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Introduction

Le cancer du col de I'utérus est le second cancer féminin en termes d’incidence et de
mortalité dans le monde, plus de 500000 nouveaux cas par an (Dolo, 2014), et d’environ 1400
nouveaux cas chaque année en Algéie (Boudriche, 2013). Le cancer du col utérin est une
maladie sexuellement transmissible qui sobserve généralement chez les femmes agées, mais il

peut aussi étre détecté chez des femmes plus jeunes.

Le risque d’atteinte d’un cancer du col est lié essentiellement & une infection par le
papillomavirus humain (HPV), qui est responsable de 90 % des cas. La grande mgjorité des
femmes infectées par un type de HPV oncogene ne développent pas de cancer du col, ce qui
laisse penser que d’autres facteurs, agissant en méme temps que le HPV, influencent le risque de
provoquer la maladie. Certains cofacteurs comme le jeune &ge du début de I’activité sexuelle,
les partenaires sexuels multiples, la multiparité, le nombre de grossesses, I’utilisation de
contraceptifs oraux, les infections dues a d’autres maladies sexuellement transmissibles et une
mauvaise aimentation, ainsi que le tabagisme ont été associés, dans différentes mesures, au
développement du cancer invasif du col utérin, et ils sont susceptibles de potentialiser le réle de
I’HPV.

Le cancer du col utérin est précédé par une phase précancéreuse qui peut durer plusieurs
annees avant I’apparition des symptomes cliniques, dont le signe majeur est I’hnémorragie
génitale (Barasso, 1995 ; Zamiati, 2001).

L'enzyme de conversion de I'angiotensine (ECA) est une enzyme clé du SRA (Systéme
Rénine-Angiotensine), qui peut convertir I'angiotensine | (Ang 1) en un peptide actif qui est
I'angiotensine 11 (Ang I1). Ce dernier posséde un pouvoir vasoconstricteur puissant. D’autre part

I’ECA est également impliquée dans I’inactivation de la bradykinine qui est un vasodilateur.

Le gene de I’enzyme de conversion de I’angiotensine ECA, est localisé sur le chromosome
17923, mesurant environ 21 Kb et constitué de 26 exons. Le clonage de I’ADNCc de I’ECA, a
permis d’identifier un polymorphisme d’Insértion (I)/Délétion (D) d’un fragment intronique de
287 pb, riche en séquence Alu, au sein de I’intron 16 (Soubrier, 1988). Trois génotypes sont
possibles, deux homozygotes (Il et DD) et un héérezygote (ID) (Laragui, 2006). Ce
polymorphisme 16 I/D affecte fortement le taux plasmatique de I’ECA, mais son mécanisme
d’action est probablement lié & un désequilibre de liaison avec un autre polymorphisme plut6t

qu’a un effet direct, puisque le polymorphisme I/D est localisé dans un intron (Rigat, 1990).

L’Angll est produite dans la circulation (endocrine), mais aussi localement (paracrine),

notamment a la surface des cellules endothéliales. Une régulation positive de I’expression du
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récepteur AT1R est couramment observée. C’est ainsi qu’une augmentation de I’expression de
composants du systeme Angll a pu étre reliée a I’invasivité de certaines tumeurs: adénome
colorectal, cancers du sein et de la prostate. Notamment dans le cas du cancer de la peau ou de

carcinomes cervicaux.

Plusieurs éudes épidémiologiques ont évalué le polymorphisme insertion/déétion de
I’ECA dans plusieurs cancers humains (Rocken, 2005 ; Arzu, 2006 ; Medeiros, 2004), mais
jusgu’a 2012 les mécanismes d’implication de ce polymorphisme dans le cancer du col de
I’utérus sont restés inexplorés. Par conséquent, dans cette étude nous avons assignés comme
objectifs d’explorer les facteurs de risques les plus courants chez les sujets avec un cancer du col
de I’utérus, et démontrer une possible association entre un nouveau marqueur génétique qui est le

polymorphisme insertion/délétion de I’ECA et la carcinogenése du col utérin.



Chapitre |: le cancer du col
de I’utérus



Chapitre| : le cancer du col de I’utérus

1. Appareil génital féminin

L appareil génital féminin correspond a I’ensemble des organes chargés de la reproduction,
et il comprend: les ovaires, le tractus génital féminin, la vulve et les glandes mammaires
(fig.01).

1.1. Ovaires

Les ovaires forment une paire de glande symétrique de forme ovoide, situées dans le petit
bassin de part et d’autre de I’utérus, et sont reliees a I’utérus par les ligaments utéro-ovarien.
Elles mesurent environ 3.5 cm de haut, 2cm de large et 1 cm d’épaisseur. L’ovaire contient
200.000 a 300.000 cellules sexuelles mais seul un petit nombre d’entre elles parviendront a
maturité : 200 a 300 environ. Elles produisent des hormones telles que la progestérone et les
cestrogenes, I’inhibine et la relaxine (Ramé et al., 2007 ; Tortoraet a., 2007).

1.2. Tractus génital féminin

Le tractus génital féminin comprend les trompes utérines, le vagin et I’utérus auxquels font
suite les organes génitaux externes (Grignon et al., 1996).

1.2.1. Trompes utérines

Aussi appelées trompes de Fallope, sont deux conduits creux qui s’étendent de la surface
de I’ovaire aux angles de I’utérus. Leurs longueur est de 10 a 14 cm (Ramé et a., 2007). Les
trompes participent ala migration des spermatozoides depuis la cavité utérine jusqu’au lieu de la
fécondation. Ils assurent aussi le cheminement de I’ceuf fécondé vers la cavité utérine. Les
mouvements ciliaires, les ondes de contractions de la musculeuse ont un réle important dans ce
processus. Les secrétions de I’épithélium tubaire, enfin, jouent un rdle de la plus haute
importance dans la nutrition de I’ceuf et dans I’acquisition des caracteres morphologiques et
biochimiques qui le préparent alanidation (Grignon et al., 1996).

1.2.2. Utérus

L’utérus est le siege de I’implantation d’un ovule fécondé, du développement du feetus
pendant la grossesse et de I’accouchement. Il est situé entre la vessie et le rectum, I’utérus a la
taille et la forme d’une poire reposant sur la pointe. Sa taille varie selon les étapes de la vie
sexuelle de lafemme. Chez celle qui n’a jamais été enceinte, I’utérus mesure environ 7.5 cm de

long, 5 cm de large et 2.5 cm d’épaisseur, il est plus gros chez lafemme qui a porté un enfant, et

3
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il est plus petit (atrophié) lorsque les concentrations d’hormones sexuelles diminuent, comme

cela se produit apres la ménopause (Tortora et al., 2007). On lui décrit trois parties:

Le corps: la partie la plus volumineuse, grossierement triangulaire a base et angles
supérieurs auxquels s’abouchent les trompes. Le corps est la portion qui s’étendra et
S’épaissira lors de lagrossesse (Maiga, 2006 ; Ramé et a., 2007).

L’isthme : une région rétrécie mesurant environ 1 cm de long, qui marque I’union du
col et du corps et qui fournirale segment inférieur en fin de grossesse (Maiga, 2006 ;
Raméet al., 2007).

Le col : grossierement cylindrique, présente deux orifices : un orifice interne qui
s’ouvre dans la cavité utérine et un orifice externe qui s’ouvre dans le vagin. Ce sont
ces orifices qui en se dilatant permettront le passage de I’enfant lors de
I’accouchement (Maiga, 2006 ; Ramé et al., 2007).

1.2.3. Vagin

Le vagin est un conduit qui s’étend du col utérin a la vulve. Le vagin présente quatre culs
de sacs : antérieur, postérieur, droit et gauche. Durant son trgjet, le vagin situé entre le rectum en
arriere, la vessie et I’'uretre en avant. Il traverse les muscles du périnée. Le vagin se termine en
bas en s’ouvrant dans la cavité vulvaire par un orifice, partiellement obturé chez la fille vierge

par un repli muqueux, I’hymen (Ramé et al., 2007).

1.3. Vulve

Lavulve est I’ensemble des organes génitaux externes de la femme. La vulve est occupée
par une cavité mediane, au fond de laquelle s’ouvrent I’uretre et le vagin. Cette cavité est limitée
de chague coté par deux replis cutanéo-muqueux : la grande |évre et la petite levre._Les petites
lévres sont reliées par leur extrémité antérieure a un organe érectile : le clitoris (Ramé et al.,
2007).

De chaque coté de I’ostium du vagin, il existe des glandes vestibulaires majeures, les
glandes de Bartholin, qui s’ouvrent par des conduits sur une rainure séparant I’nymen des petites
lévres (Tortoraet a., 2007).
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Figure Ol : Appareil génital féminin (Anonyme 1)

1.4. Glandes mammaires

Les glandes mammaires sont deux glandes qui sécretent le lait (ce sont les organes de la
lactation). Elles sont situées de chague coté du sternum, sur la face antérieure de la cage
thoracique. Leurs dimensions moyennes sont de 11 a 12 cm de hauteur et de 10 cm de large
(Ramé et a., 2007). Leur forme, leur volume, leur consistance, peuvent subirent quelques
modifications peu importantes de leur structure accompagnent les phases des cycles menstruels,
de profonds remaniements au cours des périodes des gestations et d’allaitement puis dans les

dernieres années de la vie génitale et aprés la ménopause (Grignon et al., 1996).
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Les glandes mammaires présentent sur la partie moyenne de leur face antérieure une zone
pigmentée : I’aréole. Le centre de I’aréole est occupé par le mamelon, qui présente les orifices
des canaux excréteurs de la glande ou canaux galactophores. La glande mammaire est formée par

lajuxtaposition de 10 & 20 lobes glandulaires (Ramé et al., 2007).

2. Lecol del’utérus

2.1. Situation

Le col utérin est situé entre le vagin en bas et la cavité utérine en haut, il est fixé sur le
segment supérieur du vagin et Sappuie en bas et en avant sur la paroi postérieure du vagin
(Fenton, 1999).

2.2. Dimension

L'utérus pése environ 50 grammes chez la nullipare et 70 grammes chez la multipare. Les
dimensions et la forme du col varient en fonction de I'dge de la femme, de sa parité et de son
statut hormonal. Le col fait environ 1/5 de I'organe et mesure 2 a 3 cm de longueur, 2 a 3 cm
d'épaisseur avec un canal cervical de 2 a3 mm de diamétre (Fenton, 1999).

2.3. Description

Le col utérin est la portion fibromusculaire basse de |'utérus. 1l est de forme cylindrique ou
conique. Il est soutenu par les ligaments larges et utéro-sacrés qui Sétirent entre les parties
latérales et postérieures du col et les parois de I'os pelvien. La moitié inférieure du col, désignée
sous le nom de "portiovaginalis’, savance dans le vagin par sa paroi antérieure, tandis que la
moitié supérieure reste au-dessus du vagin. La "portiovaginalis’ souvre sur le vagin par I'orifice
cervical externe. Le col de la femme multipare est plus volumineux et |'orifice cervical externe
apparait sous la forme d'une large fente transversale béante. Chez la femme nullipare, I'orifice
cervical externe se présente sous |'aspect d'une petite ouverture circulaire au centre du col (John
et al., 2004).

2.4. Role

Lafonction du col est de laisser passer |es spermatozoides vers les voies génitales quand la
fécondation est opportune, c'est-a-dire dans la pé&iode ovulatoire. Par contre, en dautres
périodes, en particulier lors de la grossesse, il protége l'utérus et les voies genitales supérieures
de I'infection. De plus, le col doit pouvoir se dilater énormément pour permettre |le passage de la

téte foetale durant I'accouchement (Ghalamoun, 2013).
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2.5. Histologie
Le col est essentiellement constitué d'un tissu conjonctif riche en collagéne et pauvre en
cellules musculaires lisses. La surface externe de la partie du col qui fait saillie dans le vagin est

appelée I’exocol, et le revétement de la lumiére est appelé I’endocol.

a. L’exocol : il est revétu par une muqueuse en continuité avec la muqueuse vaginae
sur toute sa périphérie au niveau des culs de sacs vaginaux. Il est de type dermo-
papillaire avec un épithélium pavimenteux stratifié (malpighien) non kiratinisé et un
chorion constitué par un tissu conjonctif relativement dense, tres vascularise, contenant
des lymphocytes et riche en glycogene durant la période de maturité sexuelle (Maurin,
2006 ; Dachez, 2008).

b. L’endocol : I’épithélium prismatique simple est formé de cellules a mucus, dont
I’activité est plus importante au cours de la phase oestrogénique du cycle, et de cellules
ciliées beaucoup moins nombreuses.

