolase ou Kininase
Il (EC 3.4.15.1) est une enzyme ubiquitaire derithistion trés large. Elle agir sur les deux
derniers acides aminés de I'extrémité carboxy-teahei des peptides et I'hydrolyser (Laraqui
,2006).

L'ECA est une metalloenzyme  (protéines qui compurte un  ou
plusieurs cofacteurs métalliques) a zinc donc iViét enzymatique nécessite la présence des
anions. La conformation allostérique du site ass$if modifiée grace a la présence de I'atome

de zinc et du chlore, lui donne sa spécificité gesrsubstrats dipeptidiques (Laraqui, 2006).

Elle existe sous trois formes : une forme membranaiourvue de peptide d’ancrage,
de poids moléculaire 160 Kda ; une forme circulasthkible |égérement plus petite, de PM
140 Kda, et une forme testiculaire de PM 90 Kdadfai, 2006).

La molécule mature d’'ECA est résultent d'un clivagein peptide précurseur.
L’ancrage de 'ECA sur la membrane cellulaire églitde et endothéliale se fait par un
peptide hydrophobe. Des modifications post tradactelle (clivage protéolytiqgue) au niveau

de la partie ancrée a la membrane cellulaire poaner la forme circulaire (Laraqui, 2006).

L’ECA membranaire possede 4 domaines : 24 acidesésmeprésentent le domaine
intracellulaire ; un domaine transmembranaire hptlabe de 20 acides aminés s’occupe de la
fixation de la protéine dans la membrane cellulagteux domaines extracellulaire possédant
d’environ 60% d’homologie entre eux, possédant ghagn site actif pouvant lier le zinc
(Laraqui, 2006).

1. Localisation du gene d’ECA

Le gene d’ECA est localisé sur le bras long du mtwsgome 17 en position 17923
(Mattei et al, 1989). Il est constitué de 26 exons et 25 intreind’une taille de 21 Kb. Les
exons sont d’'une taille variée entre 88 pb et 481ep les introns entre 150 pb et 2000 pb.
Son ARNm est d’'une taille 4.3 Kb, et sa traductiésultent un peptide de 1340 acides

aminés.

Chez 'homme il existe qu’'un seul gene d’ECA (Soeibet al, 1988). Les différentes
formes de la protéine sont due a I'épissage diitégke du transcrit du gene deACE.
(Soubrieret al, 1988).
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2. Le polymorphisme génétique du gene de 'ECA

Grace a le clonage de 'ADNc de I'ECA on détectepatymorphisme d’Insertion
(D/Délétion (D) d'un fragment intronique de 287, plzche en séquence alu au sein de I'intron
16. Les séquences alu sont des fragments d’ADNragizant a la famille des SINEHort
interspersed élément Elles sont caractérisées par la présence dien d@ restriction
de I'endonuclease de restriction Alu I. ces ségegsont longues d'environ environ 300 pb et
ne comporte aucun gene, et elles sont répétées0@30&@pies tout au long du génome
(Laraqui, 2006).

Trois génotypes sont possibles pour ce polymorphisitaux homozygotes Il qui
signifier une insertion sur les deux alléles (480. DD délétion sur les deux alléles (190 pb),
et un hétérozygote ID qui signifier I'existence dieux alleles : | (Insérée) de 490 pb et D
(Délété) de 190pb (Laraqui, 2006). Il existe d’astpolymorphismes du gene de I'ECA situé
sur des régions variables de ce dernier (T-5491€930, a-240T, T237C, 4656CT2/3). Mais

ne sont pas encore identifiés comme fonctionnedsa@ui, 2006).

3. L’ECA et la carcinogenese

L’angiotensine Il (Angll) est un peptide vasoagctitst aussi mitogenes et pro-

angiogénique. Il exerce leur action par l'internad@ai de récepteurs couplés aux protéines G :

L’expression des composants des systemes Angll dagsses tumeurs présente

généralement une ou plusieurs des caractéristgpeantes :

Surexpression du peptide et/ou du récepteur, noadidin du sous-type de récepteur
exprimé et localisation nucléaire du récepteur. IAagissent sur les différentes étapes de la
progression tumorale, et l'utilisation d’antagoasstspécifigues de leurs récepteurs, ou
d’inhibiteurs de leur synthése, est efficace p@lentir la croissance tumorale in vitro et in

vivo dans différents modeles animaux.
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3.1. Expression de systeme angiotensine Il dans tesneurs

En 1995 et pour la premiére fois, une étude a seggpe¢’ET-1 pouvait étre impliqué
dans le cancer de la prostate (Nelson JB, 1995)uiBeune expression de plusieurs des
composants du systeme ET-1 et plus récemment densgsAngll, a été mise en évidence

dans différentes cellules cancéreuses.

