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Introduction

Le cancer du poumon est I'une des formes les plus fréquentes de cancer. Il demeure le
cancer le plus fréqguemment diagnostiqué chez les hommes Algériens. Il se situe au premier
rang selon les données du registre du cancer de Sétif [1].

A T’échelle mondiale, le cancer du poumon reste la maladie cancéreuse la plus mortelle. Le
tabagisme est de loin le principal facteur de risque, responsable d’environ 85% de tous les cas
[2].

Si la fumée de cigarette est toujours considérée comme le principal facteur favorisant la
survenue du cancer du poumon, durant ces derniéres années, des interactions entre plusieurs
facteurs de susceptibilités génétiques et environnementaux ont été utilisés dans I'évaluation du
risque de cancer du poumon et les premiers génes candidats dans ces études d’interaction
géne—environnement sont ceux codants pour le métabolisme de carcinogenes et les génes dont
les enzymes sont impliqués dans le métabolisme des folates [3,4]. Nous citons la MTHFR.

La méthylénetétrahydrofolate réductase (MTHFR) est une enzyme clé dans le
métabolisme des folates, dont le rdle dans la carcinogenése pulmonaire est controversé [5,6].

Depuis sa caractérisation biochimique en 1991 [7], et son identification génétique en
1995 [8], I'allele 677T du géne MTHFR a suscité un intérét tout particulier en recherche
clinique. C’est ainsi qu’il s’est avéré étre un facteur de risque associé a des pathologies
diverses [9].

Le polymorphisme C677T identifié sur le gene de la MTHFR est une substitution d’une
cytosine par une thymine en position 677 dans la séquence nucléotidique. Elle se traduit dans
la séquence protéique par la substitution d’une alanine par une valine sur le codon 222.
L’activité de cette enzyme varie selon les polymorphismes du géne de I’enzyme et de I’apport
alimentaire en folates [10].

Ce polymorphisme conduit a la formation d’un variant enzymatique thermolabile a activité
réduite entrainant de ce fait, a la fois, un ralentissement de ’activité du cycle de 1’acide
folique et une diminution du potentiel de 1’organisme a transformer 1’homocystéine en
méthionine [11].

Ce variant C677T de la MTHFR, semble interferer avec les phénoménes de la carcinogenése
en modulant la méthylation de I’ADN et en contrdlant la synthése de ce dernier [12]. Ce
polymorphisme est fréquent dans la population générale de différentes régions du monde

[13,14], et a fait I’objet de nombreuses études dans le cadre du cancer pulmonaire [15].




Les objectifs de notre travail étaient :

v Evaluer l'influence des différents facteurs de risque (sexe, age, tabac, habitudes
toxiques...) sur le cancer du poumon.

v" Rechercher le polymorphisme C677T de la MTHFR chez des témoins et chez des
patients présentant un cancer du poumon.

v’ Etablir la relation entre la mutation C677T du géne de la MTHFR et le cancer du

poumon.




Partie

bibliographique



CHAPITRE | : L’appareil respiratoire

I-1- L ’appareil respiratoire

Le systeme respiratoire est constitué de I’ensemble des organes qui assurent 1’apport
d’02 et I’élimination du gaz carbonique. Gréace au systéme respiratoire, 1’organisme est en
capacité de respirer et d’effectuer des échanges gazeux avec 1’environnement. Cet échange

gazeux entre le sang et I’environnement est appelé également la respiration externe [16].

Les poumons, organes principaux de la respiration externe, ont donc la fonction de
fournir I’oxygene nécessaire pour I’ensemble des processus vitaux et d’éliminer le produit de
dégradation du métabolisme, le dioxyde de carbone [16].

On désigne par contre sous le terme de respiration interne, la combustion dans la cellule
des nutriments permettant de produire I’énergie qui se déroule en utilisant de I’oxygene. La
respiration externe est donc une condition nécessaire a la respiration interne.

Les voies respiratoires sont séparées en :
B \oies aériennes supérieures : Nez, sinus et pharynx.

B Voies aériennes inférieures : Larynx, trachée, bronches et poumon [17].

I-1-1- Voies aériennes supérieures

- Le nez : Les fonctions du nez sont le réchauffement, 1’humification et 1’épuration de 1’aire
respirée par ailleurs, il sert d’organe a I’olfaction et de caisse de résonance.

- Les sinus : Sont des cavités osseuses qui s’abouchent par des petits canaux dans le nez.

Les infections de la cavité nasale sont fréquemment transmises aux sinus ou il se développe
alors un cedéme de la muqueuse et une production de sécrétions.

- Le canal lacrymo-nasal : Au niveau du méat inférieur s’abouche le canal lacrymo-nasal
grace auquel les larmes s’écoulent de 1’angle interne de 1’ceil vers la cavité nasale. C’est ainsi
que I’on doit se moucher lorsque 1’on pleure, c’est-a-dire en cas d’augmentation de la
sécrétion des larmes.

- Le pharynx : Va de la partie postérieure des cavités nasales jusqu’au larynx. Il est divisé en
naso-, oro- et laryngopharynx. De nombreux tissus lymphatiques servant a la défense contre

les infections qui se trouvent dans le pharynx [17].




I-1-2- Voies aériennes inferieures

- Le larynx : Est composé de plusieurs éléments cartilagineux .1l se connecte directement a la
trachée. L’épiglotte peut fermer la trachée lors de la déglutition. Le larynx sert principalement
a la phonation grace aux cordes vocales. Le flux d’air les fait vibrer pour former les sons. Le
larynx a deux fonctions : d’une part, il ferme les voies aériennes inférieures et régule leur
ventilation, d’autre part il est I’organe principal de la formation de la parole [17].