Le chorion, peuplé d’assez nombreux lymphocytes, contient des invaginations
simples ou ramifiées de I’épithélium mucipare qui constituent les glandes endocervicale
(Stevens, 1997).

3. Cancer du col del’utérus

3.1. Définition du cancer du col del'utérus

Le cancer du col de I'utérus correspond au développement d'une tumeur maligne au sein de
ses tissus. C'est un cancer sexuellement transmissible impliquant un virus : le virus HPV (Human
Papilloma Virus) d'un type particulier « dit a haut risque » (ou oncogene).

Avant de devenir cancereuses, les cellules du col de I’utérus subissent des changements et

deviennent anormales. Il s’agit d’un état précancéreux, appelé dysplasie du col de I’utérus .

3.2. Définition histologique du cancer du col del'utérus

C’est un cancer d’évolution lente qui commence par une dysplasie cervicale, c'est-a-dire un
changement dans la forme, la croissance et le nombre des cellules cervicales (Tortora, 2007). La
majorité des cancers du col sont des carcinomes déeveloppés a partir des cellules épithéliales
glandulaires ou épidermoides normalement présentes dans le col utérin. (Boubli, 2005). La lente
évolution des lésions intraépithéliales permet de dépister ce cancer avant qu’il ne devient invasif
(Monge, 2006).
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Dés le stade invasif, le cancer du col peut présenter une extension vers les aires
ganglionnaire, elle se fait de fagon descendante et ascendante & partir des ganglions iliagques
externes, obturateurs puis hypogatriques et la chaine iliague primitive et lombo-aortique. Le

risque d'atteinte ganglionnaire est d'autant plus important que le stade de lamaladie est élevé.

3.3. Typesde cancer du col del’utérus
Le cancer du col utérin correspond a un carcinome épidermoide (malpighien) dans 85% des

cas et a un adénocarcinome dans 15% des cas (Monge, 2006).

3.3.1. Carcinomes épider moides
Les carcinomes épidermoides naissent sur |a partie externe du col (ou exocol), ce sont les

plus fréquents (85 % des cas).

L e carcinome épidermoide du col utérin a des caractéristiques voisines de celles de tous les
carcinomes épidermoides (peau, bronche, oesophage, etc.). 1l évolue en 3 phases : carcinomein
situ, carcinome micro-invasif et carcinome invasif. C’est une prolifération néoplasique maligne
constituée de cellules de type épidermoide, avec rupture de la membrane basae et pénétration
par les cellules néoplasiques de la sous-muqueuse (contact possible avec les structures

vasculaires donc métastase possible) (Boubli, 2005 ; Maiga, 2006).

» Carcinome épidermoide « In situ »

Le carcinome épidermoide in situ revét au microscope un aspect trés stéréotypé :
empilement sans ordre de cellules. Ces cellules présentent toutes les caractéristiques nucléaires et
cytoplasmiques de la transformation cancéreuse. Mais la membrane séparant I’épithélium
cancéreux du conjonctif est bien identifiable et ne présente aucune solution de continuité. Le
carcinome épidermoide in situ représente la forme la plus caractéristique de ce que I’on appelait
autrefois les dysplasies severes et que I’on appelle aujourd’hui les néoplasies intra-épithéliales de
haut grade (CIN 3) (Boubli, 2005 ; Maiga, 2006).

» Carcinome épidermoide « micro-invasif »

Dans le carcinome micro-invasif, il existe une rupture de la membrane basae et une
invasion stromale par les cellules malignes. Le potentiel métastasique de la |ésion est encore
limité, il augmente avec I’étendue de la lIésion, la profondeur de I’invasion et I’envahissement
des espaces vasculaires et lymphatiques. Dans le cancer micro-invasif, avec une profondeur

d’invasion inférieure & 3 mm, le risque d’envahissement ganglionnaire est pratiquement nul.
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Dans le carcinome micro-invasif avec une extension comprise entre 3 et 5 mm de profondeur, le
risque de I’atteinte ganglionnnaire est de I’ordre de 1 & 8 % (Hoffstelter, 1994). Les facteurs
pronostiques des carcinomes micro-invasifs sont: I’extension aux parametres, [’atteinte

ganglioinnaire et les embolslympho-vasculaires (Le Cru, 1997).

» Carcinome épider moide « invasif »

Le passage du carcinome in situ au carcinome invasif se fait en plusieurs étapes et sur une
période d’environ treize ans. Dans un premier temps, on voit la membrane basale s’effiloché,
puis les cellules cancéreuses migrent a I’intérieur du tissu conjonctif. Ce processus de migration
suscite initialement une réaction Lymphoplasmocytaire et les cellules, pénétrant en profondeur,
présentent des signes de maturation plus ou moins avancée. On parle d’invasion stromale
débutante ou carcinome micro invasif. Ultérieurement, on voit s’organiser des colonnes et (ou)
des lobules de cellules tumorales pénétrant progressivement le stroma. Les phénomenes de néo-
angiogenése permettent |e développement du tissu cancéreux gqui bourgeonne a la surface du col
en méme temps qu’il infiltre le conjonctif sous-jacent (Boubli, 2005 ; Maiga, 2006).

La gravité du carcinome épidermoide déepend d’une part de I’étendue de la Iésion qui ne
peut étre évaluée que sur conisation, et d’autre part du degré d’infiltration apres rupture de la
membrane basale :

» Infiltration de 1 a3 mm : Carcinome épidermoide micro-invasif.
= Carcinome de 3 a5 mm et supérieur a5 mm : Carcinome épidermoide invasif.
La distinction entre les carcinomes micro-invasif et invasifs est basée sur la mesure (en
mm) au micrometre de la profondeur d’infiltration par les cellules tumorales a partir de la
membrane basale rompue. La classification TNM integre des données micrométriques et

I’étendue du carcinome dans la conisation (Boubli, 2005).

3.3.2. Adénocar cinomes

Les adénocarcinomes naissent sur la face interne du col (ou endocol), 15 % des cas. Ils
sont en augmentation et plus difficiles a repérer. Le diagnostic histologique d’un
adénocarcinome est beaucoup plus difficile que celui du carcinome épidermoide. Du fait de la
prolifération épithéliale en profondeur, I’adénocarcinome échappe souvent au dépistage, de ce
fait, fait I’objet d’un diagnostic plus tardif.

Le diagnostic sur biopsie est difficile en I’absence de signe d’invasion franc dans les

|ésions débutantes (Boubli, 2005).
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» Adénocarcinome «in situ »

Le diagnostic est trés difficile basé essentiellement sur les anomalies cytonucléaires,
correspondant a une prolifération épithéliale dans I’épaisseur de la muqueuse endocervicale et
sans infiltration dans les couches plus profondes musculaires lisses. L’absence de membrane
basale interposée entre I’endocol et la couche musculaire superficielle rend trés difficile le
diagnostic d’invasion (Boubli, 2005).

» Adénocarcinome « micro-invasif »

L’adénocarcinome micro-invasif est défini par une infiltration du stroma. La distinction
entre adénocarcinome in situ et adénocarcinome micro-invasif est alors trés difficile. La
profondeur et le degré d’infiltration sont également trés difficiles a apprécier. Les facteurs
pronostiques sont : la taille tumorale, le degré d’invasion, I’atteinte ganglionnaire et le type de
chirurgie proposée (Webb, 2001).

» Adénocarcinome « invasif »

Carcinome développé a partir des glandes endocervicales, pénétrant le tissu de soutien de
la muqueuse endocervicale aprés rupture de la membrane basale des glandes et les plans

muscul aires sous-muqueux (Boubli, 2005).

3.3.3. Autrestypesde cancer

» Carcinome adénosquameux
C’est une tumeur ou sont mélangés des éléments glandulaires (d’adénocarcinome) et des
éléments pavimenteux (de carcinome épidermoide). Le carcinome adénosquameux peut étre

bien, moyennement ou peu différencié (Renard-Oldrini, 2010).
» Sarcome: se développe a partir du tissu conjonctif. Ce type de cancer est trés rare.

» Carcinome a cellules vitreuses: Les métastases a distance sont tres fréquentes. Elles

sont résistantes a laradiothérapie et ala chimiothérapie (El Aarji, 2006).

4. Classification du cancer du col de I’utérus

Au terme d’une évaluation préthérapeutique, il est possible de classer |e syndrome tumoral
selon la classification internationale. Cette classification est purement clinique, sauf pour les

stades IV a extension vesicale ou rectale. En particulier, I’extension ganglionnaire, radiologique
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ou pathologique, ne modifie pas le stade, tout en influencant fortement e choix thérapeutique et
le pronostic) (Daly-Schveitzer et al., 2003).

Tableau 01 : Classification clinique des cancersdu col utérin (FIGO, 1994).

Stade

Description

Carcinome limité au col utérin.

IA | Carcinome identifiable uniqguement a I’examen histologique.

IA1 | Carcinome micro-invasif < 3mm en profondeur et < 7mm en éendue.

IA2 | Carcinome micro-invasif > 3mm et <5mm en profondeur et < 7mm en
étendue.

IB | Carcinomeinvasif limité au col, cliniqguement perceptible ou préclinique
>alA2.

IB1 | Lésion <4cm.

IB2 | Lésion > 4cm.

I Carcinome éendu au-dela du col mais restant a distance de la paroi

pelvienne et du tiersinferieur du vagin.

1A | Pas d’envahissement paramétrial clinique(2003). 2/3 supérieurs du
vagin(2006).

1B | Extension clinique au paramétre.

I Carcinome étendu ala paroi pelvienne et/ ou au tiers inferieur du vagin.
La présence d’une hydronéphrose ou d’un rein muet fait classer |11 toute
tumeur quelle que soit sataille.

A Extension au tiersinferieur vaginal.
[11B | Extension au(x) parametre(s) jusqu’a la paroi pelvienne.
v Carcinome étendu alavessie ou au rectum ou sorti des limites du pelvis.
IVA | Extension clinique ala muqueuse de la vessie ou du rectum ou ganglion
pelvien.
IVB | Extension métastasique au-dela du pelvis (a distance : ganglions lombo-

aortiques, foie, poumons...).
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5. Epidémiologie

Le cancer du col utérin est le second cancer féminin en termes d’incidence et de mortalité
dans le monde, plus de 500 000 nouveau cas par an dans le monde (chiffres 2005) (Dolo, 2014),
dont les trois quarts dans les pays en voie de développement, avec plus de 80% des cas
diagnostiqués a un stade inopérable et 250 000 décés. En France, le cancer du col de I’utérus est
au huitiéme rang des cancers féminin en France en termes d’incidence avec 3 200 nouveaux cas
par an et au cinquiéme rang en termes de mortalité avec 1 600 déces annuels (Riethmuller, 2002.
Duport, 2008). Ce cancer est le second chez la femme jeune (15-44 ans) en termes de mortalite.
La répartition par age de I’incidence des cancers invasifs du col utérin indique une fréquence
croissante a partir de 20 ans, jusqu’a 40-44 ans, suivie d’une diminution jusqu’a 50 ans, puis
d’une stabilisation jusqu’aux ages les plus élevés. L’age median au moment du diagnostic est de
51 ans (Riethmuller, 2006).