Outre une augmentation de la synthese du peptide, régulation positive de
I'expression du récepteur est couramment observést @insi qu'une augmentation de
I'expression de composants du systeme Angll étpreliée a certaines tumeurs (adénome

colorectal, cancers du sein et de la prostate) Aloya E, 2005).

Les récepteurs d’Angll sont exprimés dans les Esltumorales sont essentiellement
du sous-type AT1R, méme si une augmentation deréssion d’AT2R a été observée dans
les cancers du sein, suggérant une éventuelleipation des deux sous- types de récepteurs
a la progression tumorale. (Lahav R, 1999).

3.2. Mécanismes d’action de l'angiotensine Il sural croissance

tumorale et 'angiogenése
a. Angll et croissance tumorale

Angll a une action mitogéne ou anti-apoptotique geirnombreux types cellulaires
(ovaire, peau, prostate, sein, célon et systemengrcentral) (Nelson J, 2003) (Grant K,
2003) (Deshayes F, 2005) (Juillerat-Jeanneret 04PQANnguelova E, 2005) (Lazarini F,
1999). Selon le type cellulaire, 'un ou l'autresdeeux sous-types de récepteur d’Angll
peut étre impliqué dans ces réponses, alors qulAagit toujours par l'intermédiaire
d’AT1R. Comme d’autres récepteurs mitogenes, dsiigent I'activation de la voie ERK,
principalement par transactivation du récepteutleF (EGFR) (Figure 10), dont le role
sur la croissance tumorale est bien documenté HEis®, 2003). D’autres voies de
signalisation, parmi lesquelles les voies PI3K/&ktFAK, sont également impliquées
dans les effets de ces récepteurs sur la proiibérala survie et la migration cellulaires
(Figure 10). En accord avec son action antipra@iiée et proapoptotique, AT2R trans-
inactive 'TEGFR (Elbaz N, 2000) (Figure 10), notasmhvia 'activation de la tyrosine
phosphatase SHP-1 (Src homology region 2 domaitagsong phosphatase 1) (Nouet S,
2000), dont le role dans le cancer a été rapptite nouvelle famille de protéines

interagissant avec AT2R (ATIP), capables d'inhilzeprolifération cellulaire induite par



Chapitre 111 : Enzyme de conversion de I’angiotensine

'EGF a été identifiée (Nouet S, 2004), et des ésukcentes suggerent un réle potentiel

d’ATIP en tant que suppresseur de tumeur.
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Figure 10 : Principales voies de signalisation intracellulaileguplées aux récepteurs de
I'endothéline 1 (ET-1) et de I'angiotensine Il (Ahgimpliquées dans la progression tumorale. (S.
Cazaubon, 2005).

b. Angll et angiogenése

En Paralléle aux facteurs angiogéniques VEGF (Vasemdothelium growth factor),
FGF ou HGF (hepatocyte growth factor), Angll appss@ désormais aussi comme un acteur
de l'angiogenése (pour revues, voir (Bagnato A,420@Escobar E, 2004)). en agissant
directement sur les cellules endothéliales partdfimédiaire d’AT1R, sont capables de
moduler in vitro les étapes précoces de I'angiogenéprolifération, migration, invasion,
production de métalloprotéases spécifiques aemlatrice extracellulaire - MMP), mais
aussi I'étape, plus tardive, de tubulogenése. Angh active respectivement AT1R, est
également de puissants mitogénes pour les cellmesculaires lisses vasculaires. Au
contraire, AT2R, par son action négative sur leéss/de signalisation couplées a AT1R et au
récepteur du VEGF, régule négativement la migratims cellules endothéliales et la

