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Introduction

Introduction :

Le cancer gastrique constitue un probléme majeur de santé publique a 1’échelon
mondial. Il représente le quatriéme cancer fréquent parmi les cancers diagnostiqués chez
I’homme dans le monde aprés le cancer du poumon, de la prostate, et colorectale et le
cinquieme chez les femmes aprés le cancer du sein, colorectale, du col de 1’utérus, des

poumons [1].

En dépit de la diminution de son incidence observée dans les pays occidentaux au
cours de ces 50 dernicres années, il reste la deuxieme cause de mortalité par cancer dans le
monde (soit 9,7% au total) [1,2]. En Algérie, IIs représentent 8,6 % de I’ensemble des cancers

incidents chez ’homme [14].

Le cancer gastrique, cancer agressif, présente une symptomatologie clinique discréte,
le plus souvent tardive et aspécifique, t¢émoignant d’une maladie déja localement avancée ou
métastatique, ce qui est responsable du mauvais pronostic malgré les progres de la chirurgie et

de I’oncothérapeutique [3.,4 ,11].

Le cancer de 1'estomac est une maladie d'étiologie complexe qui implique des facteurs

de risque multiples.

La plupart des cancers gastriques sont sporadiques et semblent tre le résultat des
effets cumulés de différents facteurs environnementaux tels que le tabac, 1’alcool, les
habitudes alimentaires [7, 8,87], et surtout 1’infection & Helicobacter pylori (HP), auxquels

s’ajoutent es facteurs génétiques de prédisposition.

Aujourd’hui les progrés constants de la biologie des tumeurs ont conduit a une

meilleure compréhension de la pathogénie du Cancer de I’estomac.

Son développement est caractéris€¢ par une combinaison complexe entre événements

génétiques et épigénétiques avec une instabilité marqué du génome tumoral.

Des progrés considérables ont été apportés a I’étude des facteurs de risque du GC en

particuliers ceux liés a certaines voies métaboliques, on cite la MTHFR.

De ce fait, dans ce travail nous avons évalué chez des patients le risque de cancer de

I’estomac par la recherche de la mutation C677T du geéne de la MTHFR.




Introduction

Les objectifs de notre travail étaient :

-De nous initier a la pratique de techniques de biologie moléculaire a savoir 1’extraction
d’ADN et la réalisation de PCR/Digestion.
- De rechercher le polymorphisme C677T de la MTHFR chez des témoins et chez des patients

présentant un Cancer de I’estomac.

- D’¢évaluer le risque de cancer de I’estomac associ¢ a 1’expression du polymorphisme

C677Tde la MTHFR.
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I.

Rappel Anatomique :

L’estomac est la portion dilatée du tractus digestif entre 1'eesophage et l'intestin gréle.
I1 est spécialisé dans l'accumulation des aliments ingérés qui y sont préparés chimiquement et
mécaniquement a la digestion et au passage dans le duodénum. Le suc gastrique transforme
graduellement la nourriture en une bouillie semi-liquide, le chyme qui passe assez rapidement

dans le duodénum.
I.1. Anatomie et Histologie de I’estomac :

L'estomac se divise en quatre régions : le cardia, le fundus, le corps et le pylore
(figure.1). Le cardia entoure l'orifice supérieur de l'estomac. Le fundus est la partie arrondie
au-dessus et a gauche du cardia. La grande partie centrale sous le fundus constitue le corps.
Le pylore (pyle : porte ; ourus: garder) est la partie inférieure de I'estomac qui se rattache au
duodénum. Il comporte deux parties, I'antre pylorique (antrum: caverne), qui est reliée au
corps de I'estomac, et le canal pylorique, qui méne au duodénum. Le pylore communique avec

le duodénum de l'intestin gréle par le sphincter pylorique [5].

) *,
Régions de I'estomac i = .

Fundus circulaire F - Cryptes gastriques
Cardia e - -
esophage 0 Couche .
y

Y, longitudinale
lore
By corps

= Glandes gastriques
Sereuse E d

/

~ Mugueuse

Patita

courbure

Y AN
+ -1/ Muqueuse musculaire

2
- Vaisseaux sanguins ] Sous-muqueuse

4 fd Lumigra
Duodeénum /

/ replis

Sphincter
pylorigue

|—' 4 Couche obligue
Grande
courbure
Couche musculaire
ablique N —

Couche circulaire Muscle

Couche longitudinale

" — Tissu conjonctif _} Séreuse

Péritoine viscéral
Figure 1. Anatomie et histologie de I’estomac [9]

La paroi de I'estomac est formée des mémes tuniques de base que le reste du tube

digestif, mais elle comporte quelques différences.

L’estomac est constitué de 3 couches musculaires : une couche longitudinale externe,
une couche intermédiaire circulaire et une couche interne oblique. La paroi interne de

I’estomac est composée de 4 couches: la séreuse, le muscle, la sous-muqueuse et la

]
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muqueuse. La muqueuse est densément munie de glandes gastriques composées de cellules

produisant les enzymes digestives, de I’acide chlorhydrique et du mucus [9].

1.2. Fonctions de ’estomac :

L’ensemble des fonctions de ’estomac est résumé dans le tableau 1.

Tableau 1 : Role des différentes structure du sac gastrique [5]

DIGESTION DANS PESTOMAC ‘

Structure

Activité

Résultat

MUQUEUSE

Cellules principales

Cellules pariétales

Cellules a mucus

-Sécretent le pepsinogene.

-Un précurseur de la pepsine est produit.

-Sécretent la lipase | -Scinde les triglycérides a chaine courte.
gastrique.

-Sécretent  de  l'acide | -Détruit les microbes dans les aliments.
chlorhydrique. Dénature les protéines. Convertit le

-Sécréetent le facteur

intrinséque.

pepsinogeéne en pepsine.
-Nécessaire a 1'absorption de la vitamine
B12, qui est utilisée pour la formation

des globules rouges.

-Sécrétent du mucus.

-Forme une barriere protectrice qui

empéche la destruction de la paroi de

l'estomac.
Cellules G -Sécrétent de la gastrine. -Stimule la sécrétion de HCI et de
pepsinogene.
MUSCULEUSE -Ondes de mélange. -Macerent les aliments, les mélangent
Péristaltisme. avec le suc gastrique, les réduisent en
chyme et poussent celui-ci a travers le
sphincter pylorique.
SPHINCTER -S'ouvre pour laisser passer | -Régle I’entrée et la sortie du chyme.
PYLORIQUE le chyme dans le
duodénum.
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1.3. La vascularisation de I’estomac :

1.3.1. Les artéres :

L'estomac posséde une tres riche irrigation artérielle en provenance du tronc cceliaque
et de ses branches. La plus grande partie du sang provient d'anastomoses, qui se forment le
long de la petite courbure, entre les arteéres gastriques droite et gauche et le long de la grande
courbure, entre les artéres gastro-épiploiques droite et gauche. Le fundus et la partie

supérieure du corps recoivent du sang des arteres gastriques postérieures et courtes [6].
1.3.2. Les veines :

Les veines gastriques sont satellites des arteéres gastriques.

tronc coeliaque a gastrigue gauche

aorte

a.splinigue

a.phrénique inférieure droite 2
P q a.gastriques courtes

a.hépatigues droite et gauche
a.cystigue 3
a.hépatique propre

— branches de I’a.splénique.

a.gastrique droite rate

a.gastro-duodénale

a.supraduodénale P
a. gastro-épiploigue gauche

a.pancéatico-duodénale supérieure

a. gastro-épiploique droite

v.gastrigue gauche

v.gastrique droite v.gastriques courtes

v.prépylorique
v.pancréatico-duodénales e e
v.gastro-épiploigue gauche
v.splénique
v.gastro-epipioique droite

_ . . v.mésentérique inférieure
v.mésentérique supérieure

Figure 2 : Vascularisation de I’estomac [128]

[A] Arteres de I’estomac [B] Veines de I’estomac

I1.3.3. Les vaisseaux lymphatiques de lI'estomac [6] :
Le drainage lymphatique de I'estomac peut étre résumé de la fagon suivante :
« La lymphe des deux tiers supérieurs de l'estomac est drainée le long des artéres
gastriques droites (pylorique) et gastriques gauches (coronaire stomachique) vers les
nceuds lymphatiques gastriques , la lymphe du fundus et de la partie supérieure du

corps de l'estomac sont également drainées le long des artéres gastriques courtes et




PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

gastro-épiploiques gauches vers les nceuds pancréatico-spléniques (ganglions de la
chaine splénique).

+ La lymphe des deux tiers droits du tiers inférieur de 1'estomac est drainée le long de
l'artére gastro-épiploique droite vers les nceuds pyloriques (ganglions sous-duodéno-
pyloriques).

¢ La lymphe en provenance du tiers gauche de la grande courbure est drainée le long des
artéres gastriques courtes et spléniques vers les nceuds pancréatico-duodénaux

(ganglions de la chaine splénique).

II. Cancer de I’estomac :

Les tumeurs de I’estomac sont développées aux dépens de la muqueuse, de la sous
mugqueuse, des cellules endocrines ou du systéme immunitaire.

Les tumeurs épithéliales sont bénignes (polypes hyperplasiques, adénomes, polypes
glandulokystiques) ou malignes (adénocarcinome) [10]. Le cancer de I’estomac reste un
cancer grave avec un mauvais pronostic [4].

I1.1. Epidémiologie :

Le cancer gastrique est le quatriéme cancer fréquent parmi les cancers diagnostiqués
chez I’homme dans le monde apres les cancers de poumon, de la prostate, et colorectale et le
cinquieme chez les femmes apres les cancers de sein, colorectale, du col de 1’utérus, des
poumons [1].

Bien que son incidence diminue dans la plupart des pays, cependant, il reste la
deuxiéme cause de mortalité¢ par le cancer dans le monde avec 738,000 morts estimés pour
s'étre produits en 2008 [2].

L’Afrique se situe dans les régions a faible risque de cancer gastrique, les pays
occidentaux et I’Amérique de nord sont a risque moyen, en revanche, les taux plus élevés sont
retrouvés au japon et en Chine [11,12].

En Algérie et selon une étude épidémiologique des cancers digestifs dans la région de
Chlef, le cancer gastrique arrive en premiére position parmi les cancers digestifs pour les deux
sexes [13].

Selon le registre de Sétif, Les cancers de I’estomac se situent au quatriéme rang des
principales localisations du registre. Ils représentent 8,6 % de l’ensemble des cancers
incidents chez I’homme. Ces cancers sont deux fois plus fréquents chez I’homme que chez la

femme. Le cancer de I’estomac est d’évolution stable au cours de cette période [14].

]
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I1.2. Facteurs de risque du cancer de I’estomac :

Le cancer de l'estomac est une maladie d'étiologie complexe qui implique des facteurs de
risque multiples composés essentiellement de facteurs infectieux, génétiques, et

environnementaux.
I1.2.1. Facteur infectieux :

L’Helicobacter pylori (HP) est un facteur de risque certain du cancer de I’estomac
distal (mais pas du cardia), en favorisant le développement de la gastrite chronique atrophique

par les altérations de la muqueuse qu’il provoque [15,16].