Le taux d’incidence du cancer du col de I’utérus n’a cessé de diminuer entre 1980 et 2005,
de méme pour le taux de mortalité. Celui-ci est corrélé ala mise en place du dépistage du cancer
par frottis cervico-utérin et sa généraisation. Cette décroissance a tendance a ralentir depuis
2000 (Duport, 2008).

Avec 528 000 nouveaux cas chague année, le cancer du col utérin est le quatriéme cancer
le plus fréquent chez les femmes, apres les cancers du sein, colorectal et du poumon, notamment
dans les pays de I'Afrique subsaharienne. En effet, prés de 70% du fardeau mondial pése sur les
régions a faible développement, I’Inde hébergeant plus d'un cinquieme de tous les nouveaux cas
diagnostiqués (Dr Rengaswamy, 2013). Dans les pays en voie de développement, Le taux
d’incidence standardisé (sur la structure d’age de la population mondiale) varie de 2,1 (en

Egypte) & 47,3 (au Zimbabwe) cancers invasifs du col utéin pour 100 000 femmes selon les

pays.

En Algérie, le cancer du col de I’utérus est classé au cinquiéme rang, selon les données
d’incidence dans le monde (Hamdi Cherif, 2010), et c’est le deuxiéme pays en termes de
prévalence dans e monde arabe apres la Somalie (Chafi, 2012).Environ 1400 nouveaux cas sont
diagnostiqués chaque année. Il n’est le plus souvent découvert qu’a un stade avancé car souvent
le diagnostic est établi tardivement rendant les chances de guérison tres minime (fig.02)
(Boudriche, 2013).
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Figure 02: Données d’incidence du cancer du col de I’'utérus dans le monde
(HamdiCherif, 2010).
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Figure 03: Incidence spécifique selon I’&ge du cancer du col de I’utérus
(HamdiCherif, 2010).
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6. Causes et facteursderisque du cancer du col del'utérus

Les facteurs de risque du cancer du col de I’utérus sont étudiés depuis longtemps : la
premiere observation a été faite en 1842 par un médecin italien « RIGONI-STERN » qui a
constaté que la mortalité par le cancer du col était beaucoup plus élevée chez les femmes mariées
gue chez les cdlibataires et était pratiquement nulle chez les religieuses et on ne I’observe
presque jamais chez les vierges. Donc le mariage a été considéré pendant longtemps comme le
principal facteur de risgue, mais on a constaté que dans certaines popul ations (mormones, juives)
ou la population des femmes mariées est la méme que les autres, le risque d’atteinte du cancer du

col est faible. Ce qui aconduit alarecherche d’autres facteurs de risque (Dargent, 1999).

Le cancer du col utérin atteint le plus souvent les femmes qui réunissent les risques

suivants :
6.1. Papillomavirushumain
Depuis des années, nous savons que la cause principale du cancer du col est aHPV.

Il existe plus de cent type d’HPV dont au moins le 1/3 (une guarantaine) ont un tropisme
anogeénital et se transmettent par voie sexuelle. Il s’agit d’un groupe hétérogene, responsable de
pathologies variées, le plus souvent bénignes affectant la peau et les muqueuses. Mais certains
d’entre eux sont potentiellement cancérigénes. En effet I’OMS a estimé que 85% des cancers de
I’anus, 50% des cancers de la vulve, du vagin et du pénis sont liés a I’HPV (Sherris et al., 1995 ;
Vergneet a., 2008).

L’infection génitale & HPV est I’une des infections sexuellement transmissibles les plus
répandues. C’est une infection banale, le plus souvent transitoire grace a la mise en jeu du

systéme immunitaire. Elle disparait ou dévient indétectable en 1 ou 2 années.

L’HPV, représente pour les femmes plus un marqueur de I’activité sexuelle qu’une
véritable pathologie cervico-vaginale. L’infection a HPV précéde de nombreuses années les
Iésions néoplasiques cervicales. Seule [I’infection persistante est impliquée dans le

dével oppement, le maintien et la progression des |ésions cancéreuses (El Aarji, 2006).

6.2. Caractéristiques delavie sexuelle

La précocité des rapports sexuels et la multiplicité des partenaires sexuels sont les premiers

facteurs de risque du cancer du col utérin qui ont été reconnus.
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- La précocité des rapports sexuels (< 18 ans)

On croit que l'activité sexuelle précoce accroit le risque puisgqu'un grand nombre des
changements qui se produisent dans le tissu cervical lors de la puberté rendent la région plus
vulnérable aux |ésions (El Aarji, 2006).

- Lamultiplicité des partenaires sexuels:

Le risque est plus élevé si on a des relations sexuelles avec de nombreux partenaires,
probablement en raison d'une plus grande exposition au VPH, qui est souvent transmise
sexuellement. Cependant, une femme peut étre infectée par le VPH méme s elle n'a eu qu'un
seul partenaire sexuel (Mubiayi, 2000).

6.3. Facteurs généraux

- Tabac

La consommation du tabac constitue un facteur de risque de cancer du col indiscutable en
corrélation avec les facteurs sexuels, mais en plus, des études ont montré que le tabac est un
facteur de risque indépendant avec un risque relatif de 1,5. Ce risgue relatif est en fonction du:
nombre de cigarettes consommeées par jour, La durée d’exposition au tabac et L’utilisation de
cigarette sansfiltre (Khadiri, 2003).

- Contraception orale

Selon une étude, publiée en 2005, a montré que les femmes HPV positives sous
contraception orale depuis plus de 10 ans avaient un risque double de cancer du col en
comparaison avec une population sans contraception hormonale, le risque diminuait a I’arrét de
la contraception orale, mais il restait encore significativement plus éevé plus de 8 ans aprés
I’interruption (Khadiri, 2003).

- Facteur s socio-économiques

L e niveau socio-économique bas est habituellement considéré comme un facteur de risque
du cancer du col. Son analyse est cependant difficile en raison de I’existence simultanée d’autres
facteurs (Tabagisme, promiscuité sexuelle, facteurs alimentaires...) (El Aarji, 2006).

- Facteurs alimentaires

Parmi les facteurs alimentaires, la carence en vitamine A (rétinol) ou d’un de ses

précurseurs est parfois évoquée, mais leur réle exact reste encore mal connu (Khadiri, 2003).
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6.4. Facteursinfectieux
Certaines affections virales sexuellement transmissibles jouent un role promoteur dans la
pathogenése du cancer du col. L’Herpes simplex virus de type2 (HSV2) est un virus qui agit

plutdét comme facteur synergique avec I’HPV mais sans effet direct.

D’autres agents infectieux ont été mentionnés tels que la chlamydia trachomatis,
cytomégalovirus, le tréponeme, le trichomonas vaginalis, Sans relation prouvée de cause effet
(Everaere, 2002).

6.5. Facteursendogenes

L es facteurs endogenes correspondent a certains facteurs génétiques en rapport notamment
avec le groupe de génes dans le complexe majeur d'histocompatibilité (CMH) humain qui code,
pour les protéines présentatrices dantigegne de surface, le systéme HLA
(humanleukocyteantigen). Certaines hormones endogenes (nombre de grossesses, statut
meénopausique) sont également impliquées, de mémes que les capacités de réponse immunitaire

propre a I’individu (déficits immunitaires constitutionnels).

On note également I’immunodépression liee a I’infection VIH qui a fait I’objet de
nombreux travaux. Tous ces travaux sont concordants et retrouvent une augmentation
significative de la prévalence des infections a HPV, des néoplasies intra-épithéliales voire des
cancersinvasifs du col chez les femmes infectées par le VIH (Duport, 2007).

7. Cancer du col de I’utérus et hérédité

Ce n’est pas parce que quelqu’un de la famille a souffert d’une infection par HPV qu’un
autre membre de la famille en souffrira également. Mais Il semblerait que le cancer de I’utérus
soit lié & une prédisposition héréditaire dans 5 a 10% des cas, on parle aors de risque de cancer
familial (Carrel, 2008).

8. Symptémes du cancer du col de I’utérus

Les lésions précancéreuses qui sont provoquées par une infection a papillomavirus au
niveau du col de |'utérus ne donnent aucun signe clinique. Elles ne sont pas douloureuses, ne
donnent pas de saignement. Il n'y a aucun signe d'alerte qui puisse les faire suspecter. Dans de
rares cas, elles sont visibles al'examen au spéculum réalisé par le médecin quand on sait qu'elles

peuvent conduire au dével oppement d'un cancer du col de |'utérus.
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Quand un cancer est présent, les signes cliniques seront variables selon la taille, la nature,
le stade d'évolution de la tumeur. Les signes peuvent étre totalement absents, en particulier au
début de lamaladie (aux stades précédant le stade de cancer invasif). Parfois, le cancer du col de
I'utérus peut se manifester par des douleurs spontanées ou/et a l'occasion de rapports sexuels. Les

signes et symptémes du cancer du col de |'utérus sont les suivants :

- Symptdmes précoces
- Ecoulement vaginal avec traces de sang.

- Métrorragie, saignement au contact.

- Symptomes tardifs
- Fatigue, performance réduite, perte de poids.
- Hydronéphrose, douleur du flanc.
- (Edeme des membres inférieurs, thrombose veineuse pelvienne.
- Douleur (irradiant vers la partie interne de la cuisse).
- La dysplasie cervicde ne provoque géné&aement aucun symptdome, sauf s des

condylomes (verrues géenitales) sont également présents (Mertelsman, 2011).
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Chapitre 11 : physiopathologie du cancer du col de I’utérus

1. Le papillomavirus humain

1.1. Description

Les papillomavirus appartiennent a la famille des papillomaviridae, au genre

Alphapapillomavirus et sont composés de différentes especes (Grogean et a., 2011).

L’origine étymologique du mot papillomavirus provient du latin papilla, diminutif de
papula signifiant bouton, et du suffixe grec ome, désignant le caractére tumoral. Le
papillomavirus humain (HPV) comporte plus de 120 types viraux avec un tropisme soit génital
soit cutané et sont responsable d’une grande variété de lésions cutanés et des muqueuses

rassembl ées sous e nom de papillomes viraux (Baseman et a., 2005).

Les HPV ont de nombreuses hotes : Humains (HPV), Bovins (BPV), Canins (COPV),
Equins (EcPV)... (Pasquier et ., 2005 ; Pasquier et al., 2013).

1.2. Organisation structurale et génomique des papillomavirus humains
Le HPV est un virus de petite taille (50nm) a capside de symétrie icosaédrique, sans
enveloppe. Son génomeest constitué d’ADN double brin circulaire de 8 kb (Fleury, 2002.
Grogean et d., 2011). Bien qu’il existe plus de 100 génotypes connus pour ce virus, il semblerait
qu’il y ait une organisation génetique commune : sur un des deux brins d’ADN, on dénombre
une dizaine de cadres de lectures qui sont groupés en trois régions principal es:
- larégion E (Eearly) : elle code pour 8 proténes non structurales E1, E2, E3, E4, E5, E6, E7 et
ES.
- Elet E2jouent un rdle important dans laréplication virale.
- E5 mais surtout E6 et E7 sont les protéines responsables de I’'immortalisation et de la
transformation des cellules infectées.
- E4 impliqué dans la maturation des virions.
- larégion L (late) : elle code pour les protéines de lacapside L1 et L2 (Stettler, 2008).
- Larégion LCR (Long Control Region), non codante qui contient les promoteurs des genes
précoces et des séquences de régulation de la réplication et de la transcription (fig.04)
(Monsonego, 2007).
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Figure 04: Organisation du génome d’HPV de type 16 (Burk, 1999)

Le génome d’HPV est une molécule d’ADN circulaire double brin de 7906 pb. 1l contient une région de régulation
(LCR, Long Control Region) qui contient les éléments de contrdle de la transcription et de la réplication et les
cadres ouverts de lecture des génes précoces (E) et tardifs (L). larégion LCR est volontairement agrandie afin de
faire apparaitre les sites de fixations d’E2 et E1 ainsi que le motif TATA du promoteur p97. (PAE : PolyAdenylation
Early, PAL : PolyAdenylation Late).