tubulogenese. Il faut en outre noter Angll.
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Stimulent indirectement I'angiogenése tumoralel@iproduction de VEGF, aussi bien
par les cellules tumorales que par les celluleothrddiales. Cela implique notamment
'induction d’HIF-1a, le facteur de réponse a I'hypoxie (hypoxia-inaglckctor)
contrdlant la production de VEGF (Figure 10). Uneggrmentation de la sécrétion de
VEGF par les macrophages associés a la tumeur &geellules stromales a également
été observée en réponse a 'Angll (Egami K, 20@3jjita M, 2005). Réciproquement, le
VEGEF induit la sécrétion d'ET-1 par les celluleslethéliales et les cellules musculaires
lisses, conduisant a une boucle d’amplificationlalgroduction de ces facteurs pro-
angiogéniques. Finalement, ET-1 comme Angll somré&és en réponse a plusieurs
stimuli associés au processus tumoral (hypoxiepkayes inflammatoires, facteurs de
croissance), et peuvent agir de concert avec le VEGr les différentes étapes de

I'angiogenese.
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1. Population d’étude

Notre étude est une étude de type cas témoin &esede faite entre Mai et juin 2014
au sein du Centre Hospitalier Universitaire de @amtne. L’étude intéresse deux types de

populations I'un témoin et I'autre malade.
1.1. Population témoin

Elle représente la population des sujets apparemsaérs de différentes tranches
d’age et de sexe féminin, habitant essentieller@dédnstantine. Cette population est prise en

fonction de certains critéres :

» Criteres d’inclusion :

- Sujets de sexe féminin
- Tous ages confondus
- Sujets mariés

» Critéres d’exclusion :

Les sujets qui sont excluent de I'étude sont :

- Sujets fumeurs
- Sujets sous traitement medical

-  Femmes enceintes

1.2. Population malade

Elle correspond a 10 sujets algériens présentaictionoer du col de l'utérus sélectionnés
parmi les patientes admises au sein du servicadiethérapie en cancérologie au niveau du
Centre Hospitalier Universitaire de Constantine ({ICH et qui réferent a nos criteres

d’exclusions et d’inclusions.

o Critére d'inclusion :

- 10 malades ayant un cancer du col de l'utérus dsligiué par des meédecins
spécialisés.

- Tout age confondu

- Visant les femmes

» Critéres d’exclusion :

Les malades refusant de faire le prélévement.
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2. Méthode de travall

2.1. Le recueil des données

Un gquestionnaire (annexe 1) clinique comprenanteles données nécessaires est
établi pour la population d’étude. Tous les renseigents nécessaires sont enregistrés dans
ce questionnaire apres une consultation du dosgidicale du malade et un interrogatoire du

patient réalisé par nous-mémes.

Le questionnaire est relié a notre malade par uneénotation appropriée et les tubes
de préléevement sont étiquetés par la suite par éaennumeérotation, et tout cela est

mentionné dans un cahier d’enregistrement pour@ssne bonne organisation du travail.
2.2. Prélevement sanguin
Le prélevement sanguin s’effectue selon certaiiéres :

- Le prélevement se fait systématiquement a chagspitalisation d’une patiente de cancer

du col de l'utérus.

- Tous les prélevements s’effectuent avec poseadetg

- Les prélévements sont faits par le personnelifigial

- les prélevements se font en position semi- assise

- Les préléevements sont réalisés dans deux tub@®\EBMI) pour chaque patiente

Le tube EDTA est acheminé au laboratoire de retigeuniversité Constantine 3, en
vue d’'une extraction de '’ADN qui sera utilisé pd@tude moléculaire au sein du laboratoire

de biologie et génétique moléculaire université 3.

3. Etude moléculaire

3.1. Extraction d’ADN

Toutes les études génétiques nécessitent la digposi’échantillons d’acides
nucléiques, les leucocytes sanguins représenteoiui@e majeure d’ADN, les autres sources

cellulaires peuvent étre des biopsies
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» Principe

L’ADN de chaque patient est extrait a partir dackecytes du sang périphérique
recueillis sur tube EDTA, suivant la technique aaCON Ainsi les leucocytes sont séparés du
sang total par lyse hypotonique et traités engquateun détergent (SDS) et une protéinase K.
L’ADN nucléaire est libérées dans le milieu etpestéines qui lui sont associés sont digérées
et éliminées par précipitation au NaCl. La pelos ®rmée dans le surnageant par

précipitation avec I'éthanol. (Annexe 2).
L’ADN est solubilisé en phase aqueuse.
e Détermination de la pureté et de la concentration 'dDN
» Détermination de la pureté

La détermination de la pures& fait par le calcul durapport de la DO a 260 nm sur
DO a 280nm (longueur d’'onde d’absorption des pne®i qui doit étre compris entre 1.8 a
2.Les acides nucléigues absorbent a une longuendel'260nm alors que les protéines
absorbent a une longueur d'onde 280 nm. . Le ragpda DO a 260 nm sur la DO a 280 nm
est utilisé pour s’assurer de la pureté d’ADN det trontaminant d’ADN soit protéine ou
ARN.