Mais cela ne veut pas dire que toutes les personnes infectées par HP développeront un
cancer gastrique. Les personnes infectées par le HP ont un risque relatif voisin de 2 de

développer un cancer de I’estomac par rapport aux personnes non infectées [17].

H. pylori est classée dans le groupe des Epsilonprotéo bactéries, bactérie a Gram
négatif, de forme spiralée, mobile grace a ses flagelles et microaérophiles. Son génome est
composé de 1.5 Mb, dont environ 1200 genes sont communs a toutes les souches, et 200 a
400 geénes, situés principalement dans des zones de plasticité ou dans I’flot de pathogénicité
cag (cagPAI), Certaines souches bactériennes sont associées a une majoration du risque en
rapport avec I’expression de différents facteurs de virulence dominés par la protéine CagA et

certaines isoformes de la protéine VacA [18 ,19].

L’infection par H.pylori provoque systématiquement une gastrite aigué
majoritairement asymptomatique mais pouvant évoluer vers des pathologies plus séveres
telles que les ulceres gastriques et duodénaux (10 a 20%), le cancer gastrique (1 a 2%) et le

lymphome de MALT [9].
I1.2.2. Facteurs génétiques :

La présence de facteurs génétiques influencant le risque individuel de développer un
cancer gastrique a été suggérée, d’une part par I’existence d’un risque multiplié par 2 ou 3

chez les apparentés au premier degré d’un sujet atteint [20-22].

Par ailleurs, I'adénocarcinome gastrique fait partie des cancers fréquents du syndrome
HNPCC (hereditary non polyposis colorectal cancer), mais fait aussi partie du phénotype de la

polypose adénomateuse rectocolique familiale, du syndrome de Peutz-Jeghers et de la

<
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polypose juvénile. Certaines formes familiales de cancers gastriques doivent faire rechercher
une mutation de 1I’E-cadhérine apres consultation d’oncogénétique. Les « cancers gastriques
diffus héréditaires » sont liés a une mutation germinale de 1’anti-oncogéne CDHI1 avec une

perte de fonction de la protéine cadhérine E [23, 24].
I1.2.3. Facteurs environnementaux :

Les facteurs de risques alimentaires ou environnementaux comme le tabac jouent tres
probablement un réle majeur, ils augmentent le risque de cancer de I’estomac. La fumée du
tabac contient des teneurs trés élevées en acétaldéhyde qui se dissout dans la salive et est
déglutie dans D’estomac. L’acétaldéhyde a récemment été classé par I’OMS comme
carcinogene du groupel. L’acétaldéhyde est le principal métabolite de 1’alcool dans le tube

digestif [25 ,26].

Le sel ainsi que les aliments salés, fumés ou frits (alimentation asiatique) sont
incriminés dans la genése des cancers de 1’estomac. La consommation de viandes rouges
favoriserait également la survenue d’un cancer de I’estomac alors qu’un régime riche en fibres

et pauvre en graisses a un role protecteur [15,25 ,26].

Le niveau socio-économique bas et une faible consommation de fruits et 1égumes sont
les facteurs exposant au risque de cancer gastrique. La profession constitue aussi un facteur de
risque ; car le cancer gastrique serait plus fréquent chez les mineurs des mines de charbon, les

ouvriers travaillant dans I’industrie du caoutchouc, du bois, du cuivre et de I’amiante [27,28].
I1.3. Classification des cancers gastriques :

Dans les cancers de I’estomac, Il y a deux classifications principales, celle de Lauren
est la plus souvent utilisée; elle distingue deux types de cancers : le type intestinale, et le type

diffus [29- 32].

D’autre part, la classification de I’OMS, moins communément utilisée, est basée
essentiellement sur des critéres morphologiques [29-32] .Elle comprend les types papillaires,
tubulaires, mucineux et a cellules en bague a sceau. Ainsi la classification ,moins utilisée, de
Goseki repose sur le degré de différenciation et la quantité¢ de mucus dans le cytoplasme [33].
La linite gastrique est une unit¢é anatomopathologique macroscopique résultant d’une

infiltration extensive de la paroi gastrique par un cancer gastrique de type diffus [30].
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Les cancers primitifs sont essentiellement d’origine épithéliale. L’adénocarcinome et
ses variantes représentent 90 % de ces cancers. Les tumeurs endocrines sont rares et le plus

souvent de bas grade de malignité. Les autres carcinomes sont exceptionnels [17 ,30].

Parmi les tumeurs non épithéliales, il faut retenir les lymphomes de MALT qui sont
souvent de faible grade de malignité. Les sarcomes et les autres cancers non épithéliaux sont
exceptionnels. Les tumeurs secondaires correspondent a 1’extension d’un cancer d’organe de
voisinage (cesophage, pancréas, colon, foie) ou a des métastases, le plus souvent de cancers du

sein, du poumon ou d’un mélanome [17 ,30].

Figure 3: Progression des lésions histopathologiques menant a I’adénocarcinome

gastrique de type intestinal [18]

1 :Normal; 2 :Gastrite active; 3 :Gastrite chronique; 4:Gastrite atrophique ;5 : Métaplasie

intestinale ;6 :Dysplasie ;7 :Adénocarcinome

— Classification TNM : [34, 35)]

Le stade selon la classification TNM des cancers gastriques est évalu¢ a partir de
I’imagerie disponible et des données histopathologiques d’une part et d’autre part sont inclus
les états ganglionnaires régionaux et les métastases distales.

e Classification de ’AJCC de 2009 :
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Tableau 2 : Classification de ’AJCC de 2009

T Tumeur primitive

Tx Tumeur non classée

TO pas de tumeur primitive

Tis carcinome in situ

T1 tumeur envahissant la lamina propria, la muscularis mucosae ou la

SOuS- muqueuse

Tla tumeur envahissant la lamina propria ou la muscularis mucosae

T1b tumeur envahissant la sous-muqueuse

T2 tumeur envahissant la musculeuse propre ou la sous séreuse, le ligament gastro
colique, gastro hépatique, le petit ou grand épiploon si absence de perforation du

péritoine viscéral.

T3 tumeur envahissant le péritoine viscéral (séreuse) sans

envahissement d’organes adjacents

T4 tumeur envahissant les structures adjacentes
T4a tumeur envahissant toute la séreuse
T4b tumeur envahissant les structures adjacentes
ganglions
Nx ganglions non évaluables
NO pas d’envahissement des ganglions régionaux
N1 1 a 2 ganglions envahis
N2 3 a 6 ganglions envahis
N3a 7 al5 ganglions envahis

M  Meétastase

MO pas de métastase a distance

M1 présence de métastase a distance
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III. Génétique et carcinogénése des cancers gastriques :

Le cancer est actuellement considéré comme une maladie génétique, qui entraine une
croissance cellulaire excessive et non contrélée.A coté des altérations génétiques, comme les
mutations, de nombreux arguments expérimentaux soulignent I’importance des modifications

épigénétiques.

Des altérations génétiques et épigénétiques sont impliquées dans la progression tumorale,

le phénomene métastatique et la résistance aux thérapeutiques.

L’identification des genes du cancer a conduit a une meilleure compréhension des
processus de la tumorigenése et a permis d’importantes avancées dans les domaines tant
fondamentaux qu’appliqués et a ouvert de nouvelles perspective en thérapie génique et

¢galement améliorée les méthodes de diagnostic et pronostics.
II1.1. L’instabilité génomique :

Actuellement, Trois phénotypes de I’instabilité génétique sont connus dans les
cancers gastriques : Ce phénotype résulte de I’instabilit¢é des microsatellites (MSI),

I’instabilité chromosomique (CIN), et I’hyperméthylation des ilots CpG (CIMP).
I11.1.1. Instabilité génique (phénotype MSI)

MSI des cancers de l'estomac est la conséquence d’une mutation ou de modifications
épigénétiques au niveau des systemes de réparation de I’ADN (MMR). Ce mécanisme est

retrouvé dans environ 15 a 20 % des cancers gastriques.

Les tumeurs déficientes dans le systtme MMR accumulent des mutations (délétions ou
insertions de quelques nucléotides) au niveau des microsatellites, et seront appelées MSI
(microsatellite instable). Les microsatellites sont trés nombreux et dispersés dans des régions

codantes ou non codantes du génome.

Ainsi ce phénotype est associ¢é a la survenue de mutations sur des geénes de
susceptibilit¢ comme le TGF-f RII, IGF R et BAX comme gene dans les tumeurs sporadiques,
dans les tumeurs bien différenciées ou on observe des pertes d’hétérozygotie dans les gene

APC et DCC [36-43].
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II1.1.2. Instabilité chromosomique (phénotype CIN):

L’instabilité chromosomique (CIN) est observée dans la majorité des cancers, y
compris le cancer gastrique, Elle constitue un type d’instabilit¢ génomique plus globale avec
une anomalie de nombre des chromosomes (aneuploidie), cassures chromosomiques, pertes

ou amplifications de portions de chromosomes [44-38].

Des niveaux élevés de CIN ont également été associés a une survie plus courte chez les
patients atteints de cancer gastrique [47]. L’énorme perte d’hétérozygotie a été identifiée dans des
différents brins chromosomiques , y compris en 1p, 3p, 4p, 59, 7p, 8p, 8q, 9p, 12p, 13q, 17p, 18q, 20q
et 22q [48.,49]. De plus, les pertes alléliques telles que dans le géne p53 sur le chromosome 17, les
genes DCC et SMAD?2 sur le chromosome 18, et dans les génes APC et MCC sur le chromosome

5[ 50 -52,38].
I11.1.3. Hyperméthylation de ’ADN (phénotype CIMP):

L’hyperméthylation peut inactiver des génes en empéchant leur transcription .Des
dinucléotides CpG regroupés en ilots sont retrouvés dans les régions promotrices pour la

moitié des genes (Figure 4).

A I—)~ Transcription du géne

Promoteur Séquence codante du géne

Pas de transcription

-?_1'... ; i -nh . N : :.. ':_I
XUV AR | ) XD | ) N
LXK
.. AGACTCGACGCGCGCTTCGACGATACGAGACAGCTGA.....

Figure 4: Mécanisme d’inactivation de la transcription [53].

Les génes liés a la tumeur les plus couramment méthylés dans les cancers de 1'estomac sont :
APC, CDHI, MHL1, CDKN2A, CDKN2B et RUNX3. Cependant les génes CDKN2A, CDH1

et MLH1 sont beaucoup plus inactivés par méthylation que par mutation [54].




PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

I11.2. Géne altérés dans les cancers gastriques :

Au cours des cancers de 1’estomac, des altérations génétiques d’oncogeénes et des

genes suppresseurs de tumeur ont €t identifiées. [22]

Parmi les geénes impliqués dans la progression tumorale nous citeront quelques proto-

oncogenes et quelques génes suppresseur de tumeur :
I11.2.1. Les proto-oncogenes, oncogeénes :
Les proto-oncogenes sont des génes qui stimulent directement la croissance cellulaire.
I11.2.1.1. Le gene K-RAS :

Le géne KRAS est localisé sur le bras court (p) de chromosome 12 en position 12.1
[55], qui a fait I’objet d’un grand nombre d’étude sur différents cancers, est rarement impliqué

dans les cancers gastriques [56-58].
I11.2.1.2. Le gene c-erbB2 :

Le nom officiel de ce gene est “v-erb-b2 avian erythroblastic leukemia viral oncogene
homolog 27, est localisé sur le bras long (q) du chromosome 17 au position12 [55].