1.3. Classification des papillomavirus humains (HPVs)

La diversité génomique des HPV a permis d’individualiser plus de 120 génotypes. Leur
classification basée sur le génotype et I’analyse phylogénétique, permet de les différencier en
fonction de leur tropisme (cutané ou muqueux), de leur propriété biologique Ainsi, les
papillomavirus humains sont classés selon leur potentiel oncogénique en «<HPV a haut risque » et

«HPV abasrisque » :

Les HPV dits & « haut risque » (high-risk HPV : HR-HPV) ou oncogéniques (génotypes
16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68, 73 et 82) sont responsables de
|ésions précancéreuses appel ées « néoplasies cervicales intra-épithéliales (de bas grade et
de haut grade) », de 99% des cancers du col de I’utérus, ainsi que d’autres cancers

anogénitaux touchant notamment, le vagin, la vulve, I’anus ou encore le pénis. Le HPV

19



Chapitre 11 : physiopathologie du cancer du col de I’utérus

16 ains que le HPV 18 sont les deux types de HPV a risque élevé les plus répandus et

sont responsables de quelque 70 % des cas de cancer du col de I’utérus.

Les HPV dits a « bas risgue » (low-risk HPV: LR-HPV) ou hon oncogéniques (génotypes
6,11, 42,43, 44, 53, 55 etc.) sont responsables de condylomes génitaux externes, mais
auss de certaines néoplasies intra-épithéliadles cervicales de bas grade (4-25%). Une
infection par un HPV a faible risque n’entraine pas de modifications précancéreuses au
niveau du col de I’utérus et n’accroit pas le risque qu’une femme soit atteinte du cancer
du col. Les HPV afaible risque peuvent par contre étre la cause de verrues génitales. Les
HPV 6 et 11, a faible risque, sont responsables de 90 % des verrues génitales (Guillet,
2010).

1.4. Modes detransmission
Bien que le mode de transmission de ces virus soit essentiellement sexuel, certaines
données de la littérature laissent penser que les voies de contamination sont plus complexes et

plus nombreuses (Guillet, 2010).

1.4.1. Transmission sexuelle desHPV

C’est la principale voie de transmission des condylomes génitaux (Koutsky et a., 1997).
Les HPV sont les agents sexuellement transmissibles les plus communs au monde. Tandis que
I’infection a HPV est exceptionnelle chez la femme vierge (la prévalence est de 2%), elle est trés
fréquente chez les femmes en période d’activité sexuelle. Les auteurs (Monsonego, 2007)
considérent que 70% a 80% des femmes sont exposées au moins une foisa HPV au cours de leur
vie sexuelle (Monsonego, 2007). Différents travaux ont établi une concordance entre les types
d’HPV chez les partenaires sexuels (Bleeker et a., 2005), et au sein des couples établis (Haddad,
2008). Le taux de transmission du virus au cours d’un rapport sexuel est d’environ 40%
(Muhlstein, 2009), ce qui montre une importante contagiosité. De plus, la transmission est
facilitée par la présence de microlésions au niveau des muqueuses. Les rapports ano-génitaux
sont associés a une augmentation de la contamination du canal par HPV, notamment au sein des
popul ations homosexuelle et bisexuelle. Cette corrélation, également établie chez les femmes, est
moindre en raison de la proximité anatomique du vagin. Enfin, la contamination des muqueuses
oro-pharyngées par HPV lors des rapports oro-génitaux est aujourd’hui clairement décrite
(Hausen, 2006), et est appuyee par la prévaence des HPV dits génitaux au sein des tumeurs des
Voies Aérodigestives Supérieurs VADS.
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1.4.2. Transmission non sexuelle desHPV

La transmission du virus se fait par contact et non par le sperme ou le sang (Monsonego,
2007).

La contamination via les doigts et les mains a été évoquée dés 1989 (Moy et al., 1989) et
pourrait dans certains cas expliquer la présence d’un méme génotype d’HPV dans deux
muqueuses distinctes chez un méme individu. L’auto-transmission ne peut donc étre écartée
(Guillet, 2010).

Plusieurs études ont montré I’existence d’une transmission mére-enfant. La contamination
peut avoir lieu a différents moments de la vie du feetus, car le passage de particules virales par
voie transplacentaire a été établi, de méme qu’une transmission de I’infection lors de la
délivrance (Rombaldi et al., 2008), puis aprés la naissance (Grogean et al., 2011).

Une transmission des HPV par contact avec une surface infectée a été évoquée. L’infection
pourrait étre transmise de fagon iatrogene par les fomites (objets colonisés par des pathogenes et
susceptibles de propager une infection d'un individu a un autre) et les instruments meédicaux
contaminés par le virus. Une étude, datant de 1989 (Ferenczy et al., 1989), a notamment mis en
évidence une certaine résistance des HPV sur des surfaces inertes, méme aprés un traitement
antiseptique. Une transmission via le matériel médical est donc possible. 1l nous parait toutefois
important de souligner que de nos jours, la majorité des instruments médicaux sont stérilisés

dans un autoclave, et que les HPV nerésistent pas a cetraitement (Guillet, 2010).

2. Cycleviral d’HPV

2.1. Pénétration du virusdansla cellule

Les particules de papillomavirus sont internalisées lentement et ce par un mecanisme
dépendant de I’endocytose par la voie des clathrines pour HPV16 (Culp et al., 2004. Day et
al., 2003). Cependant, ce mode d’entrée ne semble pas étre conservé entre les différents types
d’HPV (Sapp et a., 2009). Le transfert de I’ADN viral au noyau est alors facilité par la protéine
mineure de la capside L2 et par le démantélement des ponts disulfures intra-capsomérique dans
I’environnement réducteur de lacellule (Li et a., 1998).
Les virions plus ou moins dégradés sont relachés dans le cytosol. La taille des capsides de
papillomavirus ne leur permet pas de diffuser passivement dansle cytosol. Elles doivent donc
utiliser un processus actif impliqguant le cytosquelette pour reoindre le noyau
(Rouquille, 2009).
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Les virions sont transportés vers le noyau de la cellule via le réseau protéique du
cytosguelette. La décapsidation se fait juste avant I’entrée de I’ADN viral dans le noyau ou la
réplication virale commence (Montagne, 2010).

2.2. Laréplication du virus

Apresl’entréee du génome viral dans le noyau de la cellule hote, il yaamplification
de se génome viral par des enzymes cellulaires, puis le maintien de 50 a 100 copies de génome
dans les cellules basales et suprabasales, cette réplication est contrélée par les protéines E1 et
E2. Vient ensuite une phase de maintenance des cellules basaes et suprabasales en phase
de synthése d’ADN (phase S), indispensable au cycle viral, Les protéines E6 et E7 stimulent
la progression en phase Sdu cycle cellulaire, cette étape de cycle est dite non reproductive
car il n’y a pas de production de virions , seul les genes précoces sont transcrits (Rouquille,
2009).

Vient ensuite une phase de maintenance des génomes viraux qui correspond au
maintien d'un nombre constant de génomes d'HPV au fur et & mesure des divisions cellulaires.
Elle est observée dansles couches basdes et suprabasales de I'épithélium. Les génomes
dHPV nouvelement synthétisés se répartissent, comme I'"ADN cellulaire, dans chaque cellule
fille (Rouquille, 2009).

2.3. Assemblage desvirions

La derniere phase du cycle virale va consister en I’assemblage de particules virales et a
leur libération a la surface de I’épithélium. Les deux protéines de structure L1 et L2 sont
exprimées uniquement dans les cellules différenciées ou la phase d’amplification virae est
terminée (Doorbar et a., 1997). les protéines L1 et L2 vont assembler les particules viraes
et encapsider I’ADN viral, les cellules chargées de virions vont se lyser a la surface de

I’épithélium, assurant ainsi la diffusion virale (Kokotek, 2011).

Le génome est encapsidé dans un assemblage icosaédrique. pour que I’infection soit
réussite il faut que la libération du virus des celules est sa survie dans un milieu
extracellulaire avant I’infection. Les HPV n'étant pas des virus lytiques, la sortie des
particules virales se fait via la zone de desguamation, lorsque la couche cornée superficielle de
I’épiderme est éliminée. La muqueuse est alors trés infectante et le risque de transmission des
HPV est trés important. Cette étape correspond donc a la phase productive puisque les virions
sont formes (fig. 05 et 06) (Roquille, 2009).
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Figure 05: Différenciation de I’épiderme et cycle des Papillomavirus (Anonyme 2)
La réplication du génome viral et I’expression de certains génes précoces prennent place dans une couche profonde
de I’épiderme, au niveau de cellules souches capables de se multiplier pour fournir en permanence des nouvelles
cellules qui migrent en surface de I’épithélium, puis qui sont éliminées (desquamation). L ’expression des genes est
régulée par la différenciation progressive de ces cellules, pendant leur migration vers la surface. Les protéines de
capside qui permettent de former de nouveaux virions sont produites par des cellules fortement différenciées,

proches de la desquamation. Ce processus permet la réplication du génome dans les cellules mitotiques profondes et

le relarguage de particules virales infectieuses en surface.
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Figure 06: cycleviral du papillomavirus humain (Anonyme 2)

3. HPV et carcinogenese:

Lors d’infections par le virus du Papillome Humain, certains sujets dével oppent des Iésions
purement virales, appelées condylomes plans ou |ésions cervicales de bas grade, dans lesgquelles
le virus parvient a maturation, mais sans pour autant arriver a intégrer le genome de son héte.
Dans différentes couches de I’épithélium malpighien, on notera tout de méme I’expression des
genes L1 et L2, codant pour la synthése de la capside, de méme que la présence d’une toute
petite quantité de protéines E6 et E7, produites de maniere a pouvoir étre controlées et a étre
reconnues antigéniquement.
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Ces|lésions, témoins d’une dysplasie Iégére au niveau du col utérin, peuvent se transformer
en |ésions de haut grade (dysplasie sévere ou carcinome in situ), laissant place a I’expression des
genes viraux E6-E7, normaement réprimés par E1-E2 gréce a un contrble intra- et
intercellulaire.

En cas de dysplasie sévere, le virus ne parvient cette fois-ci pas a maturation (état épisomal
immature) et I’ADN viral reste toujours extrachromosomique. Toutefois, ce type-ci de dysplasie
peut aisément étre considéré comme une lésion a risque, éant donné que le virus HPV, par une
succession d’évenements, arrive a intégrer son genome a celui de I’héte, phénomene qui est
toujours associé a la cancérisation : Pour commencer, on assiste a une augmentation de la
synthese des protéines E6-E7, puisque le contrdle de la transcription des génes correspondants
est perturbé. De plus, un dysfonctionnement au niveau de I'immunité naturelle (complexe Majeur
d'Histocompatibilité), contribue également a cette synthese massive. Ces deux protéines virales

pourront alors aisement accomplir leur role (Stettler, 2008).