On considere que:

-L’ADN est suffisamment pur lorsque le rapport RD©260/ DO280 est compris entre 1.6
et2 (1.6 <R 2).

-L’ADN est contaminé par les protéines si: DO26@WZ30 < 1.6.
-L’ADN est contaminé par les ARN si : DO260/ DO28@.

La pureté de I'ADN est essentiglteir une action efficace des enzymes de
restriction utilisées par la suite. Dans le ca$ DN est contaminé il faut procéder a la
réextraction d’ADN pour un bon usage et un bonltésdans I'étape suivante de la PCR.

Enfin L'ADN pur est conservé a +4°C jusqu’a utitisa.
3.2. Recherche du polymorphisme 16 ins/del du gene ECA

Le polymorphisme ECA 16 ins/ del est une délétiamdragment de 287 Pb dan

I'intron numéro 16du géne de I'enzyme de conversion de I'angiiens
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3.2.1. Amplification par PCR (Polymérase Chaine Réaction)

La PCR est une méthode de biologie moléculaire.Bmtipe repose sur la synthése

de multiples copies d’'une séquence d’ADN spécifique

a. Préparation du milieu réactionnel de la PCR
* Les Amorces (annexe3)
« Le mélange réactionnel :

Un mix de PCR comprenant des désoxyribonucléotidpsosphates (dNtp 2mM), une
enzyme d’amplification in vitro (Taq polymérase)eust amorces oligonucléotidiques
(annexe) (ECA 1R 20 pmol, et ECA 1F 20 pmol),emvironnement réactionnel constitué
d’un tampon (10X), MgCI2 (25 mM) etJD.

Apres avoir préparé le mix de la PCR, nous avois ptul de ce mélange avec 1 pl
d’ADN pour chaque tube.

b. Déroulement des cycles de la PCR

Le déroulement des cycles de la PCR asstdr@ par un thermocycleur (techn INE : TC-
512) et &s conditions d’amplification étaient comme suiine dénaturation initiale a 94 °C
pendant 1 minute, suivie de 30 cycles de PCR, cengmt chacun une dénaturation a 94 °C
pendant 30 second, une hybridation a 65.8 °C per@lasecond et une élongation a 72 °C
pendant 30 second et enfin une élongation finalg2°&€ pendant 8 minutes (annexe 3). On
ajoute une goutte d’huile de paraffine dans chaghe pour éviter I'évaporation des produit
de PCR.

Figure 11 :le thérmocycleur
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c. Préparation du gel d'agarose du contréle de PCR

A la suite de notre PCR un gel d'agaro&es&b est préparé (1.5g d’agarose et 100 ml
du TBE 1X) additionné de 10l du BET (Bromure d’éthidium) (Annexe 3 ). Le gedte

déposé sur une plague d’une cuve horizontale.

Figure 12 :la cuve pour électrophorése

d. Contrdle des produits de la PCR

Le Controle de La taille des fragments amplifie$fectue par une électrophorése sur
un gel d'agarose a 1,5 %.Dans chaque puit du gels déposons 1Qu du produit
d’amplification en présence deil2d’'un tampon de charge qui permet de suivre latfiade
migration. Parallelement un échantillon sans ADMI{b), est inclus dans la série a amplifier
et sert de control négatif. Le dép6t se fait dé adthode (-), et le systeme est soumis a une

migration sous un courant de 100 volts pendant30 m

* Profile

Aprés la migration, le gel est soumis au rayon U&s génotypes du polymorphisme
16ins/del du géne de I'ECA sont déterminés selos l@ndes obtenues. Le profil
éléctrophorétigue montrant une seule bande de B9feprésente le phénotype I/l, une seule
bande de 190 pb correspond au type homozygotetdalEx caractérisé par la délétion sur les
deux alleles. Le génotype hétérozygote D/l estasgmté par deux bandes de 190 et 490 pb.
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Figure 13: Profil éléctrophorétique des fragments amplifi@s PCR du géne ECA 1 (287 Pb) sur
gel d'agarose 1.5%

On observe chez les hétérozygotes (I/D), une &wisi bande qui représente un

produit hétéro duplex d’ADN.