La surexpression de récepteurs de la surface cellulaire c-erbB2a de la famille tyrosine
kinase est plus commune dans les cancers gastriques de type intestinal [59-61].

I11.2.1.3. Le gene c-met :
Le géne met est localisé sur le bras long (q) de chromosome 7 au locus 31.

L’amplification du récepteur transmembranaire c-met de la famille des tyrosines kinases est

observée dans les cancers gastriques de type diffus [62,63].

Les oncogenes c-met sont des récepteurs de facteurs de croissance pour les
hépatocytes (HGF), ils sont préférentiellement amplifiés dans les tumeurs du type diffus

[64,65].

La surexpression de c-met a aussi ét€ montrée pour €tre associée avec une mauvaise

probabilité de survie [59, 66, 67].

I11.2.1.4. Le gene VEGF :

&
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L’augmentation de L’expression du facteur (VEGF) a été démontrée dans les cancers

gastriques pour des patients & mauvais pronostic [68].

De plus, I’expression du VEGF est corrélée a la présence de métastases ganglionnaires

et au pronostic des adénocarcinomes de I’estomac .1l a ét¢ démontré que I’inhibition du

u 1 cduisai ité microvasculaire, inhibai 1
VEGF par un anticorps réduisait la densité microvasculaire, inhibait la croissance tumorale et
potentialisait 1’activité d’une chimiothérapie conventionnelle dans des modeles murins de

xénogreffes de tumeurs gastriques [69-71].
I11.2.2. Les génes suppresseurs de tumeur :
Les genes suppresseurs controlent négativement la croissance cellulaire.
11.2.2.1. Le géne APC:

Ce géne localisé sur le bras long (q) du chromosome 5, en g21-g22, intervient dans les
phénomenes d’adhésion. Des mutations somatiques, initialement détectées dans les cancers

coliques, ont été retrouvées dans les tumeurs de I’estomac [55, 72, 73].
I11.2.2.2. Le géne P53 :

La protéine p53 est une phosphoprotéine de 393 acides aminés. Son gene est localisé
sur le bras court du chromosome 17, plus précisément sur la bande chromosomique 17p13.1.
Parmi les multiples fonctions biologiques de ce géne suppresseur de tumeur p53 on retiendra
celle de régulateur de I’expression de génes cruciaux du cycle cellulaire, de la réparation des
altérations de I’ADN génomique, de 1’angiogénése, de la sénescence ou encore celle de la

mort cellulaire programmée [74].

La fonction du géne du p53 est fréquemment altérée suite a une perte d’hétérozygotie,

mutation (sans ou avec décalage du cadre de lecture), ou d’une méthylation [74 - 78].

Les mutations de p53 ont été décrites dans environ 50% des cancers gastriques, Ou

I’implication de p53 dans I’adénome gastrique parait fiable [79].
I11.2.2.3. Le géne DCC

Ce géne, localisé en 18 q, est reconnu comme un acteur essentiel de I’invasion tumorale dans

les cancers colorectaux. Pour I’estomac, la perte d’hétérozygotie de DCC a été détectée dans

=
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10 % des adénomes. Elle s’¢leve de 30 % a 60 % en cas de cancers gastriques bien
différenciés avec une nette prédominance pour les stades avancés. La perte d’autre loci a été

reportée mais leurs fréquences n’excedent pas 10 % dans les adénomes [72].

I11.2.2.4. Le géne CDHI :

Ce gene code pour I’E-cadhérine, protéine qui appartient a la famille des molécules
d’adhésion cellule-cellule et qui joue un role central dans 1’adhésion calcium dépendante des
cellules épithéliales et le maintien de la différenciation cellulaire et de 1’architecture normale

des tissus épithéliaux [80].

L'adhésion de la cellule peut étre affectée par des mutations, des pertes, et des
méthylation aberrantes de CDH]I et sont connues dans le type histologique diffus [80]. Une
mutation germinale du géne CDH]I rendrait compte de 25 a 30 % des formes héréditaires des

cancers gastriques de type diffus [81].

I1L.3. Le Polymorphisme du gene MTHFR :
Ce gene a ¢été retenue pour Etre analysée dans notre étude .c’est un géne qui est

impliqué dans le métabolisme des folates.
La localisation du géne :

Le géne MTHFR est localisé sur le bras court (p) du chromosome 1 en position 1p36. 3 et

plus précisément de la paire de base 11845786 jusqu’a la paire de base 11866159 (fig.4).

Tk
TpBe

1piBE
1pa12
1p%51
1p33
1p12
1pe2e
12l
1pie
112
132
4
1g811
1qiee
Tgizi2
1qh2

Figure 5 : La localisation de gene MTHFR |55]

Il comporte 12 exons. Plusieurs sites d’amorcage de la transcription, d’épissage alternatif et
de sites de polyadénylation ont été observés pour le géne MTHFR. La proportion de
chaquetranscription différe selon les tissus. Il a ét¢ mis en évidence qu'il n'y a aucun
¢lément TATA-box pour régler le gene MTHFR humain, mais il contient des ilots CpG
[55].

5
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La protéine MTHFR :

La MTHFR est un dimere de 150 kDa comprenant deux isoformes de tailles variables :
77 kDa et 70 kDa. L’expression de I’ADNc humain de 2,2 kpb donne une protéine de 70 kDa
comportant 656 acides aminés [87]. Le site de démarrage de la traduction de I’isoforme de77
kDa permet I’ajout de codons additionnels en amont de la séquence de 1’isoforme de 70 kDa
[85]. L’enzyme MTHFR est un homodimere présent dans le cytoplasme, et localisée dans la
rate, les ganglions lymphatiques et la moelle osseuse. Elle posseéde un site de liaison pour le

FAD.

La MTHFR possede deux domaines : le domaine catalytique représenté par I’extrémité
N-terminale de poids moléculaire de 40 KDa, liant le FAD (cofacteur), le NADPH (donneur
d’¢électrons) et le méthyléne tétrahydrofolate et le domaine de régulation a I’extrémité C

terminale de poids moléculaire de 37 KDa [86].

La MTHFR est une enzyme clé du métabolisme des folates. Cette enzyme va soit vers
la méthylation de I’ADN, soit vers la synthése d’ADN. Cette enzyme catalyse la réduction
irréversible du 5,10-méthyléne tétrahydrofolate (5,10-méthyléne-THF) en 5-méthyl-THF,
avec la flavine adénine dinucléotide (FAD) comme cofacteur.

METHYLATION

..’,/—\ Il‘[éth}'ltra nsferases
SAM

SAH

i méthionine
Homocvstéine

Biz A THF - Almentation’

S_méthyl THF

5, 10-méthyvléme THF

dU '\IDP
dT"bI:F' DHF
SYNTHESE DE L’ADN

Figure 6: Cycle des folates [89]
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Elle joue donc un role essentiel dans la production de radicaux méthyles, et elle est
impliquée dans la synthése de novo des déoxynucléotides et dans la méthylation de I’ADN

[84].

Les folates interférent avec les phénomenes de la carcinogenése en modulant la
méthylation de ’ADN et en controlant la synthése de I’ADN. Le role des folates dans la
prévention de la carcinogenése est fortement suspecté. La MTHFR entre dans le métabolisme
des folate et est un coenzyme pour la reméthylation de 1'homocystéine en méthionine. Ce
dernier est le précurseur pour la S-adénostyl-L-méthionine qui est le donateur fondamental du
méthyle dans le processus de méthylation d’ADN, donc une forme moins active de MTHFR
peut mener a un niveau bas de S-adénosyl-L-méthionine (SAM), et par conséquent, a

I’hypométhylation qui peut augmenter le risque de quelque cancers inclus le cancer gastrique

[85]. Son activité est sous le contrdle de la quantité du SAM dans la cellulaire.

Les mutations de la MTHFR

En 1995, Frosst et al. [87] ont identifi¢ une mutation commune la C677T, de
transmission autosomique récessive, du gene MTHFR, provenant du remplacement d’une
cytosine en position 677 par une thymine, et a 1’origine de la substitution d’une alanine par

une valine (677C—T, ala—val), au niveau du codon 222 de la protéine [37 ,89].

En 1998, deux autres mutations du gene MTHFR, moins fréquentes que la précédente,
ont été rapportées par Van der Put et al. [90] et par Weisberg et al. [91], la mutation A1298C
(1298 A—C,glu—ala) qui entraine également une réduction de ’activité de I’enzyme MTHFR
plus marquée en cas d’homozygotie, et le mutant T1317C qui est un polymorphisme

silencieux [89].

Le polymorphisme C677T du géne MTHFR est associ¢ a une réduction significative
de Tl’activité enzymatique, en particulier a 1’état homozygote, et est caractéris€ par une
diminution de l’activit¢ enzymatique de 70 % en cas d’homozygotie, et de 35 % en cas

d’hétérozygotie [87].

Généralement, Les hétérozygotes composites C677T/A1298C présentent une
diminution de 50 % de ’activité de la MTHFR [90].

|
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IV. Diagnostic des cancers de I’estomac : [31]

Le diagnostic d’un cancer de I’estomac repose sur I’interrogatoire et 1’é¢tude des
antécédents du patient a la recherche de Iésions potentiellement précancéreuses, a 1’examen
clinique et au niveau des examens complémentaires qui feront le diagnostic surtout

I’imagerie, I’aspect endoscopique et qui sera confirmé par 1’anatomopathologie.
V. Principes du traitement du cancer de I’estomac : [31]

Le seul traitement curatif du cancer de I’estomac est le traitement chirurgical.
L’objectif de cette résection chirurgicale, est d’obtenir une résection curative emportant toute

la tumeur.

Des gestes de résections treés étendues (gastrectomie totale avec curages ganglionnaires
majeurs) étaient la régle il y a encore quelques années. Les études récentes mettent en avant

I’intérét de procéder a des résections plus limitées :

e Exéréses locales pour des tumeurs superficielles ne dépassant pas la muqueuse

e (astrectomie partielle distale, lorsque la tumeur est de petite taille localisée a
I’antre et bien limitée.

e (astrectomie totale pour les tumeurs de la partie moyenne de 1’estomac ou
pour les tumeurs infiltrantes.

e Oesogastrectomies pour les cancers du cardia.
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I.

Patients et méthodes:

Notre étude est du type cas témoins, a été réalisée au niveau du laboratoire de biologie et
de génétique moléculaire de la faculté de médecine université¢ 3 de Constantine, laboratoire de
biochimie et des services de radio et chimiothérapie de gastroentérologie de chirurgie A et de

médecine interne du CHU de Constantine. Elle a porté sur deux types de populations :

Une population de 63 témoins présumés sains et une population de 18 malades présentant des

cancers gastriques (GC).
I.1. Recrutement des Sujets :

Les témoins : Au nombre de 63 issus de la population générale, sujets présumés en bonne

santé des deux sexes originaires de 1’Est algérien et agé de 33 a 62 ans.