3.1. Propriétés transformantes d’E6:

Le gene E6 code pour une proténe de 151 acides aminés dont la caractéristique structurale
majeure, conservee dans tous les types d’HPV, est la présence de 2 doigts de zinc atypiques
comprenant 2 cystéines a la base de chacun. Parmi ces propriétés cancérigenes, le meilleur
attribut d’E6 est son habilité a induire la dégradation de la protéine suppresseur de tumeur P53
via la voie de I’ubiquitine et le protéasome. Paralléelement, I’oncoprotéine augmente I’expression
d’inhibiteur d’apoptose tel c-IAP2 afin de promouvoir la survie de la cellule infectée. De méme,
elle active la transcription de hTERT, le géne codant pour la sous unité catalytique du complexe
télomérase favorisant ains une prolifération illimitée des cellules infectées. De plus, elle
interfere dans la différenciation cellulaire et la progression du cycle cellulaire. E6 semble agir
directement sur la transition G1/S dans le cycle cellulaire, favorisant encore une fois la
prolifération. Dans le méme ordre d’idée, cette oncoprotéine a la propriété de cibler et moduler
I’action de différents membres de la famille des guanylates kinases associés a la membrane par la
liaison de son motif PDZ. Par ailleurs, ce motif présent au niveau c-termina de la protéine E6 est
présent uniquement dans les souches a haut risque cancérigene. Cette association mene a la
dégradation des protéines cellulaires ayant comme conséquence la perte des contacts entre les
cellules via les différentes jonctions et la polarité cellulaire, favorise le développement d'un
phénotype malin (fig. 07) (Ghittoni, 2009).
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3.2. Propriétéstransformantesd’E7 :

Le géne E7 code une phosphoprotéine de 98 acides aminés qui semble étre vraiment
efficace pour dérégler completement le cycle cellulaire. L’oncoprotéine est impliquée dans la
liaison et la dégradation de la protéine suppresseur de tumeur rétinoblastome pRb (protéine du
rétinoblastome) et ses partenaires pl07 et pl30, toutes trois fortement impliquées dans la
régulation du cycle cellulaire via différents intermédiaires. D’abord, E7 favorise la libération
d’E2F, du complexe régulateur Rb-E2F via différents moyens, permettant ainsi la transcription
de génes responsables de la progression du cycle cellulaire. De plus, I’oncoprotéine, via une
association avec le complexe AP1 stimule I’activité transcriptionnelle. Parallelement, elle selie a
plusieurs protéines impliquées dans la machinerie de transcription modulant ainsi leur activité en
sa faveur. Dans le méme ordre d’idée, E7 a le pouvoir de s’associer avec p21 et p27 neutralisant
leur effet inhibiteur sur le cycle cdlulaire. En résumé, toutes ses activités ont pour but de
soutenir la prolifération continue des cellules, favorisant encore une fois le développement d'un
phénotype malin (Ghittoni, 2009) (fig. 07).

Augmentation - Anomalies €—
de la duplication  Anevploidie génétiques
des centrosomes Immertalisation
cellulaire
Dégradation e
Inhibition de ka
de pRB/E?F restriction G1/5
Prolifération
aberrante

Immeortalisation

Dégradation des Inhibition de ko
PDZ protéines restriction G1/5

Facilitation

- ; Suppression
Dégradation PP de la prolifération

de P53 des réponzes
sentinelles

Activafion
de la transcription

Dégradation
de NFX1

Suppression
) de |'érosion P
VY des téloméres Fenﬂlql.i.es (_
Formation de ponts mmorTc isafion
anaphasiques cellulaire

Anomalies

Figure 07: Coopération des protéines E6 et E7 des HPV muqueux génitaux
dansla persistance virale et I’oncogenese virale (Alain, 2010)
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1. L’enzyme de conversion de I’angiotensine
1.1. Protéinede I’ECA

L’ECA est une enzyme ubiquitaire, a Zinc, ancrée sur la face externe de la membrane
plasmique des cellules endothéliales et de distribution trés large (Laraqui, 2006 ; Tchelougou,
2013). Elle est connue sous différentes dénominations, comme la dipeptide carboxypeptidase ou
la peptidylpeptide hydrolase ou Kininase Il (EC 3.4.15.1) (Laraqui, 2006 ; Lefebvre, 2008).0n
lui connait de nombreux substrats. angiotensine |, bradykinine, enképhaline. La séguence
compléte en acides aminés de I’ECA a été déterminée. Elle existe sous trois formes: une forme
membranaire, pourvue de peptide d’ancrage, de poids moléculaire 160 kDa, une forme
circulante soluble légérement plus petite, qui résulte d’un clivage protéolytique au niveau de la
partie ancrée ala membrane cellulaire, de PM 140 kDa, et une forme testiculaire de PM 90 kDa.
L’ECA est une protéine hautement glycosylée (les sucres représentent selon les formes 20 a 30%
du poids moléculaire de I’enzyme). L’ECA est synthétisée sous forme d’un précurseur avec un

peptide signal qui est clivé pour donner la molécule mature (Laraqui, 2006 ; Dial, 2011).

1.2. Structurede I’ECA

L’etude de la séquence de I’ECA membranaire met en évidence une structure protéque
comportant quatre domaines distincts. un court domaine intracellulaire carboxy-terminal de 24
acides aminés; un domaine transmembranaire hydrophobe de 20 acides aminés servant d’ancrage
de la protéine dans la membrane cellulaire; deux domaines extracellulaires montés en séries,
ayant entre eux une forte homologie (60%) et possédant chacun un site actif pouvant lier le zinc.
On sait par ailleurs qu’une seule molécule d’inhibiteur se lie a chaque molécule d’ECA, et on
pense gque probablement un seul de ces deux sites est réellement actif in vivo (fig. 08) (Laraqui,
2006).

Figure 08: structure de I’'ECA (Protein Data Bank)
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1.3. Rélede ’ECA

La fonction majeure de I’ECA est d’hydrolyser les deux derniers acides aminés de
I’extrémité carboxy-terminale des peptides. Son activité enzymatique est dépendante de la
présence d’anions (Laraqui, 2006). La présence de I’atome de zinc et du chlore qui, modifiant la
conformation alostérique du site actif, lui donne sa spécificité pour les substrats dipeptidiques
(Hordé, 2014).

L’ECA joue un double réle : elle transforme I’angiotensine | en angiotensine Il, et elle
dégrade la bradykinine en kinines inactives et les peptides neuronaux : substance P,
enképhalines, la LH-RH. Un taux élevé d’ECA dans le plasma ainsi que dans les parois des
vaisseaux favoriserait la formation d’angiotensine Il et la dégradation de la bradykinine (Baudin,
2005 ; Leclercet al., 2013).

2. Genedel’ECA

Le gene est localise sur le chromosome 17923, mesurant environ 21 Kb et constitué de 26
exons. Deux promoteurs donnent lieu a une ECA somatique largement distribuée dans
I’organisme, en utilisant les exons 1 a 26 sauf I’exon 13, et par épissage aternatif a une ECA
testiculaire, utilisant les exons 13 a 26, qui est requise pour la fertilité masculine (sayed-
Tabatabaei et al., 2006). Lalongueur des exons varie de 88 pb (exon 16) a 481 pb (exon 26). La
taille des introns varie de 150 pb (introns 17 et 25) a 2000 pb (intron 20). Son transcrit mature,
ayant une taille de 4.3 Kb, est traduit en un peptide de 1340 acides aminés (fig. 09) (Laraqui,
2006).

Gene ECA
Chr. 1721 Exons 1 8 15 17 21 26
Polymorphisme /D
(287 bp)
e o -+ &

Figure 09: Locus du polymorphisme génétique de I’ECA (Lefebvre, 2008)
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3. Polymor phisme génétique de ’ECA

Le clonage de I’ADNc de I'ECA a permis d’identifier un polymorphisme
d’Insértion(1)/Délétion (D) d’un fragment intronique de 287 pb, riche en séquence Alu, au sein
de Pl’intron 16 (Soubrier et al., 1988). La séquence Alu appartient a une famille d’ADN
modérément répétitive possédant en genéral un site de restriction pour I’enzyme Alul. Elle
comporte 300 000 copies de 300 pb, retrouvées tout au long du génome, méme dans les introns
des génes comme pour I’ECA. Lafonction de ces séquences Alu est actuellement inconnue et un
role éventuel dans la réplication n’est pas encore prouvé. La présence singuliere de formes
délétées ou insérées pour une séquence de 190 pb reflete I’existence de deux alleles: | (Insérée)
de 490 pb et D (D& été) de 190pb et définit le polymorphisme du gene ECA 1/D. Trois génotypes
sont possibles, deux homozygotes (Il et DD) et un hétérezygote (ID) (Laragui, 2006), ce
polymorphisme I/D affecte fortement le taux plasmatique de P’ECA, mais son mécanisme
d’action est probablement lié a un déséquilibre de liaison avec un autre polymorphisme plut6t
gu’a un effet direct puisque le polymorphisme I/D est localisé dans un intron (Rigat, 1990).
Cependant, Plus récemment, d’autres polymorphismes ont été mis en évidence sur le géne de
I’ECA situé sur des régions variables de ce dernier: (T-5491C, T-93C, a240T, T237C,
4656CT2/3). Ces polymorphismes ne sont pas encore identifiés comme fonctionnels et leur
relation a une éventuelle pathologie est en cours d’étude. Il existe une relation directe entre le
génotype de I’ECA et son phénotype. Cette relation génotype-phénotype est transmissible, en
application des lois de Mendel (Laragui, 2006).

4. Expression de I’angiotensine || danslestumeurs

L angiotensine Il (Angll), peptide biologiquement actif du systéme rénine-angiotensine
caractérisé pour son vasoactivité. Depuis, de nombreuses études ont illustré son effet sur diverses
fonctions cellulaires, dont la prolifération. L’Angll (8 acides aminés) est produite dans la
circulation (endocrine), mais aussi localement (paracrine), notamment a la surface des cellules
endothéliales. Ce peptide est produit par un mécanisme, faisant intervenir la coupure
enzymatique de précurseurs inactifs par une métalloprotéase: I’enzyme de conversion de

I’angiotensine (ECA) qui clive I’Angl.

L’Angll a de nombreuses cibles cellulaires, parmi lesquelles les cellules endothéliales et
les cellules musculaires lisses des vaisseaux. Elle exerce son action par I’intermédiaire de
récepteurs appartenant a la superfamille des récepteurs a sept domaines transmembranaires

couplés aux protéines G hétérotrimériques (RCPG). L’Angll se lie a deux récepteurs : ATIR,
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exprimé de facon prédominante chez I’adulte, et AT2R, exprimé chez le feetus et dans des
situations de remodelage tissulaire. Les effets physiologiques d’Angll sont majoritairement
attribués a AT1R, AT2R étant considéré comme un récepteur régulateur. L’Angll régule
positivement la prolifération et la migration cellulaires par I’intermédiaire d’AT1R, tandis

qu’AT2R exerce un contrble négatif sur ces fonctions (fig. 09) (Nouet, 2000).

Angiotensinogene
Reénine = l
Angl
s z— l
Angll

® %

AT1R AT2R

Figure 10: Synthesede I’Ang Il par ’ECA,
et son mode d’action (Cazaubon et al., 2006)

Récemment le systéme Angll, a é&é mis en évidence dans différentes cellules cancéreuses
(Nelson et al., 2003 ; Anguelova et al., 2005). Outre une élévation de la synthése du peptide, une
régulation positive de I’expression du récepteur est couramment observée. C’est ainsi qu’une
augmentation de I’expression de composants du systeme Angll a pu étre reliée a I’invasivité de
certaines tumeurs (adénome colorectal, cancers du sein et de la prostate). Notamment dans le cas
de cancers de la peau ou de carcinomes cervicaux. Les récepteurs d’Ang Il surexprimés dans les
cellules tumorales sont essentiellement du sous-type AT1R, méme s une augmentation de
I’expression d’AT2R a été observée dans les cancers du sein, suggérant une éventuelle

participation des deux sous types de récepteurs ala progression tumorale.

Une localisation nucléaire de I’AT1R a été mise en évidence dans des hépatomes (Cook,
2001).De méme Des récepteurs de la méme famille (CXCR4, bradykinine B2, apelin), ainsi que
de nombreux récepteurs a activité tyrosine-kinase de facteurs de croissance (epidermalgrowth
factor - EGF, nervegrowth factor - NGF, fibroblastgrowth factor -FGF), présentent également
une localisation nucléaire: un mode d’action intracrine par lequel le ligand intracellulaire

activerait son récepteur nucléaire fonctionnel (Cook et al., 2001 ; Boivin et a., 2003). Pourrait
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participer a I’activité mitogéne du récepteur. Outre les cellules tumorales, I’endothélium des
vaisseaux intratumoraux exprime AT1R, qui participe & I’angiogenése associée a la progression
tumorale.