- La trachée : Continue directement le larynx, il s’agit d’un long tube recouvert d’une
muqueuse qui est maintenue par des anneaux cartilagineux [18].

- Les bronches : Sont les divisions qui poursuivent la trachée vers le bas en direction des
poumons. Leur calibre devient de plus en plus petit au fur a mesure des divisions, les plus
petites bronches se terminent dans les alvéoles pulmonaires au niveau desquelles s’effectuent
les échanges gazeux [18].

Les bronches sont souvent le siege de maladies (bronchite, carcinome bronchique).

- Les poumons : Sont au nombre deux, 1’un droit et 1’autre a gauche. Le poumon gauche est
constitué de deux lobes par contre celui de droite comporte trois lobes qui seront eux-mémes

divisés en segments [19].
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Cavité orale

Larynx
Bronche
principale
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gauche

Base
du poumon
gauche

Diaphragme

Figure 01 : Anatomie de I’appareil respiratoire [20].




I-2- Anatomie des poumons

Les poumons sont des organes pairs et asymeétriques. Contenus chacun dans une cavité
pleurale. 1ls occupent latéralement la cage thoracique.

Les deux poumons sont situés dans la cage thoracique de part et d’autre du médiastin.
Ils sont limités a I’extérieur par les cOtes, en bas par le diaphragme, en haut, leurs sommets
dépassent de peu la clavicule, entre le poumon droit et le poumon gauche se trouve le coeur
[19].

La partie du poumon qui repose sur le diaphragme est désignée sous le terme de base
pulmonaire et la partie supérieure sous le terme de sommet pulmonaire. Les bronches souches
et les vaisseaux pulmonaires pénétrent dans les poumons au niveau du hile pulmonaire situé
sur la face interne [21].

Du faite de la position gauche du cceur, le poumon gauche est plus petit que le droit. Le
poumon gauche est séparé par une scissure facilement reconnaissable en lobe pulmonaire
supérieur et lobe inférieur, alors que le poumon droit est divisé en trois lobes par deux
scissures, le lobe supérieur, le lobe moyen et le lobe inférieur.

Les lobes pulmonaires sont de nouveau divisés en segments pulmonaires de plus petite taille.
Les poumons sont traversés par des vaisseaux de la circulation pulmonaire qui servent aux
échanges gazeux. L’alimentation propre des poumons est assurée par contre par les arteres
bronchiques provenant de 1’aorte [22].

Le hile pulmonaire, les poumons, comme tous les organes, sont traverses par des vaisseaux
lymphatiques qui y pénétrent au niveau du hile pulmonaire avec les bronches souches et les
vaisseaux sanguins [22].

Les deux poumons sont entourés d’une enveloppe tres fine irriguée par des vaisseaux, la
plévre viscérale séparée uniquement par une mince couche de liquide, a la plevre pariétale qui
est en contact avec la paroi thoracique, le diaphragme et le médiastin et qui contient des nerfs
sensitifs, transmettant des stimuli douloureux [17].

Les poumons sont divisés en lobes 3 a droite et 2 a gauche, séparés par deux sillons «
scissures », chaque lobe est divisé en 3 ou 4 segments. Chaque segment se subdivise en unité
fonctionnelle pulmonaire appelée « lobule pulmonaire » Chaque lobule constitue un poumon

miniature qui est appendu a une bronchiole terminale [17].




Figure 02 : Anatomie du poumon
(A) : Schéma générale du poumon humain [23].
(B) : Poumons humains, trachée, bronches [24].

Le lobule pulmonaire est constitu¢ d’une série de petits sacs rassemblés en grappes : les

alvéoles. Celles-ci sont entourées d’un fin réseau de capillaires permettant les échanges

gazeux entre |’air et le sang.

Les alvéoles sont la structure de base du poumon. Une mince pellicule lubrifiante

appelé « surfactant » tapisse la paroi de chaque alvéole, « 1’épithélium » [25].
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Figure 03 : Schéma générale du systéme respiratoire [26].




v" Les bronches :

A son extrémité inférieure, appelée la caréne, la trachée se divise pour former les deux
bronches souches. La paroi des bronches souches possede une structure identique a celle de la
trachée et est composée d’anncaux cartilagineux et d’une muqueuse avec un épithélium cilié
vibratile.

Apres quelques centimetres, chaque bronche souche se divise en de plus petites bronches :
- Bronche souche droite : Trois principales pour les trois lobes du poumon droit.
- Bronche souche gauche : Deux branches principales pour les deux lobes du poumon gauche.

Ces cing branches principales ou bronches lobaires, se divisent ensuite, comme la
ramure d’un arbre, en bronches segmentaires qui se ramifient elles-mémes encore en plus
petites branches. On obtient aprés plus de vingt divisions, un systéme trés ramifi¢, 1’arbre
bronchique. Plus les bronches deviennent petites, plus leur structure est simple et plus leurs
parois sont fines [18].

Les bronchioles se ramifient encore en de petites branches microscopiques qui
aboutissent directement dans les alvéoles pulmonaires, regroupées comme des grappes de
raisin dans le tissu pulmonaire, et qui assurent les échanges respiratoires.

Au niveau des alvéoles, I’air et le sang ne sont plus séparés que par ce qu’on appelle la
barriére alvéolo-capillaire, a travers cette fine structure, I’oxygeéne de 1’air alvéolaire peut
passer rapidement dans le sang capillaire pendant que le dioxyde de carbone prend le chemin
inverse [18].
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Bronche lobaire inférieure

Figure 04 : La structure des bronches [27].