Les patients (malades): il s’agit de 18 sujets des deux sexes atteints de cancers gastriques
présentant (ou non) des métastases, agés de 42 a 81 ans, tous originaires de 1’Est algérien
admis au niveau du (CHUC) et appartenant aux services de : Gastroentérologie, Chirurgie A,

Médecine interne, et de radio et chimiothérapie.
Les critéres d’inclusions et d’exclusion pour les deux populations :

o Critéres d’inclusion :

Ont été inclus dans 1'étude les sujets des deux sexes.
Les témoins :
» Sujets en bonne santé apparente et aprés interrogatoire, ne présentant aucun antécédent

personnel ou familial de cancer.

Les patients :
» Atteints de GC avec ou sans antécédents familiaux, prouvé par une étude anatomo-
pathologique en cours de traitement.
» Tous les patients en rémission d’un cancer de I’estomac qui se sont présentés pour un
contrdle.
» Tous les patients récemment diagnostiqués pour un cancer de 1’estomac se présentant

pour une consultation.
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a Critéres d’exclusion :

- Pour les témoins :

Tout patient présentant un antécédent personnel ou familial de cancer, les sujets ayant refusé

le prélévement.

- Pour les patients :
v" Sont exclus dans 1'étude tous les patients présentant tout les autres cancers.
v' Les sujets qui ont refusés le prélévement a cause de leur état général qui n’est pas
conserve.

v Les sujets souffrants une déshydratation.

(\

Les sujets aux veines fragilisées par la chimiothérapie.

v" Les sujets ayant subi une transfusion sanguine.

I.2. Prélevement sanguin :
Le prélévement sanguin s’est effectué selon certains criteres :

v Le prélévement s'est fait systématiquement a chaque hospitalisation d’un patient
présentant un GC.

v' Tous les prélévements ont été effectués avec pose de garrot.

v Nous avons prélevé les sujets en position semi- assise.

v' Les prélévements ont été réalisés sur deux tubes : EDTA (6 a 10ml).

I.3. Questionnaire et Enregistrement :
I.3.1. Questionnaire :
Un recueil de données a été effectué au niveau du service d’hospitalisation concerné.
En plus du dossier médical du patient, un interrogatoire pour chaque patient a ét€ mené par
nous méme (Annexe 1).

1.3.2. Enregistrement :

Tous les prélevements recrutés sont étiquetés soigneusement, portant le nom et
prénom des sujets associés a la numérotation (1, 2, 3, 4...). Sur chaque questionnaire, ont ¢&té
mentionnés : le numéro du dossier et le lieu de prélévement, ainsi que le numéro

d’enregistrement de chaque sujet correspondant a celui sur notre registre.
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I.4. Extraction d’ADN :

Dans notre étude, I’ADN génomique a été extrait a partir des leucocytes du sang périphérique

en utilisant un solvant inorganique le NaCl (Annexe 2).
1.4.1. Principe :

L’extraction de I’ADN consiste en 1’isolation des leucocytes du sang total suite a une

lyse hypotonique des globules rouges. Les leucocytes seront ensuite traités par :

» Un détergent Sodium dodécyle sulfate (SDS), qui posséde une action lytique sur les
membranes cellulaires, il inhibe les nucléases et dénature les protéines par destruction
de leur structure tertiaire.

» Une protéinase K, qui dénature et dégrade les protéines.

» L’ADN nucléaire est ensuite libérées dans le lysat, et les protéines qui lui sont
associées sont digérées et ¢liminées par précipitation au NaCl. Le surnagent ainsi
récupéré est traité par de 1’éthanol pur, dans lequel une pelote d’ADN se forme par
précipitation.

» L’ADN est solubilisé en phase aqueuse (Tris EDTA 10 :1).

» La pureté d’ADN ainsi que sa concentration sont estimées par spectrophotométrie a
UV.

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

indirect des DN Ases.

1.4.2. Détermination de la pureté et de la concentration d’ADN :

* Détermination de la pureté :

260 nm et 280 nm sont respectivement les longueurs d’ondes d’absorption des acides
nucléiques et des protéines. Le rapport de la DO a 260 nm sur la DO a 280 nm est utilisé pour

s’assurer de la pureté d’ADN de tout contaminant d’ADN soit protéine ou ARN.

*= Ce rapport (DO260/DO2s0) doit €tre compris entre 1.6 et 2 pour que I’ADN soit
suffisamment pur.
= Si ce rapport est supérieur a 2 (DO260/DO280 > 2) cela veut dire que ’ADN est

contaminé par les ARN.

|
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= Si ce rapport est inférieur a 1.6 (DO260/D0O280 < 1.6), cela veut dire que I’ADN est

contaming par les protéines.

Si I’ADN est contaming, il faut procéder a la réextraction de celui ci pour un bon usage et un
bon résultat dans I’étape suivante , la PCR. Enfin L’ADN pur est conservé a + 4°C jusqu’a

utilisation.
=  Détermination de la concentration :
A 206 nm une unité de densité optique correspond a :

= 50 pug/ml pour une solution d’ADN double brin
= 250 pg/ml pour une solution d’ADN simple brin

On mesure donc a 260 nm et 280 nm la DO d’une dilution au 1/100°™ de la solution & doser
(10 pl de I’ADN dilué dans 990 ul d’eau stérile), et on déduit la concentration d’ADN grace

au calcul suivant :
[C](pg / ml) = facteur de dilutionxDO260x50 mg / ml
[C](ng / ml) =DO/X L x Vol total / vol ’ADN

Donc le facteur de dilution est égal a : Vol total / vol d’ADN, considérant que I’ADN est dilué
au 1/100°™ donc le facteur de dilution est égal a 100 (1000 étant le volume total /10 volume

d’ADN).
L.5. Génotypage de la MTHFR:

Le génotypage de la MTHFR a consisté a amplifier une partie de ’ADN contenant le
géne, puis de différencier les génotypes par digestion par une enzyme de restriction

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

= ]a PCR (Polymérase Chaine Réaction) et contrdle de PCR sur gel d’agarose.
= Ladigestion du produit de PCR par I’enzyme de restriction Hinf I.
= La séparation des produits de digestion par migration électrophorétique sur un gel

d’agarose et la distinction des différents génotypes par transilumination sous UV.

1.6. La PCR (Polymérase Chaine Réaction)

|
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La PCR ou Polymerase Chain Reaction (la réaction de polymérisation en chaine) est une
technique qui permet d’amplifier I’ADN ou I’ARN in vitro. Elle a ét¢ développée par Kary
Bank Mullis , prix Nobel de chimie en 1993 [92].

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

Pour préparer le milieu réactionnel (Annexe 3), multiplier la quantit¢é de chaque
composant par le nombre de tubes voulu plus un ou deux, c’est le tube témoin négatif dans

lequel on met uniquement le mélange sans ADN.

L’ADN est amplifi¢ par PCR avec deux amorces encadrant la région (exon4)

contenant les deux codons polymorphes de I’acide aminé 222 de la MTHFR (Annexe 3).
1.6.2. Déroulement des cycles de la PCR

Chaque cycle de la PCR repose sur trois étapes indispensables : Dénaturation,

hybridation et élongation (Annexe 3)
1.6.3. Controle des produits de la PCR

Le controle de la taille des fragments amplifiés a été effectuée par une électrophorése
sur un gel d’agarose a 1,5 % additionné a 10 pl de BET (Bromure d’éthidium), ce dernier est
un réactif intercalant qui se fixe entre les bases nucléiques a I’intérieur de la double hélice et
qui rendra les ADN fluorescents par exposition aux UV (le gel est ensuite coulé sur une

plaque d’une cuve horizontale).
Dans chaque puits du gel, il est déposé :

= 10 pl de produit d’amplification + 3 pul BBP (Bleu de Bromophénol) qui permet de
suivre le front de migration.

» 3 ul de marqueur de taille (PM 100pb LADDER, ref.018209) +10ul H20 + 2ul BBP
Les dépots se font du coté de la cathode (-).

Le systétme soumis a une migration sous un courant de 60 a 120 volts pendant 45 min.
Cette analyse permet aussi, d’observer si une éventuelle contamination de I’ADN est

survenue au cours de la PCR.

Apres la migration, le gel est soumit au rayon UV. Les molécules de bromure d’éthidium

fixées aux ADN émettent une lumiére visible et photographiable permettant de visualiser les

&



PARTIE PRATIQUE

fragments amplifiés sous forme de bandes fluorescents de mémes tailles (figure : 7).Ce
controle permet aussi de vérifier si une éventuelle contamination de I'ADN est survenue au

cours de la PCR grace au puits contenant le blanc (témoin négatif : T).

Figure 7: Profil d’¢lectrophorése sur gel d’agarose 1,5 % des fragments amplifiés (198pb)
par PCR du gene de la MTHFR.

1.6.4. Digestion des produits de PCR

Préparer le milieu de digestion de ’enzyme Hinf I pour de tubes voulu + 1 témoin

(Annexe 4: tableau 23).
1.6.4.1.Digestion par ’enzyme de restriction Hinfl:
Hinf I est une enzyme de restriction produite par la bactérie Haemophilus influenzae ;

Elle reconnait et clive la séquence G/ANTC codant pour I’ Alanine en position 222 (figure8).

Figure 8:site de restriction par I’enzyme Hinf |

Les produits de PCR sont soumis a une digestion enzymatique par Hinf I. Ils sont incubés

pendant une nuit dans un étuve a 37°C.

Apres incubation ils sont concentrés.
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1.6.5. Conditions de migration

+ Préparation d’un gel d’agarose:
Apres préparation du gel d’agarose (3g d’agarose dans 100 ml de TBE 1X).

= Monter le support du gel.

» Homogénéiser, couler immédiatement en versant le contenu de bécher dans le
support en plaques de verre en ayant soin de ne pas faire de bulles.

= Placer le peigne plat afin de former les puits et laisser polymériser a température

ambiante pendant 1h 30 min 4 2h 30 minutes (Annexe 4).

4+ Dépots des échantillons :

Quand le gel est polymérisé, plonger le systeme (gel + électrodes) dans la cuve

horizontale contenant un volume (450ml) du tampon Tris Borate EDTA (TBE 1X).

Oter le peigne et déposer délicatement au fond de chaque puits un échantillon ou

marqueur (Annexe 4).

Nous avons déposé dans chaque puits du gel 12 a 14 pl du produit digéré et 3 pl du bleu

de Bromophénol.
#+ Migration :

La migration se fait en paralléle avec des fragments d’ADN appelés marqueurs de taille
(leurs tailles sont connues) et en présence d’un témoin hétérozygote connu a un voltage de

80 volts.
1.6.6. Révélation du profil électrophorétique :

Le BET fluorescent aux UV se fixe sur I’ADN (cette molécule s’intercale entre les bases
de la molécule d’ADN) et va permettre de visualiser les fragments de restriction dans le gel

placé sur la table a UV,
Lorsqu’on obtient une séparation nette des différents fragments du marqueur (apres

2h 30 mn, le gel est photographié apres transilumination aux UV (figure 9).