Enfin, bien que les relations entre la cellule tumorale et son microenvironnement soient
encore mal connues, deux publications recentes font état de I’expression d’AT1R par des
macrophages associés a la tumeur et par des cellules stromales, dans des modeles murins de
carcinogenése (Egami et al., 2003 ; Fujitaet al., 2005).

Tableau 02: Expression des recepteurs de I’angiotensine 11

dans lescarcinomes utérins (Cazaubon et a., 2006)

Tumeur Récepteurs
Tissu ATIR AT2R
Utérus (carcinome) ++

++: Surexprimé

5. Mécanismes d’action de I’angiotensine 11 sur la croissance tumorale et I’angiogenése

L’Angll a une action mitogene ou anti-apoptotique sur de nombreux types cellulaires, qui
agit toujours par I’intermédiaire d’AT1R. Comme d’autres récepteurs mitogenes, il induit
I’activation de la voie ERK, principalement par transactivation du récepteur de I’'EGF (EGFR)
dont le réle sur la croissance tumorale est bien documenté (Fischer, 2003). D’autres voies de
signalisation, parmi lesquelles les voies PI3K/Akt et FAK, sont également impliquées dans les
effets de ces récepteurs sur la prolifération, lasurvie et lamigration cellulaires.

En accord avec son action antiproliférative et pro-apoptotique, AT2R trans-inactive
I’EGFR (Elbaz et a., 2000), notamment via I’activation de la tyrosine phosphatase SHP-1
(Srchomologyregion 2 domain-containing phosphatase 1) (Nouet et al., 2000), dont le r6le dans
le cancer a été rapporté. Une nouvelle famille de protéines interagissant avec AT2R (ATIP),
capables d’inhiber la prolifération cellulaire induite par I’EGF, a été identifiee (Nouet et a.,
2004), et des études recentes suggerent un réle potentiel d’ATIP en tant que suppresseur de

tumeur.Parallelement aux facteurs angiogeéniques VEGF (vascularendotheliumgrowth factor),
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FGF ou HGF (hepatocytegrowth factor), ET-1 et Angll apparaissent désormais aussi commedes
acteurs de I’angiogenése (Bagnato et al., 2003 ; Escobar et a., 2004).

Le peptide Angll, en agissant directement sur les cellules endothéliales par I’intermédiaire
d’AT1R, est capable de moduler in vitro les étapes précoces de I’angiogenese (prolifération,
migration, invasion, production de métalloprotéases specifiques de la matrice extracellulaire-
MMP), mais aussi I’étape, plus tardive, de tubulogenése. Au contraire, AT2R, par son action
négative sur les voies de signalisation couplées a AT1R et au récepteur du VEGF, régule
négativement la migration des cellules endothéliales et |a tubulogenese. 1l faut en outre noter que
I’Angll stimule indirectement I’angiogenése tumorale via la production de VEGF, aussi bien par
les cellules tumorales que par les cellules endothéliales. Cela implique notamment I’induction
d’HIF-1, le facteur de réponse a I’hypoxie (hypoxia-inducedfactor) contrélant la production de
VEGF. Une augmentation de la sécrétion de VEGF par les macrophages associés a la tumeur et
par les cellules stromales a également été observée en réponse a I’Angll (Egami et al., 2003 ;
Fujitaet a., 2005).

Finalement, I’Angll est sécrété en réponse a plusieurs stimuli associés au processus
tumoral (hypoxie, cytokines inflammatoires, facteurs de croissance), et peut agir de concert avec
le VEGF sur les différentes étapes de I’angiogenése (fig. 11).

ET -R
: AT2R

ET -R
ATIR @ Q H
(SHP-1

\ca@o
Hypoxie

P -~ ~— = ./.,. ]
HIF/VEGF J =~ / J
\ ‘I') < h,

Angiogeneése Prolifération/survie Migration/invasion

Figure 11: Principales voies de signalisation intracellulaire, couplées aux r écepteurs de

I’angiotensine 11 (Angll), impliquées dansla progression tumor ale (Cazaubon et al., 2006)
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Matériels et Méthodes

Notre étude est une étude cas témoin effectuée durant la période de Mai et Juin 2015.
Notre volet pratique a été réalisé au sein du laboratoire de biologie et génétique moléculaire
université 3, I’Etablissement Publique de Santé d’el Khroub et I’Etablissement Publique de Santé
deFilali.

1. Population d’étude

L’etude intéresse deux types de populations I’une témoin et I’autre malade.

1.1. Population témoin

Elle représente la population des sujets apparemment sains de différente tranche d’age de
sexe féminin, habitant essentiellement a Constantine. Les témoins sont les sujets venant faire
des prelevements au sein de I’EPS el Khroub et I’EPS Filali. Cette population est prise en

fonction de certains critéres :

a. Criteresd’inclusion

- Sujets sains.
- Les sujets de sexe féminin.

- Sujets dgées entre : 20 et 50 ans.

b. Critéres d’exclusion
Les sujets qui sont excluent de I’étude sont :

- Femmes fumeuses.
- Femmes enceintes.
- Sujets sous traitement médical.

- Sujets ayant des antécédents familiaux du cancer du col de I’utérus.

1.2 Population malade

Elle correspond a 20 sujets algériens présentant un cancer du col de I’utérus sélectionnés
parmi les patientes admises au sein du service de radiothérapie en cancérologie au niveau du
Centre Hospitalier Universitaire de Constantine (CHUC) et qui référent a nos criteres d’inclusion

et d’exclusion :
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a. Criteresd’inclusion

- Des malades ayant un cancer du col de I’utérus diagnostiqué par des médecins
spécialistes.
- Tout &ge confondu.

- Visant les femmes.

b. Critéres d’exclusion

- Tout sujet refusant de faire e prélevement.

2. Méthodes detravail

2.1 Recueil desdonnées

Un questionnaire (Annexel) comprenant toutes |es données nécessaires est établi pour la
population d’étude. Tous les renseignements nécessaires sont enregistrés dans ce questionnaire
apres une consultation du dossier médical du malade et un interrogatoire des témoins réaliseé par

nous méme.

2.2 Prédévement sanguins

Le préévement sanguin se fait suivant des conditions :
- Le prélévement se fait par des professionnels de la santé (infirmier(e)s).
- Les patientes doivent étre en position demi-assise.
- Le prélévement se fait dans un tube EDTA (10 ml).

Le tube EDTA est préservé pour I’extraction de I’ADN ; au sein du laboratoire de biochimie
CHU-C, en vue de I’étude moléculaire.

3. Etude moléculaire

3.1 Extraction d’ADN
Les études génétiques visent le génome humain (ADN), contenu dans les leucocytes
(prélevement sanguin), origine de I’information génétique, ou par autres techniques comme la

biopsie (une partie de I’organe de |a patiente par exemple).

3.1.1 Principe de I’extraction d’ADN
L’ADN de chague sujet est extrait a partir du sang périphérique recueillis sur tube EDTA,
suivant la technique au NaCl. Ains les leucocytes sont séparés du sang total par lyse
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hypotonique et traités ensuite par un détergent (SDS) et une protéinase K. L’ADN nucléaire est
libérées dans le milieu et les protéines qui lui sont associés sont digérées et éliminées par

précipitation au NaCl. La pelote est formée dans le surnageant par précipitation avec I’éthanol.

3.1.2 Préparation des leucocytes
- Dans un tube Falcon de 50 ml ; on amis du sang total (5-7 ml).
- Puis on a complété jusqu’au volume de 45 ml avec du TE (TRIS + EDTA) 20 :5.
- On alaisse le mélange 10 min dans le bain de glace.
- Centrifugation pendant 10 min a 3900 g (3900 rpm).
- On a déversé le surnageant avec une grande prudence afin de garder le culot leucocytaire
précipité au fond de tube.
-Onargoutéle TE 20 :5 au culot jusqu’a 25-30 ml, on a agité pour |le remettre en suspension et
laisser 10 min dans la glace.
- On aeffectué une centrifugation dans les mémes conditions précedentes.
- On adéverse le surnageant pour obtenir un culot de leucocytes.
- On a dilacéré le culot de leucocytes soigneusement afin de les prendre complétement et les
mettre dans un tube Falcon conique de 15 ml.
- On a ajouté 200 pl de SDS a 10% (détruire les membranes et libérer I’ADN).
- On agouté 100 ul de protéine K (PK) a 10 mg /ml (purification du mélange).
- Dans I’étuve, on a agité les tubes dans une roue rotative & 37°C pendant une nuit.
- Lelendemain, on les afait refroidir dans le bain de glace.
- Onagouté 1 ml de NaCl 4 M et on a agité rigoureusement alamain.
- On aremislestubes 5 min dans la glace (précipitation des protéines).
- Centrifuger pendant 15 min a 2500 rpm.
- On a transvasé le surnageant dans un tube Falcon de 50 ml, et puis on a gouté 2 fois son
volume d’éthanol absolu (100%) préalablement refroidi et on a agité en tournant le tube
plusieursfois: la pelote d’ADN s’est formée visible a I’ceil nu (on laisse le tube éventuellement
30 min a-20°C s la pelote d’ADN ne se forme pas)
- on récupére la pelote d’ADN par une pipette pasteur et la rincé 2 fois dans I’éthanol a 70% dans

un tube eppendorf stérile.
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3.1.3. Solubilisation de I’ADN
Notre ADN est réhydraté en gjoutant 1000 pl de I’eau distillée stérile selon la grosseur de
la pelote et la concentration qu’on souhaite avoir. On a laissé les tubes dans une roue rotative

jusgu’a dissolution compléte pendant une semaine.

3.1.4. Détermination dela pureté de I’ADN

La détermination de la pureté se fait par le calcul du rapport de la DO a 260 nm sur laDO
a 280 nm (longueur d’onde d’absorption des protéines) qui doit étre entre 1.8 & 2. Les acides
nucléiques absorbent & une longueur d’onde de 260 nm. Alors que les protéines absorbent & une
longueur d’onde de 280 nm. Le rapport de 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.
On considére que :
-L’ADN est suffisamment pur lorsque le rapport R= DO260/D0O280 est compris entre 1.6 et 2.
-L’ADN est contaminé par les proteines si : DO260/D0O280 < 1.6.
-L’ADN est contaminé par les ARN si : DO260/D0280 > 2.

La pureté de I’ADN est essentielle pour une action efficace des enzymes de restriction
utilisées par la suite. Dans le cas ou I’ADN est contaminé il faut procéder a la réextraction

d’ADN pour un bon usage et un bon résultat dans I’étape suivante de la PCR.
Enfin I’ADN pur est conserveé a +4°C jusqu’a utilisation.

3.2. Recher che du Polymor phisme 16 Insertion / Délétion de I’'ECA

Le polymorphisme de I’ECA est une Délétion (D) ou une Insertion (I) d’un fragment de
287 paires de base dans I’intron numéro 16 du gene de I’ECA.

La détermination du génotype a été effectuée selon deux PCR successives :
- une premiére PCR (polymérase Chaine Réaction) et un contréle de PCR sur gel d’agarose.

- une deuxiéme PCR de confirmation de dél étion.

3.2.1. Amplification par la premiére PCR

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

multiples copies d’une séquence d’ADN specifique.
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Préparation du milieu réactionnel dela PCR

Un milieu réactionnel de PCR ou un mix de PCR d’un volume final de 25ul a été préparé.
Le mix comprend des désoxyribonucléotides triphosphates (dntp 2 mM), une enzyme
d’amplification in vitro (Taq polymérase), un environnement réactionnel (tampon, MgCl2, H20)

et deux amorces oligonucl éotidiques suivantes :
- ECA 1R (Reverse): 5' CTG GAG ACC ACT CCCATCCTT TCT 3
- ECA 1F (Forward): 5' GAT GTGGCCATCACATTCGTCAGAT 3

Aprés avoir prépareé le mix de la PCR selon le nombre d’échantillon, nous avons pris 24 pl

de ce mélange avec 1 pul d’ADN dans chaque tube de PCR pour chaque sujet.