I-3- Physiologie des poumons

Les poumons sont les organes responsables de la respiration. Ils transmettent 1’oxygéne
dans le sang et éliminent le gaz carbonique. L air inspiré pénétre par la trachée et s’introduit
dans les bronches puis les bronchioles, débouchant dans les alvéoles ou se déroulent les
échanges gazeux avec le sang [28].

Chaqgue alvéole est entouree de vaisseaux tres fins, appelées capillaires, dont elle est
séparée par une membrane. C’est a travers cette membrane que 1’oxygene est transféré de ’air
vers le sang, et en sens inverse, le gaz carbonique éliminé.

Les poumons jouent également le rble de défenseur de 1’organisme contre les
substances nuisibles présentes dans 1’air, comme la fumée, la pollution, les bactéries et les
virus.

Les poumons produisent un liquide épais et visqueux appelé mucus qui peut retenir et
partiellement détruire ces substances. Les cils bougent rapidement pour faire remonter le
mucus dans les bronches, ou il est évacué par la toux ou la déglutition [28].

Les contractions musculaires du diaphragme et de la cage thoracique permettent aux

poumons de se gonfler et de se dégonfler, par augmentation / diminution du volume de la

cage thoracique [29].

I-4- Histologie des poumons

Les poumons sont des structures rose-grisatres, tres résistantes et élastiques. Ils sont
séparés des organes intra thoraciques par une séreuse, la plévre, qui permet leur glissement
lors des mouvements respiratoires. Le tissu pulmonaire est macroscopiquement homogene
spongieux. La teinte rose est habituellement due a la perfusion du tissu.

La partie distale terminale des voies de conduction est la bronchiole terminale, la
bronchiole terminale possede un revétement cylindrique cilié dépourvu de cellules

caliciformes mélé a de rares cellules non ciliées appelées cellules de Clara [30].
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Figure 05 : Coupe transversale de la bronche et de la bronchiole.
AP : Artére pulmonaire, BR: deux Bronches
br : bronchioles, VP : Veine pulmonaire [31].

L’examen a fort grossissement en microscopie optique montre un aspect grossier des
constituants des cloisons inter alvéolaires. Ces parois alvéolaires sont formées de trois
constituants:

1) Un épithélium comportant deux types de cellules, les pneumocytes 1 et 2.
2) Un tissu conjonctif formé d’une fine couche de minces fibres de réticuline, de collagéne et
élastique.

3) Un riche réseau de capillaires [30].
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Figure 06 : Histologie de la barriere alvéolo-capillaire [32].




particules qui peuvent atteindre les alvéoles. Ils sont appelés macrophages alvéolaires.

Il s’y associe des macrophages intra-alvéolaires qui assurent la phagocytose de petites

Le tissu conjonctif de soutien est difficilement percu sans coloration spéciale [30].
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Figure 07 : Histologie de tissu conjonctif alvéolaire [33].

Les capillaires contenant des globules rouges sont délimités par le fin cytoplasme des
cellules endothéliales.

v Les pneumocytes | sont des cellules trés aplaties.

v" Le Pneumocyte Il ou cellule a surfactant se caractérise en microscopie électronique par la

présence de corps multi lamellaires correspondant a 1’agent tensio-actif sécrété et libéré par

exocytose sur la surface de 1’alvéole [30].
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Figure 08 : Histologie d’une cloison alvéolaire [34].
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v Le macrophage alvéolaire est un composant important du systeme de défense du tissu
pulmonaire. Issu des monocytes sanguins. Il phagocyte les particules et les microorganismes
atteignant les alvéoles. Chargé des phagosomes, il migre vers les voies respiratoires ou il est
éliminé par expectoration ou déglutition. De nombreux macrophages migrent dans le tissu
conjonctif, et déversent les produits de phagocytose [30].

v La plévre viscérale est revétue par un mésothélium aplati reposant sur un tissu conjonctif
fibreux et élastique. Ce dernier véhicule un réseau de vaisseaux lymphatiques et sanguins
[30].
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Figure 09 : Les cellules de I’alvéole pulmonaire
C: capillaire alvéolaire, A: alvéole [35].
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I-5- Fonctions des poumons

I- 5-1- Les phénoménes mécaniques de la respiration

La mécanique ventilatoire, la respiration sert aux échanges gazeux entre 1’organisme et
I’environnement extérieur [36].
- L’inspiration : Est un phénomeéne actif. Le poumon se dilate et de 1’air frais en provenance
de I’extérieur, riche en oxygeéne, arrive dans les alvéoles pulmonaires [37].
- L’expiration : Est un phénomene passif. Le poumon se rétracte et de I’air, pauvre en

oxygene et riche en gaz carbonique est rejeté [37].
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(a) (abaissement) (b) (élévation)

Figure 10 : Phénoménes des respirations [38].

I-5-2- Les phénomenes chimiques de la respiration

I-5-2-1- Les échanges gazeux

Les échanges gazeux se déroulent dans les alvéoles pulmonaires, ces derniéres sont
entourées d’un réseau réticulé de fins vaisseaux sanguins, les capillaires de la circulation
pulmonaire. L’anse afférente de ces capillaires contient du sang pauvre en oxygene et riche en
dioxyde de carbone qui est envoyé dans la circulation pulmonaire par les artéres pulmonaires
en provenance du ventricule droit pendant son passage a travers les capillaires pulmonaires.

Ce sang doit se charger en un temps trés court de contact, des molécules d’oxygéne qui
sont concentrées dans les alvéoles, I’oxygene diffuse pour cela a travers les parois des
alvéoles et des vaisseaux sanguins qui forment ensemble la barriere alvéolo-capillaire [37].