5
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v" Profils RFLP obtenus

Ce polymorphisme, not¢ C677T, correspond a une substitution d'une cytosine par une
thymine en position 677 dans la séquence nucléotidique et qui, se traduit dans la séquence

protéique par la substitution d'une alanine par une valine sur le codon 222.

La digestion enzymatique de 1'amplificat de la MTHFR par Hinf I a générée des fragments
de : 175pb, 198pb, et 23pb, le premier apparait sur le profil électrophorétique sous forme
d'une seule bande qui correspond au type homozygote muté (TT), le deuxieme apparait aussi
sous forme d'une seule bande, il s'agit du type homozygote sauvage (CC). Les deux bandes
ensemble, correspondent au type hétérozygote (CT) (voire la figure 9 ci dessous). Le

troisieéme n'est pas visible a cause de sa faible taille.

Les conditions d’amplification du fragment de 198pb de I’exon 4 , fragment encadrant les
sites de restriction ou des mutations par PCR étaient comme suit : une dénaturation initiale a
94 °C pendant 5 minutes, suivie de 30 cycles de PCR, comprenant chacun une dénaturation a
94°C pendant 30 secondes, une hybridation a 65 °C pendant 30 secondes et une ¢longation a

72 °C pendant 40 secondes, et enfin une ¢longation finale a 72 °C pendant 10 minutes.

L’amplification a été suivie d’une digestion enzymatique par I’enzyme Hinfl. Les produits
de digestion ont été analysés sur un gel d’agarose a 3 % parallélement a un marqueur de poids
moléculaire. La révélation a été réalisée sous lumicre ultraviolette (UV) apres coloration au
bromure d’éthidium. La présence du polymorphisme se traduisait par la visualisation d’une

bande de 175 pb.

Figure 9: Profil d’¢électrophorese sur gel d’agarose des fragments issus du clivage par

Hinf 1 et présentation des différents génotypes de la C677T de la MTHFR.
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I.7. Les parameétres statistiques :
I.7.1. Calcul de I’odds ratio :
Pour calculer 1’odds ratio nous avons établi un tableau de contingence : Il est présenté
sous forme de tableau crois¢ 2x2. Le statut malade/non malade des sujets de 1’étude est
présenté en colonne et le caractére exposé/non exposé en ligne.

Tableau 3: tableau de contingence.

Malades Témoins

Exposé (E+) A B at+b
Non exposé (E-) C D ct+d

atc b+d Totale

Le calcul de 1’0Odds ratio se fait par la formule suivante :
OR =a*d/b*c

L'Odds ratio représente une mesure d'association épidémiologique entre un facteur et une
maladie, en particulier lorsque la maladie est rare parmi la population (Prévalence <5%).
Dans ce cas 1'0Odds ratio peut étre une bonne approximation du risque relatif que donnerait
une enquéte de cohorte pour la population.

1.7.2. Les intervalles de confiance:
L'approche estimative de l'analyse statistique vise a quantifier l'effet étudié¢ et le degré de
certitude de cette estimation grace a un intervalle de confiance, qui identifie généralement une
fourchette de valeurs situées de part et d'autre de I'estimation et I'on peut étre sur a 95%
d’avoir trouvé la valeur réelle.
La notion d’un intervalle de confiance repose sur l'idée suivante : Si la méme étude était
réalisée sur un échantillon différent de patients, les résultats ne seraient pas identiques, mais
seraient proches du résultat véritable qui reste inconnu. L’intervalle de confiance estime cette
variation due a I'échantillon (100).
I1 a été calculé selon la méthode de Woolf (méthode des logits) pour la probabilité = 0.05 :
Intervalle de confiance Odds Ratio = (¢)LN (OR) = 1,96(1/A+1/B+1/C+1/D)1/2
(e) =2.71828182845904

1.7.3. P-value:
Le seuil critique a priori est de 0.05 (risque a) .Si la valeur de p calculée a posteriori est

inférieure a ce seuil, la différence entre les paramétres est déclarée statistiquement
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significative pour apparemment arbitraire est nécessaire pour 'homogénéité de la présentation
des résultats.

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

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

quand il existe une relation logique entre ces variables.
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II. Résultats :

I1.1.Répartition des sujets :
I1.1.1. Répartition des témoins selon I’age et le sexe :
II.1.1.1.  La répartition selon le sexe:
Notre étude a inclus 63 témoins répartis en :
- 38 hommes (60 %).
-25 femmes (40 %) avec un sexe ratio H/F de 1.52.

Tableau 4: Répartition des témoins selon le sexe

Sexe Effectifs

Hommes

Femmes

Sex ratio H/F de 1.52.

M Homme

M Femme

Figure 10: Répartition des témoins selon le sexe.

I1.1.1.2.  La répartition des témoins selon 1'age:
L’age moyen de la population témoin était de (33+£10) ans chez les femmes et de

(28+10) ans chez les hommes. Avec des extrémes allant de 17 et de 62 ans.

La population témoin a été répartie en tranche d’age de 10 ans allant de 10 ans jusqu’ a 60

ans.
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Tableau 5: Répartition en tranche d'age dans la population témoins.

Tranches d’age Population témoins

10-19
20-29
30-39
40-49
50-59
=60

Total

%40

Témoins

%35

36%

%30

%25

%20

14%

%15

%10

3%

%5

%o | Lo

8%
I -
. . . 1 —

[10-19]

[20-29] [30-39] [40-49] [50-59] > 60

= Témoins

Figure 11: Répartition des témoins selon l'age .

Dans la population témoin, la tranche d’age 20 a 29 est plus représentée suivie de la tranche

d’age 39 a 40 ans par contre les autres tranches d’age sont faiblement représentées et cela

pour tous les sexes confondus.
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I1.1.2. La répartition selon I’age et le sexe :

Tableau 6: Répartition de la population témoin selon I’age et le sexe

N (%) N (%)

10-19 0 0% 2 3%

20-29 12 48% 36 57%

30-39 9 36% 14 22%

40-49 2 8% 8 13%

50-59 1 4% 2 3%

>60 1 4% 1 2%

Totale 25 100% 63 100%
70% -
60% -
50% -
40% 1 E Homme
30% H Femme
20% -
10% -
0% . . . . — .

[10-19]  [20-29]  [30-39]  [40-49]  [50-59] > 60

Figure 12: Répartition de la population témoin selon I’age et le sexe.
Dans la population témoin, la tranche d’age 20 a 29 est plus représentée suivie de la tranche
d’age 39 a 40 ans chez les hommes et 40-49 chez les femmes par contre les autres tranches

d’age sont faiblement représentées et cela dans les deux sexes.

I1.1.3. Répartition des fréquences génotypiques et alléliques de la MTHFR chez
les témoins :
L’analyse moléculaire des échantillons des témoins a permis de mettre en évidence la
mutation C677T du geéne de la MTHFR.
Les fréquence alléliques des deux alleles C et T de et les fréquences génotypiques de la
MTHFR homozygotes C/C (val/val), les hétérozygotes C/T (val/ala) et les homozygotes

T/T(ala/ala) ont été calculés dans la population témoin.
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II.1.3.1. Répartition des fréquences génotypiques chez les témoins :
Tableau 7: Fréquence génotypique de la mutation C677T du géne de la MTHFR

dans la population témoin.

Génotype Effectifs Fréquences (%)

T/T

C/C

C/T
Total

36 (57 %) de nos témoins sont hétérozygotes C/T, 4 (6 %) sont homozygotes mutés T/T,
et 23 (37 %) sont des homozygotes normaux C/C.

57%

HT/T
37% mc/c

MC/T

6%

Figure 13 : Répartition des fréquences génotypiques chez les témoins.
I1.1.3.2. Répartition des fréquences alléliques :

Tableau 8 : Répartition des fréquences alléliques de la MTHFR dans la population témoin
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MalleleT

M allele C

Figure 14: Répartition des fréquences alléliques chez les témoins.

65.07% des témoins portent 1’allele C alors que 34.92 % portent 1’allele T.

I1.1.4. Répartition des sujets malades :

I1.1.4.1. Selon le sexe :
Les sujets présentant un cancer gastrique sont au nombre de 18 répartis entre :
4 de sexe féminin soit 22.22 %

14 de sexe masculin soit 77.78%

SEXE

M Homme

M femme

Figure 15 : La répartition des sujets malades selon le sexe

La répartition des sujets malades selon le sexe montre une prédominance du cancer gastrique chez

les hommes que chez les femmes avec un sexe ration de 3.5.

I1.1.4.2. Selon Page :

La moyenne d’age de notre échantillon est de (58.5 £ 11) ans .les patients ont été ensuite

regroupés en tranche d'age de 40 ans jusqu'a 69 ans, puis en un seul groupe de 70 et au-dela.
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Tableau 9 : répartition des sujets malades selon 1’age

Hommes Femmes

L’age moyen de la population malade était de 57.28 ans chez les femmes et de 58.46 ans

Chez les hommes avec des valeurs extrémes de 42 a 81 ans.

Dans la population malade, la fréquences des sujets atteints est plus élevée dans la tranche
d’age : 60 a 69 ans (33.33%) et cela pour les deux sexes. Ce taux reste relativement important

entre 40 et49 ans (27.78%) et entre 50 a 60 ans (27.78).

M Homme
- M Femme

30-39 40-49 50-59 60-69

o = N w £y (] [e)}
1

Figure 16 : répartition des sujets malades selon 1’age.
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11.1.4.3. Selon la localisation de cancer gastrique (GC) :

Tableau 10 : Répartition des sujets malades selon la localisation du GC.

malade
Localisation du Nombre %
cancer gastrique

Cardia 2 11.11

fundo cardiale 0 0
fundique 2 11.11
Fundo antrale 2 11.11
Antrale 4 22.22
antropylorique 7 38.89
Tout ’estomac 1 5.56

pylore 0 0
Total 18 100

Dans la population étudiée, le cancer gastrique est majoritairement localisé a la partie
antropylorique avec un pourcentage de 38.89% suivi par la localisation antrale 22.22%. Les

autres localisations restent minoritaires.
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Figure 17 : Répartition des sujets malades selon la localisation du GC.

11.1.4.4. Selon les facteurs de risque :

Tableau 11: Répartition des sujets malades selon les facteurs de risque

Nombre %

3 16.66
5 27.77
10 55.55
14 77.77
5 27.77
3 16.66
1 5.55

Les circonstances favorisantes étaient :
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-Chez les hommes dans 55.55% des cas le tabac, suivis dans 27.77% des cas de ’alcool.

80
70
60
50
40

77.77%

30 27.77% W malade
20
10
0
Q BN b < 4‘090

Figure 18: Répartition des sujets malades selon les facteurs de risque

11.1.4.5. Selon les antécédents de cancer

Nous avons constaté¢ dans notre série 1’existence d’un manque d’information dans les
dossiers de 3 de nos patients concernant les antécédents personnels et pour les antécédents

familiaux 2 dossiers.