L'apparition de I'allele (D) chez les hétérozygotest souvent préférentielle a I'allele

(I) donc il peut y avoir une confusion entre le g&mpe D/D et D/I.

* Confirmation de la délétion

Tous les génotypes D/D doivent subir une deuxi®@®&® de confirmation avec de
nouvelles amorces et les mémes conditions sauf [gowempérature d’hybridation. Les

nouvelles amorces concernent le fragment délété.

3.2.2. La deuxiéme Amplification par PCR (Polymérase Chaia
Réaction)

Un mix de PCR semblable a celui utilisé pour lanpéze PCR est préparé mais avec
un nouveau couple d’'amorce (Annexe) qui encadfeafgment Délété. Les conditions de la
PCR sont aussi semblables a ceux de la premiéresB@fpour la température d’hybridation
qui est 67 C°. Les produits d’amplification sonpdgés sur un gel d’agarose de 15% a 100

Volt pendant 30 minutes
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3.3. Profils obtenus

Le profil éléctrophorétigue montrant une bande @& Pb révéle la présence du
fragment Délété et le génotype est D/l au lieu de.D’absence de toute bande sur le profil

éléctrophorétique confirme la délétion et le gépetgst réellement D/D.

Figure 14 : Profil éléctrophorétique des fragments D/D amglifians la premier PCR du géne ECA
2sur gel d’agarose 1.5%.
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1. Répartition des sujets selon I'age

1.1. Les sujets témoins

Notre population témoin est composée de 10 sujetsexe féminin. La moyenne

d’age des témoins est de 55 ans. La répartitiogedést présentée dans le tableau suivant :

Tableau 1 :Répartition de la population témoin selon I'age

[20-30[ 0 0
[30-40[ 1 10
[40-50[ 3 30
[50-60[ 3 30
[60-70[ 1 10
>70 2 20

10 100

1.2. Les sujets malades

Notre échantillon s’étale sur une étendu de 48aes un dge minimal de 20 ans et un

age maximal de 80 ans. La moyenne d’age de ndtanétion est de 58 ans.

Tableau 2 :Répartition des sujets présentant un cancer dwedlutérus selon I'age

[20-30] 0 0
[30-40[ 1 10
[40-50[ 3 30
[50-60[ 3 30
[60-70[ 1 10

>70 2 20
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Figure 15 : Répartition des sujets avec un cancer du col dérus selon I'age

On observe une augmentation de I'incidence de ladigavec I'age. Les individus
les plus touchés sont situés entre 40 et 60 aimitlence diminue un peu entre 60 et 70 ans

et elle augmente a nouveau au-dela de 70 ans

La majorité des infections a HPV et en particules HPV a haut risque oncogéene
sont transitoires avant 35 ans. La proportion desties concernées par cette infection apres
35 ans sont celles qui ont une infection persistgrar les HPV a haut risque et pour
lesquelles une Iésion cervicale actuelle ou fuaungne forte probabilité d’étre détectée. Un
age plus élevé entraine un taux de clairance plbeef(MONSONEGO J.2007)

2. Les facteurs de risque du cancer du col de 'utérus

Nous nous somme intéresser aux facteurs de risaguens: le tabac, 'age du mariage,
age de la premiere grossesse, le nombre de gressagsiciplité des partenaires et le niveau

socio-économique.
2.1. Letabac

La fumer du tabac semble étre fortement associdéaeloppement des Iésions cervicales

précancéreuses et au cancer du col utérin (Hildestteal., 2001 ; Szarewslat al., 1998).

Mais dans notre recherche on n’a pasv&ales femmes fumeuses dans la population
malade mais nos malades peuvent étre exposéesbhagistae passif, ce qui explique
I'absence des cas fumeuse dans cette recherclsecgaierle tabac est considérer comme un

facteur de risque dans la majorité des cancers.
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2.2. Age du mariage

Dans notre population 50% des femmes ont eu de®rEpsexuels trés précoces (I'age
du mariage est entre 15 et 20 ans). Le pourcentagéemmes mariées entre 21 et 25 ans est
de 30%. Seulement 10% des femmes se sont mariaas Hvans, le méme pourcentage est

observé pour les femmes mariées au-dela de 25 ans.