Tableau 03: L es quantités de chaque constituant du

milieu réactionnel dela premiere PCR

Mix Quantité
Tampon 10X 2.5 ul
MgCI2 (1.5 mM) 4 ul
Dntp (2 mM) 2 ul
ECA 1R (20 pmol/l) 0.5 ul
ECA 1F (20 pmol/Il) 0.5 ul
Taq (biomatik) 0.4 ul
Eau distillée 16.1 pl
ADN 1pl

Déroulement des cyclesdela PCR

Le déroulement des cycles de |la PCR a été assuré par un thermocycleur et les conditions
d’amplification étaient comme suit :

Une dénaturation initialle a 94°C pendant 1 minute, suivie de 30 cycles de PCR,
comprenant chacun une dénaturation a 94°C pendant 30 secondes, une hybridation a2 65.8°C, une
élongation a 72°C pendant 1 minute et enfin une élongation finale a 72°C pendant 8 minutes.

Préparation du gel d’agarose a 2%

Le controle de la PCR s’effectue sur un gel d’agarose a 2%. Le gel est préparé en
mélangeant 2g d’agarose et 100 ml du TBE (annexe 3) additionné de 10 ul du BET (Bromure
d’éthidium) qui est un agent intercalant qui sert a émettre une fluorescence pendant le contréle
delaPCR. Le gd est déposé sur une plaque d’une cuve horizontale ou on a déposé un peigne.

On laisse le gel se polymérisé a I’air libre.
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Controéledes produitsdela PCR

Le Controle de La taille des fragments amplifiés s’effectue par une électrophorese
horizontale sur un gel d'agarose a 2 %. Dans chaque puits du gel, nous déposons 10 i de produit
d’amplification en présence de 2 a3 nl d’un tampon de charge (DNA Loading Buffer) permet de
suivre le front de migration. Parallé ement un échantillon sans ADN (blanc : témoin), est inclus
dans la série a amplifier et sert de control négatif (-). Le dépbt se fait du coté cathode (-), et le

systéme est soumis a une migration sous un courant de 100 volts pendant 45 minutes.

Aprés la migration, le gel est soumis au rayon UV dans un Transiluminateur. Les
molécules de bromure d’éthidium fixées a I’ADN émettent une lumiere visible (fluorescence) et
photographiable et permettent de visualiser les fragments amplifiés sous forme de bandes
fluorescentes. Ce contrdle permet aussi de confirmer I’amplification de notre ADN et d’exclure
toute contamination d’ADN survenue au cours de la PCR grace au puits contenant le témoin

blanc le blanc.

Profil électrophorétique

Le profil éectrophorétique montrant une seule bande de 490 pb, représente le phénotype
homozygote inséré 1/1, une seule bande de 190 pb correspond au type homozygote délété D/D
caractérisé par la délétion sur les deux alées, le génotype hétérozygote I/D est représenté par
deux bandes de 190 et 490 pb.

On observe chez les hétérozygotes (1/D), une troisiéme bande qui représente un produit
hétéro duplexe d’ADN. L’apparition de I’allele (D) chez les hétérozygotes est souvent
préférentiellement a I’alléle | donc il peut y avoir une confusion entre le génotype DD (Déétion
/ Délétion) et DI (Délétion / Insertion).
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Photo 01 : Profil électrophor étique des fragments amplifiés par PCR
du gene ECAL sur gel d’agarose 2% (Mehri et al., 2005)

3.2.2. Amplification par la deuxiéme PCR

Tous les génotypes DD (Déétion / Déétion) doivent subir une deuxieme PCR de
confirmation avec de nouvelle « Amorces » et les mémes conditions sauf pour la température

d’hybridation. Les nouvelles amorces concernent le fragment délété.

Déroulement de la deuxieme PCR
Un mix de PCR semblable a celui utilisé pour la premiere PCR est préparé mais avec un

nouveau couple d’amorce qui encadre le fragment delété :

ECA 2F:5'-TCG GAC CAC AGC GCC CGC CACTAC-3
ECA 2R : 5'-TCGCCA GCC CTC CCA TGC CCA TAA-3'

Les conditions de la PCR sont aussi semblables a ceux de la premiere PCR sauf pour la
température d’hybridation qui est 67°C. Les produits d’amplification sont déposés sur un gel

d’agarose de 2 % a 100 volts pendant 30 minutes.

Profil éectrophorétique de la deuxiéme PCR
Le profil éectrophorétique montrant une bande de 335 pb révele la présence du fragment
délété.
s Laprésence d’une bande de 335 pb montre I’existence de I’allele I (Inséré).
= Doncle génotype est ID (Insertion/ Délétion) au lieu de DD (Délétion / Délétion).
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<+ L’absence réelle de I’allele I (Insertion) ne montre I’existence d’aucune bande.
= Donc le génotype est DD (Déétion / Délétion).

.

a8
2.9
cg dg
5.8
o O

Controle I1
Marqueur VIII

335 pb

Photo 02 : Profil électrophor étique des fragements D/D amplifiés dans
la premiére PCR du géne ECA2 sur gel d’agarose 2% (Mehri et al., 2005)

3. Etude statistique

Notre enquéte de type cas-témoins consiste a comparer la fréquence d’exposition
antérieure a un (ou plusieurs) facteurs(s) de risgque dans un groupe de « cas» atteints de la
maladie étudiée, et dans un groupe de « témoins » indemnes de celle-ci. Toutes les données de
notre étude ont éte traitées a I’aide de logiciel Microsoft Office EXCEL 2007.
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1. Répartition selon I’age
1.1. Répartition destémoins selon I’age

Notre population témoin est composée de 37 sujets de sexe féminin. La moyenne d’age des

témoins est de 40 ans. La repartition d’age est présentée dans le tableau 04.

Tableau 04 : Répartition des témoins selon I’age

Age \ o
[20-30[ 6 16,2
[30-40] 14 37,8
[40-50] 16 43,2
[50-60] . 27
Total 37 100

1.2. Répartition des malades selon I’age

Notre échantillon d’étude s’étale sur une éendu de 48 ans avec un &ge minimal de 30 ans

et un &ge maximal de 78 ans. La moyenne d’age de notre échantillon est de 48 ans (tableau 05).

Tableau 05 : Répartition des malades selon I’age

Age N %
[20-30[ . ]
[30-40] 1 s
[40-50] 4 20
[50-60[ 12 60
>70 2 10
Total 20 100
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Figure 12: Répartition des patientes du cancer du col utérin selon I’age

On observe une augmentation de I’incidence de la maladie avec I’age. Les individus les
plus touchés sont situes entre 55 ans et 60 ans. L’incidence diminue un peu entre 60 ans et 70

ans et elle augmente a nouveau au-dela de 70 ans.

L’age moyen de survenue de cancer du col utérin est estimé a 55 ans selon de récentes
études faites par 1’équipe de centre d’oncologie Ibn Rochd de Casablanca donc les résultats sont

en concordance avec notre éude (khadiri, 2003).

2. Lesfacteursderisque

Le cancer du col utérin est une maladie d’origine infectieuse avec I’interaction de plusieurs
cofacteurs qui interviennent dans I’apparition et le développement de cette maladie. Nous nous
somme intéresse aux facteurs de risgue suivants: le tabac, le mode de vie sexuel, le nombre

d’enfant et la contraception orale.

2.1. Tabagisme

Dans notre étude on n’a pas trouvé des femmes malades fumeuses, cela peut étre expliqué
par le fait que la consommation du tabac chez les femmes est un sujet tabou et d’autre part les
mal ades sont souvent exposées au tabagisme passif, alors que le tabac est considéré comme un

facteur de risgue dans la majorité des cancers.

Le tabac augmente trés fortement le risque de développer un cancer du col de I’utérus. Il

est devenu, en quelques années, le facteur de risque le plus important, apres I’infection par le
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virus du papillome humain HPV (Hausen, 2008). Ce risque relatif est en fonction du: Nombre de

cigarettes consommeées par jour, La durée d’exposition au tabac et L’utilisation de cigarette sans
filtre (Khadiri, 2003).

2.2. Précocité desrapports sexuels

Dans notre population 60% des femmes ont eu des rapports sexuels trés précoces (I’age du
mariage est entre 15 et 20 ans) par rapport a seulement 10% chez les sujets témoins. 10% des
femmes malades se sont mariées avant 15 ans contre 0% chez les témoins. 0% des malades se

sont mariées au-delade 30 ans alors que 20 % des témoins sont marié a un &ge tardif (fig. 13).

60

B Malades %

18,9 m Témoins %

<15 [15;20[ [21;25[ [26;30[ >40

Figure 13: Répartition des malades du cancer du col utérin selon I’age du mariage

On croit que I’activité sexuelle précoce accroit le risque du cancer du col de I’utérus

puisqu’un grand nombre des changements qui se produisent dans le tissu cervical lors de la
puberté rendent larégion plus vulnérable aux |ésions.

Nos résultats sont en accord avec la littérature car le cancer du col de I'utérus est plus
fréquent chez les femmes ayant eu des rapports sexuels trés tét car I’infection a HPV serait

facilitee par I’existence d’un systéme immunitaire pas encore compléetement mature (Mubiayi,
2000).
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2.3. Multiplicité des partenaires

C’est une notion difficile ala préciser car elle représente un sujet tabou. Elle a é&té précisée
selon la situation familiale des sujets.

Dans la population malade la multiplicité des partenaires est représentée chez 15 % des
femmes qui sont mariées deux fois en comparaison avec 0 % chez la population témoin.100 %
des femmes malades sont mariées donc ayant une vie sexuelle active (fig.14).

100

100 -
90 -
80 -
70 A
60 -
50 -
40 - H Témoins %

85

® Malades %

30 A

15

20 -

Eeaa = —4
O T 1 T 1
célibataire 1 fois 2 fois

Figure 14: Répartition des malades en fonction du nombre de mariage

Le risque est plus élevé si on a des relations sexuelles avec de nombreux partenaires,
probablement en raison d'une plus grande exposition au HPV, qui est souvent transmise
sexuellement. Cependant, une femme peut étre infectée par le HPV méme s elle n'a eu qu'un
seul partenaire sexuel (Mubiayi, 2000).

2.4. Agedela premiére grossesse

Les grossesses précoces sont un facteur de risque reconnu. On a pu le démontré selon
I’age de la premiere grossesse et le nombre de grossesse chez les patientes avec un cancer du col
de I’utérus en comparaison avec I’age de la premiére grossesse chez les témoins de notre étude.
60% des patientes ont eu leur premiere grossesse a un age tres précoce (entrel5 et 20 ans)
par rapport a seulement 5% pour la popul ation témoin. 0% des malades ont eu des grossesses au-
dela de 30 ans en comparaison avec 25% chez les témoins (fig.15).
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Figure 15: Répartition des malades du cancer du col de I’utérus selon I’age

dela premiére grossesse

Il semble que les femmes dont I’age de la premiére grossesseest précoce ont un risque plus
élevé d’avoir un cancer du col de I'utérus a cause de I’inversion de I’épithélium cylindrique
pendant la grossesse qui fait apparaitre un épithédlium métaplasique immature et des

transformations cellulaires (Laraqui, 2006).

2.5. Nombre de grossesse

La multiparité (entre3 a 5 enfants) est représentée dans les deux populations avec un
pourcentage élevé chez la population malade par rapport a la population témoin. 70% des
femmes atteintes de cancer du col utérin sont des multipares, cela représente plus que le double
par rapport au témoins (30%). Les femmes malades représentent des pourcentages moins élevés
gue les témoins qui ont O, 1 et 2 enfants (5%, 10% et 20% respectivement chez les témoins par
rapport aux fréquences des malades qui sont 0%, 5% et 10%).