Tableau 12 : Répartition des sujets malades selon les antécédents

Antécédents Nombre %

des malades

Ulcére

Familiaux de cancer
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40,00 3
30,00 16.
2
0,00 ® Nombre de malade
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Ulcére Antécédents
familiaux

Figure 19 : Répartition des sujets malades selon les antécédents

I1.1.4.6. Répartition des malades selon le groupe sanguin :

L’¢étude des dossiers a montré que la plus part des patients ont des groupes sanguins A et O
avec un pourcentage 50% pour O+ et 27.78% pour A+ (les sujet a groupage rhésus non

déterminé sont aux nombre de 4).

Tableau 13 : Répartition des malades selon le groupe sanguin.

groupage Nombre des malades %

O+

A+

Non déterminé

Total

11.1.4.7. Répartition selon le type histologique du cancer gastrique:

L’étude du type histologique de la tumeur montre que I’adénocarcinome est le plus fréquent
avec un pourcentage 77.78 % des cas, suivi du lymphome avec 16.16% et du Carcinome

épidermoide avec une fréquence de 5.55%.
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Tableau 14 : Répartition selon le type histologique du cancer.

Nombre

adénocarcinome

Lymphome gastrique

Carcinome epidermoide

M adénocarcinome
M Lymphome gastrique

i Carcinome epidermoide

Figure 20 : Répartition selon le type histologique du cancer

11.1.4.8. Répartition des fréquences génotypiques et alléliques chez les sujets
malades :

» Fréquences génotypiques des malades :
Tableau 15:Fréquences génotypiques de la mutation C677T du geéne de la MTHFR

dans la population malade

Génotype Effectifs Fréquence (%)

T/T 11.11%

C/C 11 61.11%

C/T 5 27.78%

Total 18 100%
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mT/T
mC/C
mC/T

Figure 21: Répartition des fréquences génotypiques chez les malades.

61.11% de nos patients ont présenté le génotype C/C, 11.11% le génotype T/T et 27.78 %
le génotype C/T.

» Fréquences alléliques des malades :

Tableau 16: Répartition des fréquences alléliques de la MTHFR dans la population malade

Alléles effectifs

Figure 22: Répartition des fréquences alléliques chez les malades
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Les fréquences des alleles C et T respectivement de 75 % et 25% chez les patients possédant

un cancer gastrique tout sexe confondu.

» Fréquences génotypiques des malades et des témoins:
Le tableau 17 et la figure 23 montrent la comparaison des fréquences entre les témoins et les

malades.

Tableau 17: Répartition des génotypes de la MTHFR des témoins et des malades

Malades
%

Génotypes Témoins

4 6% 2 11.11%
23 37% 11 61.11%
36 57% 5 27.78%
63 100% 18 100%

Si on compare les fréquences des génotypes C/C, C/T, et T/T des témoins avec ceux des

malades, il apparait clairement une différence entre la fréquence des différents génotypes.

70% -

60% -

50% -

40% - B Témoin

30% - H Malade

20% -

10% -

0%
T/T c/c c/T

Figure 23: Représentation de Répartition des génotypes de la MTHFR des témoins et

des malades.
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Tableau 18 : Répartition des fréquences alléliques de la MTHFR dans la population témoin et

malades.

Génotypes Témoins Malades

La fréquence de I’alléle T chez les patients présentant un GC est de 25 % est plus basse que

celle des témoins. Par contre celle de I’allele C est prépondérante chez les patients.
» Polymorphisme de la MTHFR et risque de cancer gastrique :

Tableau 19 : Calcule des Odds ratio des sujets malades ayant un alléle T, T/T par rapport aux

témoins ayant un génotype C/C.

Odds ratio P

T/T vs C/C OR=1.05 Non significatif

TT+CT vs CC OR=0.37 Non significatif

Des odds ratio avec un intervalle de confiance ont été calculés a fin de déterminer un lien

possible entre le polymorphisme de la MTHFR et le cancer gastrique.

L’odds ratio chez les patients possédant le génotype T/T vs C/C présentant un GC est de
OR= 1.05, il est non significatif.

L’odds ratio des patients possédant le génotype C/T vs C/C est de 0.37, il est non significatif.

Selon les données précédentes nous pouvons dire que le polymorphisme C677T de la

MTHEFR n’est pas impliqué dans la survenue du cancer gastrique.
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III- Discussion :

Dans ce travail, nous avons étudié le polymorphisme C677T de la MTHFR dans une population de 18
patients ayant présenté un Cancer gastrique et chez 63 témoins.

Nous avons aussi étudié¢ et comparé les données suivantes :

- Le sexe

- L'age des patients au diagnostic

- La localisation de cancer gastrique

- Le groupage

-Les antécédentes au cancer

- Le type histologique de la tumeur

-La distribution des fréquences alléliques et génotypiques chez les témoins

» Les caractéristiques phénotypiques de nos patients

Selon le sexe et age :

La répartition des sujets malades selon le sexe a montré que le cancer gastrique (GC) est plus
fréquent chez les hommes que les femmes avec une fréquence de 77.78% pour le sexe
masculin et seulement 22.22% pour le sexe féminin, avec un sexe ration de 3.5.

I1 y a une différence significative de la prédisposions au cancer gastrique entre les deux sexes.
Nos résultats sont en accord avec ceux d’une étude marocaine L. Chabani [93] qui a porté sur
19 cas de GC (19 cas, sexe ration 3.7) ,en revanche d’autres études comme celle de Jamal et
al, 2011 [1], et J. Ferlay et al ,2012 (1.36) [2] et ceux d’une étude Canadienne réalisée en

2011 [94], ont retrouvé des sexe ratio de 1.36 et 1.9 respectivement .Cette différance pourrait
étre expliquée par le nombre limité des cas de notre étude.

Dans notre étude 1’incidence du GC est plus importante chez I’homme que chez la femme,
L’origine de cette différence demeure mal expliquée. Il a été suggéré que les hormones
féminines auraient un role protecteur (Sipponen P et al, 2002) [95].Précisément I’cestrogene
puisque des récepteurs d’cestrogeénes ont été identifiés a la surface des cellules du tissu
gastrique, qui peuvent activer des protéines inhibitrices d’oncogenes [96], de plus L'atteinte

s'éleve avec 1'age en particulier chez les hommes.

La répartition des malades présentant un cancer gastrique selon 1'dge et le sexe a montré une
fréquence ¢€levée de la maladie dans la tranche d’age 60-69 ans chez les hommes suivie de la
tranche d’age 50-59 ans pour les femmes et la tranche d’age 40-49 ans est la plus ¢élevée les

autres tranches d’age restantes sont faibles.
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Nos résultat sont similaires de celui de M. Hamdi Cherif et al, 2010 [14], cependant le GC

dans les pays développés , la moyenne d’age est supérieure ou égal a 70 ans (Benhamiche

AM et al, 2000) [97].

Tous ces chiffres prouvent que le cancer gastrique survient rarement avant I’age de 40 ans
avec une incidence qui augmente régulierement apres cet age pour atteindre un pic entre la

6eme et la 7éme décade [98 ,99].
En France, le cancer de 1'estomac est rare avant 50 ans pour les deux sexes.

Les taux d'incidence augmentent jusqu'aux ages les plus élevés chez les deux sexes, mais le
risque demeure constamment plus élevé chez les hommes. Entre 50 et 80 ans, le cancer de
l'estomac fait plus que doubler chaque décennie [100]. En Amérique du Nord, 'age médian de
diagnostic de cancer de ’estomac est de 70 ans. Environ 6,4% des patients ont moins de 44
ans [101 ,102]. L’apparition tardive de la maladie peut étre expliquée par 1’évolution lente de

I’inflammation [103].
Selon la localisation du cancer gastrique :

L’adénocarcinome distal représente 75 % des cancers gastriques dans les pays occidentaux
[104].Dans nos résultats la localisation la plus touchée est I’atteinte de antropylorique avec

38.89%.
Nos résultats corroborent avec ceux d’A. Togo et al, 2010 [105], Koffi E et al, 1999 [98].
Selon le groupage :

L’appartenance au groupe sanguin A, pourraient jouer un role dans la pathogénie du cancer

gastrique et cela beaucoup plus dans sa forme diffuse que dans sa forme intestinale.

Dans notre série le pourcentage de sujets ayant les groupes sanguins O et A sont similaires a
ceux de E Kofi et al ,1999 [98] et ceux de lodice et al, 2010[106] par contre dans 1’é¢tude de
Wang et al, 2012 [107], c’est plutdt le groupe O qui prédominait.

La présence de facteur BabA (antigene binding adhesion) d’H.pylori est associée a la maladie
ulcéreuse, a ’adénocarcinome et aux lésions précancéreuses. Il ya une affinité de BabA avec
I’antigéne Leb (Lewis B antigene), retrouvée sur la surface des globule rouges du groupe

(O,A) ,Aspholm-Hurting et al, 2004[108], Yamaoka, 2008 ; Rad et al, 2002 [109,110].
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Les antécédents aux maladies ulcéreuses et familiales de cancer :

Dans notre étude nous n’avons pas pu rechercher dans les antécédents de tous les patients la
présence ou 1’absence de maladie ulcéreuse avant I’apparition du GC ; dans les résultats de
nos patients, nous avons retrouvé des antécédents d’ulcere gastrique chez 16.66%. Un
antécédent d’ulcére gastrique est retrouvé dans environ un quart des cas selon Wanebo et al,

1993 [111].

Dans notre série les patients qui n’ont pas d’antécédents de maladie cancéreuse ont
représenté 55.55% et 33.33 % des patients ont présenté des antécédentes de maladies

cancéreuses.
Le type histologique de la tumeur :

Plus de 90 % des cancers de 1’estomac sont des adénocarcinomes, le restant correspondant

essentiellement a des lymphomes ou des tumeurs stromales.

Sur les 18 cas de cancers gastriques, 1'adénocarcinome est la forme histologique la plus
fréquente (77.78%), suivie par les Lymphomes gastriques (16.67%), et les carcinomes
e¢idermoides (5.55%), ces résultats sont en concordance avec ceux de J.B. Moussavou-

Kombila et al [112], Togo et al 1999[105], et ceux de Youssouf Kone du Mali 2006 [27].
» Caractéristiques génotypiques de nos patients

36 (57 %) de nos témoins sont hétérozygotes C/T, 4 (6 %) sont homozygotes mutés T/T, et 23
(37 %) sont des homozygotes normaux C/C. En effet les fréquences génotypiques du
polymorphisme C677T de la MTHFR des témoins sont trés variables selon les différents
groupes ethniques [113].

La distribution mondiale du polymorphisme C677T est trés hétérogene. Elle correspond
géographiquement a une répartition croissante Nord-Sud, notamment en Europe et en

Amérique du Nord.