En méme temps, le dioxyde de carbone diffuse en sens inverse hors des vaisseaux dans
les alvéoles, d’ou il pourra finalement étre ¢liminé lors de 1’expiration. Cet échange de

dioxyde de carbone et d’oxygene s’appelle échange gazeux [36].
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Aprés D’échange gazeux au niveau de l’alvéole, 1’anse efférente des capillaires
pulmonaires contient du sang riche en oxygéne et pauvre en dioxyde de carbone. Ce sang
arrive dans I’oreillette gauche du ceeur aprés son transport dans les poumons par les veines
pulmonaires et sera ensuite envoye dans la circulation générale a partir du ventricule gauche.
Le transfert de 1’oxygeéne des alvéoles pulmonaires dans les capillaires et a 1’inverse du

dioxyde de carbone vers les alvéoles, se fait d’une maniére passive par diffusion [36].

[-5-2-2- Le transport d’oxygene dans le sang

L’oxygene, dans le sang, en provenance des poumons diffuse immédiatement dans les
globules rouges et se fixe sur le fer de I’hémoglobine, normalement, 97% de 1’hémoglobine
disponible est saturée en oxygene dans le sang artériel.

La delivrance de I’oxygéne aux tissus s’effectue de nouveau par diffusion [36].

1-5-2-3- Le transport du dioxyde de carbone dans le sang

Environ 80% du dioxyde de carbone seront transformés par une réaction chimique en
HCO3; immédiatement apres leur absorption. Une partie du bicarbonate ainsi formé se trouve
dans le plasma le reste dans les érythrocytes.

10% du dioxyde de carbone sont directement fixés sur la molécule d’hémoglobine et

transportés sous cette forme au sein des érythrocytes vers les poumons [36].
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Figure 11 : le transporte d’oxygeéne [37]. Figure 12 : le transporte de dioxyde de

carbone [37].
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CHAPITRE Il : Cancer du poumon

I1-1-Définition de cancer du poumon

Le cancer du poumon était une maladie rare au début du 20 °™ siécle, mais
I’augmentation de 1’exposition a la fumée du tabac et des autres facteurs déclenchants de la
maladie ont contribué & une pandémie aux 20 “™ et 21 *™ siécles [39].

11 s’agit d’une pathologie qui se caractérise par une invasion de cellules cancérigénes
I’organe pulmonaire et se manifeste par des difficultés respiratoires, une toux et une perte de
poids [40].

Les cellules du poumon subissent parfois des changements qui rendent leur mode de
croissance ou leur comportement anormal, ces changements peuvent engendrer la formation
de tumeurs bénignes (voir I’annexe 01), comme I’hamartome et le papillome. Les tumeurs
bénignes ne sont pas cancéreuses, mais dans certains cas, suite a des transformations peuvent

causer un cancer [41].

I1-2-Classification histologique

La classification anatomopathologique des cancers du poumon doit étre périodiquement
mise a jour en raison de 1’évolution des connaissances, liée en particulier a I’apport de
I’immunohistochimie et de la biologie moléculaire, mais aussi des modifications induites par
le comportement des patients et leur environnement.
La classification internationale de I’OMS des tumeurs du poumon selon le type histologique
repose sur une analyse morphologique. Elle propose une nomenclature standardisée [42].

Un examen des cellules cancéreuses au microscope permet de distinguer les principaux
types suivants:
> Carcinomes pulmonaires non a petites cellules (CPNPC) (environ 80%) ,
> Carcinomes pulmonaires a petites cellules (CPPC) (environ 20%),
Le nom de ces cancers du poumon, se fonde sur le type de cellules ou du tissu dans lequel la

tumeur se développe a I’origine. Les tumeurs mixtes sont rares [43].

11-2-1- Cancer du poumon non a petites cellule
Le carcinome du poumon NPC peut se développer tant a D’intérieur des voies
respiratoires proprement dites (bronches) que dans le tissu pulmonaire.
— Carcinomes épidermoides (environ 40%).
— Adénocarcinomes (environ 30%).

— Carcinomes a grandes cellules (environ 10%) [43].
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Figure 13 : Carcinome épidermoide bien différencié
Tumeurs du poumon, primitives et secondaires [44].

Dans le cas du CPNPC, il y a 4 stades principaux, I, I, I1l, IV. Les 3 premiers sont
divisés en sous-groupes A et B [43, 45].

11-2-2- Cancer du poumon a petites cellules

Le CPPC représente de 10 a 15% de tous les cancers du poumon. Il prend
habituellement naissance dans les bronches situées au centre des poumons.
Le CPPC est le plus agressif de tous les types de cancer du poumon. Dans de nombreux cas, il
s’est déja propagé a d’autres parties du corps au moment ou il est diagnostiqué.

Le cancer du poumon a petites cellules est aussi appelé carcinome indifférencié a petites
cellules [44].
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Pour les carcinomes a petites cellules, on ne distingue généralement que deux stades
selon la classification TNM (voir I’annexe 02):
Limité : L’invasion est limitée a un c6té de la cage thoracique (affection limitée).
Etendu : L’invasion s’est étendu plus loin (affection étendue) [43].
La stadification du VALCSG :

Tableau 01 : Classification du VALCSG : Cancer du poumon a petite cellules [43].

Stade Explication

Limité La tumeur est présente seulement dans le thorax, et la région cancéreuse

est suffisamment petite pour étre traitée sans danger par radiothérapie

Etendu La tumeur s’est trop répandue pour entrer dans un champ de rayonnement

Le cancer s’est propagé a de multiples régions du corps,
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11-3- Epidémiologie
Le poumon est la 2°™ localisation de cancer, en termes d’incidence, chez I’homme
apres la prostate, mais il est la localisation cancéreuse la plus meurtriere.

3éme

Chez la femme, le cancer du poumon est la cause, apres le cancer du sein et le cancer

colorectal.