100
90
80
70
60
50 | ® malade %
20 - m témoin %
30
20
10 -

<15 [15-20]  [21-25] >2 TOTALE

Figure 16 : Répartition des femmes avec un cancer du col dérlia selon I'age du mariage

On croit que l'activité sexuelle précoce accreitifque du cancer du col de l'utérus
puisqu'un grand nombre des changements qui se ipemdldans le tissu cervical lors de la
puberté rendent la région plus vulnérable aux t&sio

Les femmes ayant eu leur premier rapport a un &gmpe avant 16 ans présentent un
risque deux fois plus élevé que celle dont denper rapport a eu lieu aprées 20 ans
(Kokotek, 2011).

2.3. Age de la £ grossesse

L’age précoce de la premiere grossesse a été empéédans la population malade par
un pourcentage de 40%, 10% de femmes malades mbt®enceinte a un age trés précoce
(<15), chez la population témoin il y a une abseregrdssesse dans un age précoce et méme

trés précoce.
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Figure 17: Répartition des malades en fonction de I'age deréaniere grossesse

Il semble que les femmes dont I'age de la prengérsssesse est précoce ont un risque

plus élevé d’avoir un cancer du col utérin a caidesdinversion de I'épithélium cylindrique

pendant la grossesse qui fait apparaitre un épithélmétaplasique immature et des

transformations cellulaires

2.4. Nombre de grossesse

La multiparité est représentée dans les deux ptpataavec un pourcentage élevée

chez la population malade par rapport a la poparatémoin.

Presque la moitié de

I'ensemble des femmes atteintes de cancer du éohwtont des multipares, cela est plus au

moins fréquent chez la population témoin avec wrgmntage de 30%

La grande multiparité (plus que 5 enfants) comst@0% pour la population malade et

20% pour la population témoin.

100 -
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Figure 18 : Répartition des malades en fonction de nombre dssgisse
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Les données groupées de huit études cas-témoihes caincer invasif du col utérin et
deux études sur le cancer in situ (CIS) proverdat quatre continents semblent montrer
gue, par rapport a des femmes qui n'ont jamaid’enfant, celles qui en ont eu trois ou
guatre ont 2,6 fois plus de risque de contractercancer du col utérin ; celles qui en ont
eu sept ou plus avaient 3,8 fois plus de ris(Mefioz et al., 2002). D’autres études
corroborent cette relation positive établie engenbmbre d’enfants et le cancer du col
(Thomaset al.,2001).

2.5. Multiplicité des partenaires

C’est une notion difficile a la préciser car ellEprésente un sujet tabou. Elle a été

précisée selon la situation familiale des sujets.

Dans La population malade la multiplicité des paatees est représentée chez 20%

des femmes qui sont mariées deux fois et 0% cheagdalation témoin.

100
90 14
80 -
70
60 -

/— B malade %
50 -

® témoin %

40 -

30 -

20

L

0 -, . : 1
célibataire marié marié 2 fois totale

Figure 19 : Répartition des malades et témoin selon la sitndfi@mniliale.

Les résultats donnés par la VECCHIA en 1986 a démajque les femmes ayant
comme en céleuractivité sexuelle avant 23 ans et plus2 partenaires sexuel sont trois
fois plus de risque de cancer in situ(CIS) et deceninvasif.
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2.6. Niveau socio-économique

90% de notre population malade sont sans professiprobablement issues d’un niveau

socioéconomique bas.

Par contre dans notre population témoin le niveatiogconomique est plus au moins
élevé représenté par le fait que 70% des femmesntsoultivées ayant des fonctions et un

niveau universitaire.

3. Etude clinique

3.1. Les typeshistologiques du cancer

On a pu classer les différents types histologigiiesancer du col de l'utérus d’apres
les résultats de I'examen histologique mentionmesdas dossiers des patientes. On a trouvée
que le cancer épidermoide représente la majorgécde avec 80%, seulement 10% des cas
présente un adénocarcinome, et enfin pour 10 %@ddades le type du cancer n'a pas été

mentionner dans leurs dossiers.

type de cancer

= epidermoide adenocarcinome sans

Figure 20 :la répartition des malades selon le type histolagigiu cancer du col de 'utérus

Nos résultats concordent avec la littérature owdecaner épidermoide représente

I'immense majorité des cas (8590 Gerbauletet al.,1997).
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3.2. Stade du cancer

Le stade le plus fréquent chez les patientesl#t 50% de la population malade sont a

ce stade par contre 20% représente le stade €lilB)% pour le stade IB.