En Europe, la fréquence du génotype T/T est faible au nord , de 4 a 7 % en Finlande et en
Russie, intermédiaire de 8 a 10 % en France et 12 a 15% en Espagne et au nord de I’Italie et
¢leveé au sud 20 a 26 % en Sicile. Un gradient similaire a été trouvé en Amérique du Nord, ou
la fréquence du génotype T/T augmente de 1’ouest du Canada (Alberta) au sud-est des Etats-

Unis, pour atteindre un pic au Mexique (tableau 20) [113].
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La fréquence du génotype T/T dans notre population témoin est de 6 % ce rapport est
similaire a celui retrouvé en Turquie, Tunisie, en France a Rotterdam, et est trés différent de
celui retrouvé au Mexique et en Italie [113], alors qu’un tres faible pourcentage chez les afro-
américains est retrouvé [113,114, 115,116] .Parmi 102 malades afro-américains, Mc Andrew
et al [115] n’ont retrouvé aucun cas d’homozygotie TT. Adjalla et al [117], ont rapporté une
fréquence de 0,8 % du variant génotypique TT dans la population noire issue de 1’ Afrique de
I’Ouest. A I’état hétérozygote (CT), cette mutation est présente chez approximativement 40 %

des caucasiens, 20 % des afro-américains, et 15,9 % de la population noire africaine [117].

Le phénotype de ce variant génotypique, appelé « variant thermolabile » selon Kang SS et al
[118], est caractéris¢ par une diminution de D’activit¢ enzymatique de 70 % en cas

d’homozygotie, et de 35 % en cas d’hétérozygotie.

Les fréquences des alleles T et C chez les témoins sont respectivement de 34.92 % et 65.07,

ces résultats concordent avec ceux des pays de la méditerranée.

Tableau 20 : Les fréquences génotypiques et alléliques dans différents pays et groupes

ethniques .[113]

Fréquence Génotypique Fréquence
Allélique
T/T CT  C/IC  Alle AleleC
T
Bretagne 12.1 47.2 40.7 35.7 64.3
London 13.7 39.1 37.2 33.2 66.8
Rotterdam 7.0 48.0 45.0 31.0 68.0
France 9.77 52.6 37.6 36.1 63.9
Nord de I'Italie 21.00 47.0 32.0 44.5 55.5
Centre de I'Italie 30.2 45.3 24.5 52.8 47.2
Sud de I'Italie 18.7 51.3 30.0 443 55.7
Yémen 2.2 30.4 67.4 17.4 82.6
Turquie 7.5 41.9 50.6 28.5 71.5
Saoudite Arabie 2.1 23.1 74.8 27.3 72.7
Mexique 322 49.6 18.2 57.0 43.0
Tunisie 54 24.9 69.7 17.8 82.2
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Maroc 12.3 34.7 53.0 29.6 85.0
Notre étude Algérie 6 57 23 34.92 65.07

Distribution des fréquences alléliques et génotypiques chez les patients :

Tableau : Répartition des fréquences alléliques chez les patients

Alléles Effectifs %

T 9 25
C 27 75
36 100

61.11% de nos patients ayant présenté¢ un CG ont présenté le génotype C/C, 11.11 % le
génotype T/T et 27.78 % le génotype T/T. Les fréquences des alleles C et T sont

respectivement de 75 % et 25% chez ces patients.

Des odds ratio avec un intervalle de confiance ont été calculés a fin de déterminer un lien

possible entre le polymorphisme de la MTHEFR et le cancer gastrique.
Le calcul des odds ratios :TT vs CC : OR=1.05 p=ns
: TT+CT vs CC: OR=0.37 p=ns

Notre population d’étude a montré que les porteurs du génotype T/T 677 ne présentaient pas
d’association significative avec le Cancer gastrique suggérant que les sujets ayants un
génotype T/T ne sont pas prédisposés a développer cette maladie par rapport aux porteurs du

génotype C/C.

Ces résultats n’impliquent aucune corrélation significative entre le génotype T/T et le et le

risque de cancer gastrique.

La MTHEFR dirige le cycle des folates vers la méthylation de I’ADN et agit indirectement sur
le niveau de synthése de I’ADN.

Cette activité varie selon les polymorphismes de I’enzyme et I’apport alimentaire en folates.
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Le polymorphisme C677T du géne MTHFR est celui parmi les polymorphismes des enzymes
du métabolisme des folates qui a fait I’objet du plus grand nombre d’études dans le cadre du

cancer de ’estomac.

De nombreuses ¢études épidémiologiques ont mis en évidence le role important de la
méthyléne tétrahydrofolate réductase (MTHFR) dans la carcinogenése. L'association de la
mutation C677T de la MTHFR avec le risque de cancer gastrique reste obscure en raison des

résultats trés contradictoires dans des études indépendantes entre diverses ethnies.

Dans une méta-analyse basée sur toutes les publications disponibles sur cette association
génétique réalisée par Susanna C. et al [119], Dans la plupart de ces ¢études, le variant
génotypique MTHFR 677TT (qui est associée a activité enzymatique réduite) a été associé a
un risque accru de carcinome a cellules squameuses de 1'cesophage, de l'estomac , a
I’adénocarcinome du cardia, au cancer gastrique non cardia, au cancer gastrique (touts les
sous-sites), et au cancer du pancréas .Dans ces €tudes 13 estimations étaient seulement

statistiquement significatives .

Les résultats concernant l'apport alimentaire en folate et le risque de cancer de I'estomac de
11 études cas témoins et 2 cohortes ont montré une incompatibilité avec le développement du

cancer gastrique.

Dans l'ensemble, il n'y avait pas d'association significative entre la consommation de folates
alimentaires et le risque de cancer de l'estomac; cependant, il y avait une hétérogénéité

significative entre les études cas-témoins, mais pas dans les études de cohortes.

Bien qu'il n'y ait pas de relation globale entre la consommation de folates alimentaires et le
risque de cancer de I'estomac, il est apparu que le génotype 677TT de la MTHFR est associé

a un risque accru.

Les résultats de certains de ces travaux ont indiqué que les personnes ayant le génotype TT
sont environ 70% a 90% plus susceptibles de développer un cancer gastrique (tous sites) et

surtout I'adénocarcinome du cardia gastrique.

L’étude de Stefania Boccia et al. [120] a montré un risque accru pour le génotype TT de la

MTHEFR .

Les résultats en fonction des niveaux de folates ont montré un risque accru pour les

personnes 677 TT homozygotes a faible OR (OR = 2,05, IC 95%: 1,13, 3,72) et & taux de
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folates bas par rapport a ceux 677 TT avec un OR élevé (OR = 0,95, IC 95%: 0,54, 1,67
niveaux de folate). Dans I'ensemble, ces résultats soutiennent I'hypothése que les folates

jouent un rdle dans la cancérogenese gastrique a des taux bas et en présence d’un génotype

T677T de la MTHFR.

D'autres études sur la possibilité d'un risque accru de cancer gastrique chez les sujets qui sont
677 TT homozygotes avec un niveau faible en folates sont nécessaires, cependant, si ce
résultat préliminaire est confirmé, une bonne évaluation de l'utilité clinique des tests de
recherche du polymorphisme C677T de la MTHFR pour identifier la prédisposition au cancer
gastrique chez les populations présentant un déficit en folates, suivie par l'introduction de la
supplémentation en folate spécifique, serait justifiée. Actuellement, cependant, les essais de
supplémentation des populations en folates chez les sujets MTHFR C677T pour prévenir le

cancer gastrique n'est pas indiqué.

La méta-analyse de Xingli Dong et al [121], a inclus 22 ¢études et ses résultats étaient tres
hétérogenes. De nombreux facteurs peuvent contribuer a cette hétérogénéité, et 1'ethnicité peut
étre I'un d'eux parce que les distributions alléliques et génotypiques du locus MTHFR C677T

sont différentes dans différentes ethnies.

Dans le groupe des pays asiatiques, 1'hétérogénéité disparait, et les résultats ont montré une
association significative entre le polymorphisme T677T et le cancer gastrique.

Cependant, I'hétérogénéité a été retenue dans le groupe de race blanche. Les résultats de
I'analyse de sous-groupe ont montré un risque accru chez les Asiatiques, mais pas chez les

Caucasiens (effet aléatoire) qui avaient un génotype T677T de la MTHFR.

L’Odds ratio chez les homozygotes (TT vs CC) est significatif chez les Asiatiques, alors que,

chez les Caucasiens, il ne 1’¢était pas.

Une autre méta-analyse réalisée en 2013 publiée en 2013 et 2014, basée sur toutes les
publications disponibles sur cette association génétique a été réalisée par Wang P et al
[122,123] .Dans cette ¢tude des odds ratios avec des intervalles de confiance a 95% (IC a
95%) ont été calculés pour estimer l'effet des variants de MTHFR sur la cancérogenese

gastrique.

Au total , 25 études cas-témoins ont été incluses dans la méta-analyse. Le polymorphisme

C677T MTHEFR a été démontré augmenter de maniere significative la susceptibilité au cancer
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gastrique (ORT vs C = 1,21, IC 95% 1,10 a 1,34; ORTT vs CC = 1,47, IC 95% 1,22 a 1,76;
ORTC vs CC = 1,20, IC 1,03 a 1,40 95%; ORTT + TC vs CC = 1,27, IC 95% 1,10 a 1,47,
ORTT vs CC+TC=1,29,IC 1,15 a 1,46 95

La méta-analyse suggere que le polymorphisme de la MTHFR C677T confére un effet sur le
risque de développement de cancer de 1'estomac chez les Asiatiques et les Caucasiens, ce qui

offre un nouvel éclairage sur la pathogenéese du cancer gastrique.

Les données publiées sur le polymorphisme C677T de la MTHFR et le risque de cancer
indiquent que l'allele T protege contre le cancer chez les sujets présentant un taux élevé de

folates mais augmente le risque dans des conditions de carences en folates.

La protection peut étre associée a la disponibilité abondante de purines et de pyrimidines
pour la synthése de I'ADN, conduisant a une réparation efficace de ’ADN et pratiquement

I’absence d’incorporation accidentelle d’uracile dans ADN.

L’association d'un taux faible en folate et le génotype TT compromet la reméthylation de
I’homocystéine en méthionine; ce pourrait provoquer ainsi une hypométhylation de I'ADN,

qui est connue pour étre impliqués dans carcinogenese [123 ,124].

Plusieurs études ont suggéré que la relation entre le polymorphisme C677T et le risque de
cancer peut étre modifié par l'alcool ou la cigarette, qui peuvent interférer avec le

métabolisme de 1’acide folique [125, 126,127].

Le risque accru de cancer de 1'estomac associé¢ au génotype MTHFR 677TT suggere qu’une
méthylation aberrante de 1'ADN pourrait un role dans le développement de ces cancers.
montrant que la méthylation de 'ADN génomique est significativement plus faible chez les
personnes présentant le génotype TT de la MTHFR.

Les résultats obtenus dans notre étude indiquent que de nombreux facteurs peuvent contribuer
a la genese du GC , dont I’origine ethnique parce les fréquences alléliques et génotypiques du
locus MTHFR C677T est différente dans différentes ethnies ,de plus le nombre restreint de
notre population d’étude ,I’alimentation et le statut fumeur ,alcoolique ou non a un grand role
dans la pathogénie du cancer gastrique comme en témoigne de nombreuses études [125,

126,127].
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Conclusion et perspectives

Conclusion et perspectives :

Depuis la découverte en 1995 de la mutation C677T du gene MTHFR, de nombreuses études
ont permis de mieux comprendre les relations complexes existant entre le métabolisme des

folates, les polymorphismes de la MTHFR et la cancérogenese.