11-3-1- Epidémiologie descriptive
Le cancer du poumon survient en moyenne a 1’age de 65 ans [46].
Selon I’OMS, le cancer est une cause majeure de décés dans le monde a 1’origine de 8,2
millions de décés en 2012 [47].
Epidémiologie mondiale :
» Selon le sexe :
L’incidence et la mortalité projetées en 2015 du cancer du poumon, nombre de cas et taux

standardisés monde [48].

Tableau 02 : Incidence et mortalité en 2015 du cancer du poumon [48].
Incidence- Incidence- Mortalité- Mortalité-

nombre de cas TSM nombre de cas TSM

Homme 30401 52.6 20990 34.3

Femme 14821 23.4 9565 13.7

» Selon I’age :
L’incidence et la mortalité projetées en 2015 du cancer du poumon selon la classe 1’age,

nombre de cas [48].

Tableau 03 : Incidence et mortalité selon 1’age [48].

Classe I’age Incidence- Incidence- Mortalité- Mortalité-
Homme femme homme femme
0-14 2 ) 0 0

15-49 1400 1099 701 510
50-64 10762 5807 6537 3351
65-74 10334 4011 6920 2392
75-84 6086 2602 4834 1914

85 et plus 1817 1297 1998 1398
Totale 30401 14821 20990 9565

)



» Selon le pays :
Comparaison de la mortalité et de 1’incidence estimées du cancer du poumon chez ’homme et

chez les femmes en 2008 TSM [48].

Tableau 04 : Cancer du poumon dans le monde [48].
Pays canada | Etats-Unis EU27 Martinique | France
Homme | Incidence 40.3 49.5 47.6 15.0 47.7
Mortalité 36.2 38.1 40.3 13.2 38.9
Femme | Incidence 32.4 36.2 15.6 5.0 14.7
Mortalité 24.9 24.1 12.7 4.7 10.8
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Figure 16 : Cancer du poumon dans les différents pays [48].

Epidémiologie en Algérie :

Selon ’OMS [47], en Algérie, le cancer du poumon occupe la 1% place chez I’homme avec
2000 cas. Il représente 15% de 1’ensemble des cancers masculins. 1l se situe au 3°™ rang de
tous les cancers masculin et féminin.

La tranche d’age 50-69 ans est la plus touchée [49].




11-3-2- Epidémiologie analytique (causale)
I1-3-2-1- Les facteurs de risque
I1-3-2-1-1- Les tabagismes

Une personne qui fume multiplie par 10 a 15 son risque de développer un cancer du
poumon qu’une personne qui n’a jamais fumé, le tabagisme actif est responsable de 80% des
cancers du poumon [50].

La fraction des cancers bronchiques attribuable au tabac est évaluée a 91 % chez
I’homme et a 57 % chez la femme. Le risque de développer un cancer du poumon chez
I’homme fumeur est 24 fois plus important que chez le non-fumeur. Chez la femme, par
contre, il est 9 fois plus important chez la fumeuse que chez la non fumeuse [51].

-Cannabis :

La consommation de cannabis constitue un facteur de risque. La fumée de cannabis contient 4
fois plus de goudrons que celle du tabac et plus de substances cancérigenes. Le principe actif
du cannabis, le THC, dilate les bronches facilitant ainsi la pénétration de la fumée et de ses
toxiques [51,52].

[1-3-2-1-2- Les expositions professionnelles

Les personnes exposées pendant leur travail a certaines substances cancérigénes
présentent un risque accru de cancer du poumon. L’ INRS estime que 4 a 8,5% de tous les
cancers seraient d’origine professionnelle, et ce chiffre atteindrait environ 15% dans le cas du
cancer du poumon. Associé au tabagisme, le risque de développer ce cancer suite a une
exposition professionnelle serait augmenté de 20 a 50%.

Les produits cancérigénes peuvent étre de nature chimique, physique ou biologique :
- L’amiante est également responsable de 1’apparition de mésothéliome pleural malin, cancer
rare et tres agressif qui touche la plevre.
- Les rayonnements ionisants.
- Les goudrons.
- Les huiles de houille (charbon) et les suies de combustion du charbon. De plus certains
métaux telque I’arsenic, le chrome, le nickel, la silice, le fer, ainsi que le cobalt et le
tungsténe, sont reconnus comme facteurs de risque du cancer du poumon d’origine

professionnelle [53].
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11-3-2-1-3- Les pollutions atmosphériques (environnementales):

L’effet de la pollution atmosphérique sur le risque de cancer bronchique est trés
important car des dizaines de millions de personnes y sont exposés. Cette pollution est due a
des gaz, comme le NO,, I’Os, ainsi qu’a différentes particules émises, et les fumées du diesel,
mais les donnes concernant la pollution atmosphérique et le cancer bronchique doivent étre
encore affinées car toute la difficulté de ces études tient au fait qu’elles visent & associer des
taux de pollution mesurés a un moment précis a une affection survenant bien des années

apres [53].

I1-3-2-1-4-Les facteurs genétiques
Expliquant que certains fumeurs ne sont jamais atteints par le cancer du poumon alors
que des non-fumeurs le sont. De méme, un nombre croissant de cancers du poumon, surtout
chez des femmes qui n’ont jamais fumé et qui ne cotoient pas de fumeurs a été constaté [54].
Des chercheurs de I’Institut britannique ICR, ont montré que des mutations du géne
BRCAZ2, sont associées a un risque accru de cancer du poumon les deux sexes confondus. Des
mutations du géne EGFR et une anomalie particuliére au niveau d’un géne appelé ALK ont

été aussi retrouvées dans les cellules tumorales de patients atteints de cancer du poumon [55].