LES STADES DU CANCER

Ib
50%

Figure 21 : La répartition des malades selon le stade clinique

4. Fréquence genotypique du polymorphisme 16

insertion/délétion de 'ECA

L’étude génétique du polymorphisme d’insertion/tiéle de I'enzyme de conversion
de I'angiotensine a concerné 10 témoins et 10 realafipres la premiére PCR, 2 malades
et 7 témoins avec le génotype DD ont subis uneidmex PCR de confirmation de la
délétion. Le profil éléctrophorétique de la deuxéeCR a montré que seulement un
malade et 3 témoins présentent réellement la déldies génotypes des deux populations

ont résumés dans le tableau suivant :

Tableau 3 :Les génotypes des deux populations obtenus apRGRa

~ |malage | Jremon |

N % N %
DD 10 30
DI 90 70
Il 0 0
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La fréquence des hétérozygotes (D/I) chez lesssajatc cancer du col de I'utérus est
de 90% et celle du génotype homozygote délété (Pébyle 10%. Nous constatons qu’on n'a
pas de sujet avec le génotype I/l pour les dewulptipns malade et témoin. Il y a une
différence des fréquences de délétion entre legtssuiemoins et les sujets malade

(respectivement 30% et 10%).

Notre résultat ne montre pas d’association entrdélétion et le cancer du col de
I'utérus. Cela peut étre expliqué par la taillendére échantillon car les résultats obtenus par
(Jun-Ge Han, 2012) sur une population de 147 sajps un cancer du col de l'utérus ont
prouvés qu’'il y a une relation entre la délétion ghne de I'ECA et le cancer du col de

['utérus.

Plusieurs études ont montré I'implication du polyptosme d’insertion/délétion du
gene de 'ECA dans différents cancers mais jusQ082 aucune étude n’a été realisé pour
I'implication de ce polymorphisme dans le cancercdude l'utérus. Depuis peu d’étude ont
été réalisées. D'autres études avec une populplignlarge reste envisageables pour I'étude
de ce nouveau marqueur génétique du cancer dedaitérus.
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Résumeé

Le cancer du col de l'utérus continue de pose€ehprobleme de santé,
méme dans les pays développés. Sa fréquence décéu au dépistage
précoce des lésions précancereuses. Les cellulegreases du col sont presque
toujours associées a la présence dans leur géget¥®DN de papillomavirus
de type 16 ou 18.

Dans notre étude on a confirmé I'effet de plusidacseurs de risque tels
que : I'age, l'dge précoce du mariage et de gressela multiparité et la
multiplicité des partenaires ajoutant le tabagigmassif avec la survenu du
cancer du col de l'utérus. Par contre nous n’ayaasstrouvé de relation entre le

polymorphisme du gene de 'ECA et le cancer du col.

Mots clé:

Cancer du col de [l'utérus, polymorphisme, papillgms, Enzyme de
conversion de I'angiotensine, ADN, oncoprotéine.



Abstract
Cancer of the cervix remains a real heath problem, even in developed
countries. Itsfrequency decreasesthrough early detection of precancerous|esions.
Cervica cancer cells are dmost always associated with the presence in their

genome DNA of papillomavirus type 16 or 18.

In our study we confirmed the effect of several risk factors such as age,
early age of marriage and pregnancy, multiparity and multiple partners adding
passive smoking occurred with the cervical cancer uterus. By conswe did not find

any relationship between the polymorphism of the ACE gene and cervica cancer.