La grande multiparité (plus que 5 enfants) constitue 10% pour la population malade et 20%
pour la population témoin (fig.16).
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Figure 16: Répartition des malades du cancer du col utérin selon le nombre d’enfants

Selon Munoz la parité élevée est considérée comme un cofacteur de I’infection a HPV,
femmes malades, par rapport & des femmes qui n’ont jamais eu d’enfant, celles qui en ont eu
trois ou quatre ont 2,6 fois plus de risque de contracter un cancer du col utérin. Celles qui ont en

ont eu sept ou plus avaient 3,8 fois plus de risque (Munoz, 2002).

3. Etudeclinique
3.1.Types histologiques du cancer du col utérin

On a pu classer les différents types histologiques du cancer du col de I’utérus d’apres les
résultats de I’examen histologiques mentionné dans les dossiers des patientes. On a trouvé que le
cancer épidermoide représente la majorité des cas avec 85%, seulemement 10 % des cas présente
un adénocarcinome, et enfin pour5 % des malades le type du cancer n’a pas été mentionner dans

leurs dossiers (fig.17).
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Figure 17: Larépartition des malades selon le type histologique du cancer du col utérin

Nos résultats concordent avec la littérature ou le cancer épidermoide représente I’immense
majorité des cas (85-90%) (Boubli, 2005. Maiga 2006).

3.2. Stades du cancer du col utérin

Le stade le plus fréquent chez nos patientes est : |1 b avec un pourcentage de 80% par
contreles stades | b et 111 b sont représentés par un pourcentage égal de 10% (fig.18).

Stades du cancer du col utérin

m bl
milb
mllb

Figure 18: Larépartition des malades selon le stade du cancer du col utérin

Ces résultats concordent parfaitement avec les données de la littérature : le stade clinique a
été déterminé selon la classification de la Fédération Internationale de Gynécologie Obstétrique
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(F.1.G.0.2000). Le stade |1 b était le plus fréquent, il areprésenté 54,06 suivi du stade | b avec:
20,93 descas (El-Aarii, 2006).

4. Fréguence génotypique du polymorphisme 16 insertion/ délétion de ’ECA

La détermination des fréguences génotypiques et aléliques du polymorphisme 16
insertion/ délétion de I’ECA malheureusement n’a pas pu se faire malgré la réalisation de la PCR
dont on n’a pas obtenu de résultats. Cela est du aux problémes techniques rencontrés au niveau
du laboratoire et des difficultés rencontrées lors de notre étude ainsi que le temps réservé a la
réalisation de la partie pratique. Tous ces facteurs nous ont empéchés d’atteindre I’objectif tracé
de cette étude.

Il a été démontré gque le génotype D/D aun risque élevé dans le développement du cancer
et autres affections du systéme reproductif. Le polymorphisme I/D affecte les concentrations

plasmatiques et I’activité de I’Ang 11.

Plusieurs éudes ont été faites sur I’association du polymorphisme 16 insertion /délétion de
I’ECA et le risque du développement des cancers humains, notamment le cancer colorectd, le
cancer du sein et de la prostate (Récken, 2005. Arzu,2006. Medeiros, 2004.). Aucune éude
concernant I’association de ce polymorphisme et du cancer du col de I'utérus n’a été faites
jusgu'a 2012. Jun-Ge Han et a. Ont démontré I’association du polymorphisme 16 I/D de I’ECA
et le cancer du col de I’'utérus chez une population chinoise. Selon cette étude les fréguences
génotypiques et alleliques du gene d’ECA: D/D, I/D et I/l éaient comparées et significativement
associees avec un risque éleve du cancer du col de I’utérus D/D contre I/l OR =0.41, D/D contre
I/D OR =0.34, sur IC = 95%. En conclusion, le polymorphisme peut étre utilis€ comme un
nouveau marqueur de risque du cancer du col de I’utérus (Han, 2012).
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Le cancer du col de I'utérus est une néoformation tissulaire due a une prolifération
cellulaire excessive, anormale, anarchigque et autonome, développant une tumeur maligne au sein
de ses tissus qui détruise le col utérin au niveau de la zone de jonction avec envahissement local

et adistance.

Le cancer du col de I'utérus est un probléme important de santé reproductive féminine,
surtout dans les pays en développement ou il constitue la cause majeure de déces dus au cancer

chez lafemme apres le cancer du sein.

L’etude que nous avons entreprise est une étude de type cas témoin concernant 57
individus répartis en deux groupes, une population de malade présentant un cancer du col de
I’utérus (n=20) sélectionnés parmi les patientes admises au sein du service de radiothérapie au
niveau du Centre Hospitalier Universitaire de Constantine (CHUC) et une population de cas

témoin (n=37).

L’etude des différents facteurs de risque du cancer du col de I’utérus a été en parfaite
concordance avec la bibliographie. On observe une augmentation de I’incidence de la maladie
avec I’age. La tranche d’age la plus touchée est situés entre 55 et 60 ans.

Dans notre population 60% de nos patientes ont eu une activité sexuelle trés précoce (age
du mariage et de la premiére grossesse est situé entre 15 et 20 ans). De plus lamultiparité (de 3 a
5 enfants) et la multiplicité des partenaires (marié deux fois) constituent des facteurs de risque
dans notre population. Le tabagisme est un facteur primordial de risque malgré que dans notre
étude il n’y a pas de femmes fumeuses, mais ces femmes peuvent étre victimes d’un tabagisme

passif suitealeur entourage fumeur.

Dans notre étude nous n’avons pas pu atteindre I’objectif de cette étude concernant
I’association du polymorphisme de I’ECA et le cancer du col de I’utérus a cause des difficultés
rencontrés lors de laréalisation de la partie pratique ainsi que le temps réservé alaréalisation de
de cette partie. Néanmoins I’étude de nouveaux marqueurs génétiques, tel que le polymorphisme
de délétion/insertion du géne de I’ECA, ouvre des perspectives en matiére de détection,

de prévention et de traitement des cancers.

A la lumiére de notre travail nous émettons comme perspectives, de terminer I’étude
moléculaire que nous avons entreprise pour pouvoir avoir des réponses sur la prédisposition

génétique chez les femmes avec |e cancer du col utérin.
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Pour lutter contre le cancer du col utérin, on note en effet des progrés dans le dépistage et
le traitement. 1l est toutefois important d'assurer une bonne information des femmes, notamment
sur le dépistage par FCU (frottis cervico-utérin) car cet examen n'est pas encore suffisamment

généralise, surtout dans les populations rurales ou chez les personnes vivant de maniére

précaire.
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Annexes

Annexe 01- Questionnaire Clinique

FICHE DE PATIENTS ATTENITS DU CANCER DU COL DE L’UTERUS

1) Donnéesrelatives au patient :
N° DOSSIEf ©ouvivieiiiiiieeene Sexe:F M
Nometprénom:................... Service :.............
Date de naissanceou Age............ Adresse / Tél :..............
Origine (REQION) . .cvovviiiiiii e,
Situation familiale : marié célibataire Divorceé
Nombre d’enfant......................
Age dumariage...........ccoeeeiiennns

) Données sur le mode devie:

1)- Tabagisme: Non Oui  Nbredecigarette/jour :..........

2)- Prisse actuelle de thérapeutique:
*Contraceptifsoraux @ .....ooviiiiiiiiii i

[11)  Terrain pathologique:
1)-Lestypesdu cancer :

Carcinomeépidermoide Non  Oui

Adénocarcinome Non Oui

Autretype Non Oui

2)-Antécédents familiaux Non Oui : Nombre de sujets atteints ........

3)-Résultat Biopsie

Evolution dela maladie sous traitement : Bonne Mauvaise Récidive




Annexe 2 — Propriétés biologiques des protéines des papillomavirus a haut risque
(Aubin, 2003)

Protéine | Fonction

E1l Activation de laréplication deI'’ADN viral

E2 Localisation nucléaire :

- Activation de laréplication de I'ADN vira en synergie avec E1
- Répression de la transcription d’E6 et E7

Localisation cytoplasmique::

- Induction d'apoptose, d'instabilités génomiques

E3 Pas de fonctionconnue

E4 Maturation des virions, facilite |'encapsidation du génome

E5 Stimulation de la prolifération cellulaire

E6 Proténe oncogene : favorise la dégradation de p53 par |e protéasome

E7 Proténe oncogene : favorise la dégradation de la protéine de
susceptibilité au rétinoblastome p105Rb

E8 Pas de fonctionconnue

L1 Proténe majeure de capside

L2 Proté nemineure de capside

Annexe 3 - préparation du TBE 1X
On prépare le TBE 10X : Tris 108g + acide Borique 55g + EDTA 9.3g + H20 distillée 1L,
puis on fait une dilution pour obtenir un TBE 1X, on prend 100 ml TBE et on compléte le

volume avec de I’H20 distillée jusqu’a 1000 ml.



Résume

Le cancer du col utérin pose un véritable probléme de santé publique dans le monde.
Son incidence varie en fonction de plusieurs facteurs de risques. Dans notre étude, I’age
moyen de survenue du cancer du col de I'utérus est situé entre 55 et 60 ans. 60% de nos
patientes ont eu une activité sexuelle trés précoce (&ge du mariage et de la premiere grossesse
est situé entre 15 et 20 ans). 15 % des sujets avec le cancer du col de I’utérus sont mariées
deux fois en comparaison a0 % chez lestémoins. De plus les patientes multipares (entre3 a5
enfants) représentent 70% des cas par rapport a seulement 30% chez les témoins.

Chez nos patientes, la forme histologique la plus dominante est le carcinome
épidermoide qui représente 85% des cas, le stade clinique |1 b est le plus fréquent (80%).

L’association entre le polymorphisme 1/D de I’ECA et le cancer du col de I’utérus n’a
pas pu étre décelée a cause des problémes rencontrés lors de la réalisation de la partie
pratique.

Mots clés: cancer du col de I'utérus, papillomavirus, enzyme de conversion de

I’angiotensine.

Abstract

Cervical cancer remains a real hedth problem in the world. Its incidence varies
according to several risk factors. In our study, the median age of occurence of cervical cancer
is located between 55 and 60 years old. 60% of our patients have had early sexual activity
(age of marriage and first pregnancy is located between 15 and 20 years). 15% of patients
with cancer of the cervix are married twice in comparison to 0% in controls. Moreover
patients multiparous (3 to 5 children) represent 70% of cases compared with only 30% of
controls. Our patient’s most dominant histological form is squamous cell carcinoma which
represents 85% of the cases, clinical stage Il b is the most common (80%).

The association between ACE I/D polymorphism and cervical cancer couldn’t be

detected because of the problems encountered in the implementation of the practical part.

K ey words: cancer of the cervix, Papillomavirus, angiotensin-converting enzyme.
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Implication du polymorphisme du géne de I’enzyme de

conversion de I’angiotensine dans le cancer du col de I’utérus

Résumeé

Le cancer du col utérin pose un veéritable probléme de santé publique dans e monde.
Son incidence varie en fonction de plusieurs facteurs de risques. Dans notre étude, I’age
moyen de survenue du cancer du col de I’utérus est situé entre 55 et 60 ans. 60% de nos
patientes ont eu une activité sexuelle tres précoce (dge du mariage et de la premiéere
grossesse est situé entre 15 et 20 ans). 15 % des sujets avec le cancer du col de I’utérus
sont mariées deux fois en comparaison a 0 % chez les témoins. De plus les patientes
multipares (entre3 a 5 enfants) représentent 70% des cas par rapport a seulement 30%
chez lestémoins.

Chez nos patientes, la forme histologique la plus dominante est le carcinome
épidermoide qui représente 85% des cas. Le stade clinique Il b est le plus fréquent (80%).

L’association entre le polymorphisme I/D de I’ECA et le cancer du col de I’utérus
n’a pas pu étre décelée a cause des problémes rencontrés lors de la réalisation de la partie

pratique.

Mots clés: cancer du col de I'utérus, papillomavirus, enzyme de conversion de

I’angiotensine.
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