I1-4- Les signes cliniques

Le cancer du poumon est parfois présent sans qu’aucun signe ne soit apparent. Il peut
aussi s’exprimer par certains symptomes. Cependant, d’autres maladies peuvent causer les
mémes symptomes. C’est pourquoi plusieurs examens sont nécessaires pour verifier s’il s’agit

bien d’un cancer [56].

11-4-1- Les symptomes respiratoires

- La toux : Son aggravation ou sa modification récente, son allure quinteuse, sa résistance aux
thérapeutiques habituelles doit attirer 1’attention.

- L’hémoptysie : 1l s’agit d’un symptome qui, en I’absence de pathologie connue chez le
patient, est une indication d’endoscopie immédiate.

- Les douleurs thoraciques: De siege variable mais fixes et tenaces, résistantes aux
antalgiques habituels.

- Une dyspnée inspiratoire avec wheezing doit attirer 1’attention et faire suspecter une

obstruction d’un gros tronc.
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- Les épisodes respiratoires aigus d’allure infectieuse constituent un mode de début fréquent
[57].

Il —4-2-Les signes généraux :
IIs sont fréquents,

- Fatigue anormale

- Perte récente d’appétit

- Amaigrissement [58].

11-4-3-Les signes indirects

Ce sont des ensembles de signes ou symptdmes accompagnant 1’apparition du cancer,
observés dans 10 a 20 % des cas, regroupés sous le terme de «syndrome paranéoplasique»,
pouvant apparaitre plusieurs années avant la tumeur du poumon :
- Déformation des derniéres phalanges et des ongles des doigts des 2 mains (hippocratisme
digital).
- Hypercalcémie.
- Troubles de la régulation de I’hydratation.
- Thromboses veineuses et phlébites [58].

Il -4-4-Les autre symptomes :

Moins fréquents,

- Modification de la voix (dysphonie).

- Sifflement lors des mouvements respiratoires.

- (Edéme du cou, de la face et des bras.

- Distension des veines jugulaires.

- Lacis veineux a la partie supérieure du thorax.

- Difficulté a avaler (dysphagie).

- Apparition d’une pleurésie ou d’une péricardite.

- Me¢tastase cérébrale se manifestant par des maux de téte ou par une crise d’épilepsie

amenant a découvrir secondairement le cancer du poumon [59].

3



11-5-Diagnostic
Le bilan s’attachera a préciser le diagnostic de cancer, a déterminer I’extension tumorale

et a évaluer 1’état fonctionnel pulmonaire et général du malade avant son traitement [60].

11-5-1- Techniques d’imagerie

Ces techniques permettent de procéder a un examen approfondi des tissus, des organes
et des os. La radiographie, 1’échographie, la TDM, la TEP et I’IRM sont autant de moyens
permettent de montrer 1’image de la tumeur et de vérifier si elle est étendue ou non. Les
images peuvent également révéler une pleurésie (accumulation anormale de liquide) ou une

des adénopathies [61].

11-5-2- Cytologie des expectorations
Des échantillons du flegme expulsé par les poumons (crachats) sont examinés au

microscope afin de déceler la présence de cellules cancéreuses [60].

11-5-3- Biopsie
Une biopsie est habituellement nécessaire pour établir avec certitude un diagnostic de
cancer. Une fibroscopie est systématiqguement indiquée en cas de syndrome infectieux

respiratoire chez un fumeur [60].

11-5-4- Analyses sanguines
Une analyse biochimique sanguine permet, quant a elle de mesurer le taux de certaines
substances chimiques dans le sang. Elle permet d’évaluer la qualit¢ du fonctionnement de

certains organes et aussi de détecter des anomalies [62].

Il -6-Traitement du cancer du poumon :

Trois types de traitements peuvent étre proposés pour la prise en charge d’un cancer du
poumon [63] :
La chirurgie, la radiothérapie et la chimiothérapie ou encore des thérapies ciblées sont
utilisées (\Voir I’annexe 03) [64].
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CHAPITRE 11l : La génétique du cancer du poumon

11 -1: Les altérations géniques :
Au cours des cancers du poumon, des altérations génétiques ont été retrouvées dans les
génes impliqués dans la progression tumorale nous citeront quelques proto-oncogeénes et

quelques génes suppresseurs de tumeurs [65].

Pas de
mutation
identifiée

PI3KCA
MAP2K1
AKTI1

MET
BRAF

HER2

EML4-ALK

EGFR

Figure 17 : Les différent oncogenes est suppresseur de tumeur
implique dans le cancer du poumon [66].

ITI-1-1- Les proto-oncogenes et oncogenes
¢ Les Altérations de ’EGFR

Le récepteur a I’EGF est une glycoprotéine membranaire de la famille des récepteurs a
activité tyrosine kinase, permettant la transmission d’un signal extracellulaire vers le
cytoplasme cellulaire. La fixation de son ligand principal, EGF, au niveau du domaine
extracellulaire induit une homo ou hétérodimérisation avec un autre récepteur
transmembranaire a activité tyrosine kinase, permettant 1’activation par autophosphorylation
du domaine intra cytoplasmique [67].

En aval, cette phosphorylation induit le recrutement en position sous membranaire de
nombreuses protéines de transduction du signal qui permettent 1’activation de 2 voies
principales de transduction du signal: la voie RAS/MAPK, et la voie PI3K/AKT.

Ces voies permettent une régulation et une amplification du signal EGFR, et contrdlent

les processus de différenciation, de prolifération, d’apoptose, et de survie cellulaire [68].
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Les mutations de I’EGFR sont d’origine somatique, dominantes, et apparaissent
précocement au cours de la carcinogenése pulmonaire. Elles sont retrouvées dans les lésions
pré invasives d’adénocarcinome broncho-pulmonaire comme les hyperplasies adénomateuses
atypiques.