Keywords:

Cancer of the cervix, polymorphism, papillomavirus, Converting enzyme

angiotensin, DNA, oncoprotein.
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ANNEXE 01

Questionnaire

Patiente N° :
Nom : Prém : Age :
Adresse : Tel :
Profession :
Situation familiale : mariéd_| célibat{_Je
Age du mariage(date du ¥ rapport):
Nombre des mariagegnombre de partenaires)
Moyen de contraception : oui [] non[]
Nombre de grossesses : date de la lere grossesse :
Ménopause : oui[ ] nd |
Infection virale :  oui[ ] nq ]
Tabagisme : ouil] nol] nombre de cigarettes par jour :
Lieu d’habitat : rura_] urbd_]
Etats d’immunodépression: oui[_] no_|
Présence du cancer dans la famille : oul_] _h
Type du cancer(mentionné dans le dossier) :
Date du diagnostic et motif d’hospitalisation :
Traitement : Durée du traitement :
Rémission compléte : ouil_] nd_]
Poursuite évolutive :
Rechute : ouil] nd_] date de rechute :

Si autre cancer : Diagnostiqué le : Siege :



ANNEXE 02

L’extraction d’ADN

Préparation des leucocytes

-Dans un tube Falcon de 50 ml ; mettre le sand (6t@ ml) et compléter a 45ml avec du TE
20 :5; Laisser 10 min dans la glace.

- Centrifuger 10 min a 3900 g (3900 rpm).

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

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

- Centrifuger dans les mémes conditions précédentes

- Déverser le surnageant : obtention d’un culdiedeocytes.

Extraction de 'ADN
- dilacérer le culot de leucocytes soigneuseméntdsf les prendre complétement et les mettre
dans un tube Falcon conique de 15 ml.
- Ajouter 3 ml de tampon de lyse (Na Cl 400 mM,EDZi®M,Tris 20mM,PH 8.2)
- Ajouter 200uL de SDS a 10% (détruire les membranes cellulairéibérer ’ADN)
- Ajouter 100uL de protéinase K (PK) a 10 mg / ml.(purificatiom mhélange)
- Agiter le tube sur une roue rotative a 37°C pehdae nuit.
- Le lendemain ; refroidir dans la glace.
- Ajouter 1 ml de NaCl 4 M et agiter rigoureusemaitd main.
- Remettre 5 min dans la glace (précipitation desdmnes).
-Centrifuger 15 min a 2500 rpm.
-Transvaser le surnageant dans un tube Falcon dd,5fouter 2 fois son volume d’éthanol
absolu (100%) préalablement refroidi et agiter @mrriant le tube plusieurs foida pelote
d’ADN se formevisible a I'eeil nu. (Laisser éventuellement 30 &i20°C si la pelote d’ADN
ne se forme pas).
- Récupérer la pelote d’ADN par une pipette paseétua rincer 2 fois dans I'éthanol a 70%

dans un tube eppendorf stérile



ANNEXE 02

Solubilisation de 'ADN
- L’ADN est réhydraté en ajoutant entre 300 et 1Qi0Dde TE 10 :1 selon la grosseur de la

pelote et la concentration souhaitée.

- Laisser une nuit sur agitateur rotateur a 37U p température ambiante jusqu’a dissolution
compléte (de 1 jusqu’a 3 jours).

-Par le moyen du rapport de DO 260 nm/ DO 280 anpureté de I’ADN est déterminée en

indiquant la contamination de ’ADN par les pro&srou par les ARN.



Annexe 03

e Amorce du la 2 PCR
ECAILR : CTGGAGACCATCCCCATCCTTTCT
ECA1F : GATGTGGCCATCACATTCGTCAGAT

Tableau 2 :Déroulement des cycles de la PCR | dans le thérncteyr

Nombre de cycles Etape Temperature (°C) Duree
X1 Dénaturation finale 94 1 min
X 30 Dénaturation 94 30s
X 30 Hybridation 65.8 30s
X 30 Elongation 72 1 min
X1 Elongation finale 72 8 min

Préparation du tampon TBE 10x

Composants Quantite

TRIS 108 g

Acide borique 55¢g

EDTA disodium salt 9.3¢g

H20 Complété jusqu’a 1L

Préparation du tampon TBE 10x
100 ml TBE10x
900 ml Eau distillé

Amorce du 2éme PCR
ECA2r : TCGGACCACAGCGCCCGCCACTAC
ECA2f: TCGCCAGCCCTCCCATGCCCATAA



Annexe 03

Tableau 2 :Déroulement des cycles de la PCR Il dans le théryaeur

Nombre de cycles Etape Temperature (°C) Duree
X1 Dénaturation finale 94 1 min
X 30 Dénaturation 94 30s
X 30 Hybridation 67 30s
X 30 Elongation 72 1 min
X1 Elongation finale 72 8 min
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