Plus récemment, Les données de la littérature concernant le mutant homozygote TT du geéne
MTHFR sont controversées. De nombreuses études ont montré une association significative
entre ce génotype et le cancer gastrique par contre d’autres sont minoritaires a montrer un

effet protecteur du génotype T/T.

Cette discordance entre les résultats observés pourrait s’expliquer par des différences
ethniques et méthodologiques et que le polymorphisme de cette enzyme pourrait aussi jouer

un role dans le pronostic du Cancer gastrique.

Nos résultats corroborent avec certaines études qui ont montré un effet protecteur du génotype
T/T et sont en désaccord avec d’autres qui ont montré que les personnes qui posseédent la
mutation MTHFR a [D’état homozygote ont un risque significativement associé¢ au

développement du cancer gastrique.
D’autres études plus poussées tenant compte de nombreux autres facteurs sont nécessaires.

Dans la Continuité de ce travail, il serait intéressant de d’¢largir I’échantillonnage de cette
é¢tude tout en tenant compte des taux de folates, de I’homocystéine, des habitudes
alimentaires et des autres facteurs de risque du cancer gastrique et pourquoi pas la recherche
d’autres polymorphismes de cette enzyme pour mieux évaluer 1’association entre le cancer

gastrique et le polymorphisme de la MTHFR C677T.
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ANNEXES




Annexe 1:

Questionnaire

I) Données relatives au patient:

N DoSSIer e Service ...
Nom & prénom: ........ooevviiiiiiiiiiiiieeeeieenneen,

Age: .o Sexe: F [] M[]

Date et lieu de naissance : ............ccoeeeeveinninnnn..

AdIESSe Teunii i Ne Tel o
Etatcivil : ... Nombre d’enfants : ............

Fonction : ...........c.oooviiiiiinnn.. Groupe sanguin .........ccovvvvirieeineennnennnnn.

Poids : ............... taille : ...........oil.

IT) Habitudes personnelles :

Régime alimentaire :

Viande : NonUoui [  Nbre/semaine :...coovevnne.....
Poisson : NonJoui [ Nbre/semaine :.....cccoo......
Sucrerie : Nonoui I Nbre/semaine :..c.ccovvnn..
Végétaux : Nonoui O Nbre/semaine :.ooovovvevevn.
Tabac : Nonoui O  Nbre/ JOUT :iiviiiiiiinnnnn,
Café: NonUoui U Chique : Non Oouwi O

Alcool : Non U Oui U

Les antécédents :

Ulcere Gastrique : Non Oouwi O

Gastrite chronique prouvée par fibroscopie : Non Ooui O




B/ Familiaux :
Antécédents familiaux de cancer de I’estomac ou I’cesophage :

1 : Pere U .2 :Non U 3 : Indéterminé U 4 : Mére U 5 : Fratrie U

6: CousinageD

Analyse biologique : 1 .CA19.900  2.Acel] 3.Autre [
Examen clinique : 1.Endoscopie 0 2.Echo/Scanner L]

Délai entre le début de la maladie et la premiere consultation médicale :
1 : Inférieur a 1 mois [ 2:1a6mois

3:6moisalanl] 4 : Supérieur a 1 an 0 5 : Autres & préciser

Localisation anatomique de la tumeur :

Localisation anatomique a la fibroscopie : ............................
1 : cardialJ 2 : fundo-cardiale [ 3: fundiqueD 4 : Fundo antrale [
5:antraled 6 AntropyloriqueD 7 : Pylorique 0 8 : Autres a préciser O

Examen anatomopathologique:

Type de tumeur : 1 : Carcinoepimideoide O 4. Lymphome 0 3 : Sarcome L]
2 : Adénocarcinome L] 5 : Autres a préciser O
Thérapie :...oovveiii e
1. Chirurgie seule l 2.Chirurgie plus chimiothérapie O

3. Chirurgie plus chimiothérapie plus radiothérapie l



Annexe 2
Les étapes de I'extraction de I'ADN :

1- Préparation des leucocytes

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

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

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

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

= Centrifuger dans les mémes conditions précédentes.

= Déverser le surnageant : obtention d’un culot de leucocytes (Si on s’arréte a ce
niveau, les mettre dans un tube nunc de 15 ml avec du TE10:1 et les conserver a -20°C
dans un conggélateur).
2- Extraction de ’ADN

= Décongeler les leucocytes.

» Centrifuger pendant 15 min a 3900 rpm

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

= Ajouter 3 ml de tampon de lyse (NaCl 400 mM, EDTA 2 mM, Tris 10 mM, PH 8.2)

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

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

= Dans I’étuve, Agiter le tube sur une roue rotative a 37°C pendant une nuit.

» Le lendemain; refroidir dans la glace.

= Ajouter Iml de NaCl 4 M et agiter rigoureusement a | a main.

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

= Centrifuger 15 min a 2500 rpm.

» Transvaser le surnageant dans un tube Falcon de 50 ml, ajouter 2 fois son volume
d’éthanol absolu (100%) préalablement refroidi et agiter en tournant le tube plusieurs
fois : la formation de la méduse visible a I’ceil nu (Laisser éventuellement 30 min a

20°C si la pelote d’ADN ne se forme pas).



= Récupérer la pelote d’ADN par une pipette pasteur et la rincer 2 fois dans I’éthanol a

70% dans un tube nunc (eppendorf) stérile.

3-Solubilisation de ’ADN :

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

= Laisser une nuit sur agitateur rotateur a 37°C, puis a température ambiante jusqu’a
dissolution compléte (de 1 jusqu’a 3 jours). Pour la réextraction de I’ADN, dans le cas
ou il est contaminé (par des protéines ou par un ARN), ajouter a la solution d’ADN,
200 pl SDS et 200 pl PK, agiter et laisser dans la roue a une température de 37°C
pendant 7 jours, puis déterminer I a DO de cette ADN

Annexe 3

Tableau 21: Préparation du milieu réactionnel du PCR pour MTHFR

PCR MIX Quantité pl
H20 35,2l
Tampon 10 X sans mg cl2 | 5Spul X Nombre
Dntp 2mM 5ul D’échantillons(ADN)

MgCI2 25 mM (1,5 mM) | 3ul

Oligo F (100 pmol/ ul) 0,2ul

Oligo R (100pmol/pl) 0,2ul

Taq polymérase 0,4ul

Dans ’ependorft: 2ul ADN + 49 ul Mix
Le blanc : 2ul d’eau distillée + 49 pl Mix
Puis dans le thermocycleur et programme appliquer le programme de ’MTHFR :
Oligo nucléotides utilisés :
Oligo F (forward primer) : 5’-TGA AGG AGA AGGTGT CTG CGG GA-3'

Oligo R (reverse primer) : 5’-AGG ACG GTG CGGTGA GAGTG-3'




Tableau 22: Déroulement des cycles de la PCR dans le thermocycleur

Nombre de cycles Etape Température (°C) Durée
X1 Dénaturation 94 °C Smin
X 30 Dénaturation 94 °C 30s
Hybridation 65 °C 30s
Elongation 72 °C 40s
72 °C 10min
Annexe 4

Tableau 23: préparation du milieu de digestion par 1'enzyme Hinf I

Milieu de digestion Quantité en pl

H20 4 X (nombre de produit de PCR)
Tampon 10x 5 30 pl produit PCR +10 pl de Mix
Hinf 1 - le BSA est un activateur.

BSA (Bovine sérum | 0.2

albumine)

Préparation d’un gel d’agarose 3% :

3 g d’agarose + 100 ml TBE 1X + 10 ml BET (Bromure d’ethidium)




Résumeé :

La 5,10 méthyleéne tétrahydrofolate réductase (MTHFR) dirige le cycle des folates vers la
méthylation de ’ADN et agit directement sur le niveau de synthése de I’ADN. Cette activité
varie selon les polymorphismes de 1’enzyme , l’apport alimentaire en folates et le

polymorphisme C 677T du géne de la MTHFR.

Le polymorphisme C677T du géne MTHFR est celui qui a fait ’objet du grand nombre

d’étude dans le cadre du cancer.

Dans le présent travail, nous nous sommes fixé 1’objectif de déterminer les fréquences
alléliques et génotypiques du polymorphisme C677T de la MTHFR dans une population de

patients présentant un cancer gastrique et chez des témoins, tous de 1’est Algérien.

Ont participé a cette étude 18 patients présentant un GC et 63 témoins. Ce polymorphisme a
¢été recherché par PCR/RFLP. La comparaison des fréquences alléliques chez les témoins et
les patients présentant un CG a montré que 61.11% de nos patients ont présenté le génotype
C/C, 11.11% le génotype TT et 27.78 % le génotype C/T. Les fréquences des alleles C et T

sont respectivement de 75 % et 25 %.

Des odds ratio avec un intervalle de confiance ont été calculés a fin de déterminer un lien
possible entre le polymorphisme C677T de la MTHFR et le cancer gastrique. Un odds ratio de
TT vs CC : OR= 1.05 p = ns a été retrouvé chez nos patients présentant un GC montrant que
les porteurs du Génotype T/T 677 ne présentent pas d’association significative avec le GC
suggérant que les sujets ayants un génotype T/T vs C/C ne sont prédisposés a développer un

GC par rapport aux sujets porteurs du génotype C/C.

Nos résultats corroborent avec les résultats de certaines études et sont en désaccord avec

d’autres qui disent que le génotype T/T est associé au cancer gastrique.

Mots clés :
Cancer gastrique, MTHFR, Mutation C677T, PCR/RFLP



Summary:

The 5,10 méthylene tétrahydrofolate réductase (MTHFR) directs the cycle of the folates
toward the méthylation of the DNA and acts directly on the level of the DNA synthesis. This
activity varies according to the polymorphisms of the enzyme and the food contribution in

folates and the polymorphism C 677T of the MTHFR gene.

Polymorphism C677T MTHFR gene is one that has been the subject of many studies in the

context of cancer.

In the present work, we set the objective to determine the allelic and genotypic frequencies of
the C677T polymorphism of MTHFR in a population of patients presenting a gastric cancer
and among controls, all from the East Algerian.

Participated in this study 18 patients with GC and 63 witnesses. This polymorphism was
investigated by PCR / RFLP. Comparison of allele frequencies among witnesses and patients
presenting a CG showed that 61.11% of our patients presented the C/C genotype, 11.11% the
TT genotype and 27.78% the C/T genotype. The frequencies of the alleles C and T are
respectively 75% and 25%.

Odds ratios with confidence intervals were calculated in aim to determine a possible link
between the C677T polymorphism of the MTHFR and gastric cancer. An odds ratio of TT vs.
CC: OR = 1.05 p = ns was found in our patients with GC showing that carriers of the
genotype T/T 677 show no significant association with GC suggesting that subject have
genotype T/T vs C/C are not predisposed to develop a GC compared to carriers of the

genotype C/C.

Our results are consistent with the results of some studies and disagree with others who say

that the genotype T / T is associated with gastric cancer.

Keywords :

Gastric cancer, MTHFR, Mutation C677T, PCR / RFLP
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