Des mutations de ’EGFR sont détectables dans prés de 50 % des ADC chez les sujets non-
fumeurs [70].

Ces mutations surviennent spécifiquement dans les 4 premiers exons (exons18 a 21) du
gene EGFR codant pour le domaine tyrosine, kinase. Les deux plus fréquentes sont:

Celles de I’exon 19, il s’agit de délétions, intéressant la leucine en 747 et la glutamine en 749

et représentant 44 % des mutations de ’EGFR [72].

(P13K 2282 —» Ras
v
REY —16GESYy ——1 ¢ial

A/\/l\, |

(nTOR) (FKHR® (GSK3 (Bad’ «(MEK1/2
p27
CMAPK
Cyclln D1, E l

Cell cycle progressnon Survival Proliferation

Figure 18 : Mutations de I'EGFR [69].
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% Les Altérations de KRAS :

Les mutations des membres de la famille RAS (HRAS, KRAS2, NRAS) sont
communes dans de nombreux types de cancers.

Dans les cancers broncho-pulmonaires, 90 % de ces mutations affectent le gene KRAS.
Elles sont presque systématiquement localisées au codon 12. Cette mutation est détectable
dans 20 a 30 % des ADC [67].

Dans les cellules normales au repos, RAS est présente a la face cytoplasmique de la
membrane plasmique sous une forme inactive, liée au GDP. Suite a la stimulation par un
signal extracellulaire, RAS est recruté au niveau du récepteur et interagit avec des facteurs
d’échange de nucléotides guanidiques entrainant sa conversion en une forme active, liée au
GTP [71]. L’hydrolyse du GTP rameéne I’activité a un niveau de base et la répétition rapide
de ce cycle permet la multiplication intracellulaire du signal généré par 1’activation du
récepteur.

La mutation au codon 12 bloque la protéine KRAS en configuration active, entrainant la
production d’un signal constitutif, indépendant de 1’activation des récepteurs en amont.

Les mutations de KRAS surviennent généralement dans les tumeurs dépourvues de mutations
de ’EGFR [73]. Le type des mutations au codon 12 de KRAS differe en fonction de 1’histoire
tabagique du patient: Les mutations G vers T dominent chez les fumeurs, alors que les
mutations G vers A sont plus fréguentes chez les non-fumeurs. De plus, les mutations de
KRAS semblent prédominer dans les ADC des fumeurs et des ex-fumeurs, a la différence des

mutations de I’EGFR, que I’on trouve principalement chez les non-fumeurs [74].

¢ Les Mutations de HER2 (erbB2) :
Les insertions dans ce géne se voient dans I’exon 20, qui code pour une partie du
domaine tyrosine kinase [71]. Cette mutation est retrouvée avec une fréquence de 2-4% dans
I’ensemble des CPNPC et environ 6% des ADC non mutés pour EGFR, KRAS ou ALK [78].

s Les altérations de la protéine BCL2 :
La protéine BCL-2 a d’abord été identifiée comme proto-oncogene dans les lymphomes
B folliculaires, ou une translocation chromosomique conduit & une expression constitutive de
ce géne, puis il a été montré que cet oncogéne était responsable d’une inhibition de
I’apoptose plutot que d’une activation de la prolifération cellulaire.
BCL2 est exprimée dans 75 a 95% des CBPC, elle est plus exprimée dans les

carcinomes épidermoides que dans les adénocarcinomes [71].
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s Les altérations de la protéine BRAF :

La mutation V600E entraine la synthése d’une protéine mutante BRAF a activité
tyrosine kinase augmentée et une activité transformant in vitro. D’autres a 1’inverse
favorisent la formation de protéines a activité kinase réduite, c’est le cas des mutations
G466V et Y472C [76].

« L’amplification de MET:

L’amplification de MET (7921, 31) joue un r6le dans la résistance acquise aux
inhibiteurs de "EGFR chez les patients avec une tumeur mutée EGFR. Elle serait présente
chez 5 & 20% des patients dans cette configuration et dans les tumeurs avec amplification de
MET (~2-4% des CPNPC) [79].

% L’amplification de FGFR1 :

Les cellules tumorales présentant une amplification de FGFR1 sont dépendantes de
I’activité du récepteur. Cette dépendance peut étre mise a profit pour un objectif thérapeutique
a ’aide d’inhibiteurs spécifiques du FGFR, dont les résultats précliniques sont prometteurs
[67].

+« Les translocations impliquant ALK :
La protéine ALK (2p23) est un récepteur a tyrosine kinase de la superfamille des
récepteurs a l'insuline et dont le ligand est encore inconnu [64].
Ce récepteur est important pour le développement du systéme nerveux mais sa fonction
est encore mal comprise [67].
Diverses altérations du gene ALK peuvent étre trouvées dans les cancers. Ainsi, dans le

cancer du poumon, un remaniement d'ALK est observé dans 3 a 7 % des tumeurs [71].

% Lesrearrangements RET :

RET un Kinase tyrosine récepteur membranaire a activité tyrosine kinase [67].

Rearrangements chromosomiques
Localisation de la mutation impliquant le géne RET sur 10g11.2 et le
géne KIF5B sur 10p11.22
Fréquence des fusions RET Environ 1 % des cancers du poumon
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+ Les mutations de DDR2 :
La mutation S768R correspond a un changement de I’acide aminé en position 768 dans
DDR2, Une sérine (S) remplacée par une arginine (R). Les protéines mutantes DDR2 ont une

activité transformant in vitro [67].

Localisation de la mutation Domaine kinase (exon 18)

] ) Environ 3,8% des cancers épidermoides du
Fréquence des mutations DDR2

poumon

¢ Les mutations du géne MYC : (Voie Wnt/Beta Catenine/MYC)

Les facteurs de la famille Wnt sont des protéines sécrétees impliquées dans la régulation
de la prolifération, de la morphogénese, de 1’adhésion cellulaire, de la différenciation et de
I’apoptose avec pour résultat I’augmentation de 1’expression de nombreux génes dont MYC et
CCND1. Les composants de cette cascade sont aussi altérés dans la cancérogenese
pulmonaire, mais de facon tres hétérogeéne.

En revanche, I’amplification de MY C (8q21-23) est détectée dans prés de 10 % des CPPC, et

est particulierement fréquente dans les stades pré-invasifs (30 %) [69].

III-1-2- Les génes suppresseurs des tumeurs

#+ L’inactivation de p53 :

L’altération génétique la plus fréquente est 1’altération du géne suppresseur TP53
(chromosome 17p13) [67].

P53 est un médiateur essentiel de la réponse des cellules aux expositions a des agents
cancérogeénes, capable d’entrainer l’arrét du cycle cellulaire, la réparation de I’ADN ou
I’apoptose en fonction du type cellulaire, du degré de différenciation, de la nature et de
I’intensité du stress [71].

Chez les fumeurs, la nature chimique de la mutation constitue souvent une « signature
moléculaire » des agents mutagénes de la fumée du tabac, tels que le benzo(a)pyrene et
d’autres hydrocarbures polycycliques aromatiques [74].

Cette « signature » moléculaire n’est pas présente dans les cancers des non-fumeurs [75].
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+ Dérégulation de TP63, TP73:

Les protéines TP63 et TP73, sont exprimés de facon complexe au cours de la
morphogenése et de la différenciation de I’arbre bronchique. Elles sont impliquées comme
cofacteurs, dans la carcinogenese bronchique. La protéine p63 est un facteur décisif dans la
différenciation épidermoide et son expression est indispensable a la formation de 1’épithélium
pluristratifié [74]. Cette protéine est surexprimée dans les métaplasies de la muqueuse
bronchique et dans tous les CPPC [76].

Le réle de TP73 est moins bien compris: la protéine joue un double role dans la
différenciation et la réponse au stress de nombreux types cellulaires (différenciation
neuronale, épithéliale). Il est possible que certaines formes mutées de TP 53 interférent avec

les protéines TP63 et/ou TP73, modifiant leurs activités [80].

+ Les altérations de la P16 :

INK4 code pour pl6 (9 p21), un inhibiteur des kinases cycline-dépendantes qui
phosphorylent et inactivent Rb a la transition entre la phase G1 et la phase S du cycle
cellulaire. La Cycline D1 est une des principales cyclines associées a ces kinases [71].

Le locus INK4 est un site fréquent de perte d’alleles. De plus, dans les CPPC des
fumeurs, 1’alléle résiduel est souvent hyper méthylé, entrainant une inactivation fonctionnelle

de I’expression de p16 [75].

+ Les altérations de la voie Rb :
La protéine Rb, produit du gene du rétinoblastome RB1 (chromosome 13g14), est la clé
de votte d’une voie signalétique systématiquement altérée dans les cancers pulmonaires.
Ce suppresseur de tumeurs agit comme facteur limitant pour contrdler la progression
des cellules dans les phases G1 et S du cycle cellulaire [71].
Les mécanismes les plus communs sont la perte d’expression de RB1, I’extinction du
géne INK4 par méthylation de son promoteur, et la surexpression de la Cycline D1, produit

du gene CCND1 (chromosome 11q13), souvent consécutive a I’amplification génique [74].

+ Les altérations de MEN; :
Le gene MENL, localisé sur le chromosome 11 en 11913, code la Ménine, une protéine
trés particuliere qui fonctionne comme un modulateur de facteurs de transcription
mitogéniques tels que JunD ou AP1. Des mutations somatiques et des pertes d’alleles de

MENL1 sont observées dans la majorité des carcinoides bronchiques atypiques [74].
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4+ L’inactivation de P14ARF :
Dans la plupart des cas, la délétion du locus INK4 inactive a la fois pl6 et pl4ARF.
Dans d’autres cancers, 1’une ou I’autre des protéines peut étre inactivée de fagcon spécifique,
suite & la méthylation différentielle des promoteurs qui gouvernent leur expression.
La protéine P14ARF interagit avec Mdmz2, le principal régulateur de la stabilité et de
I’activité de p53 [67].

4+ Altération du gene FHIT:
Le gene FHIT (3p14.2) code une protéine possédant une activité ADP-hydroxylase,
dont la fonction exacte est inconnue.
I1 est possible que I’altération fréquente de cette région soit une simple conséquence de
I’extréme fragilité du locus FHIT sous I’effet des agents cancérogenes du tabac, et constitue

en quelque sorte une « signature » moléculaire de 1’exposition tabagique [74].

4 Des voies de transduction :
v" Lavoie PI3K:
La PI3K joue un réle majeur dans le contrdle de la prolifération, de la survie cellulaire

et est fréquemment  dérégulée  dans les  cellules  tumorales [67].

v Les altérations du gene PTEN
PTEN est une enzyme qui a pour fonction de contre balancer I’activité oncogénique du
I3K. Dans certains cancers, il existe une mutation qui aboutit au blocage de 1’expression de ce

géne suppresseur de tumeur [77].

v Les altérations de mTOR kinase:
mTOR est une protéine effectrice .Elle régule la progression du cycle cellulaire de la
phase G1 a la phase S et la croissance cellulaire en modifiant son statut énergétique.
Elle contréle la prolifération cellulaire et la croissance des cellules a travers deux voies de

transduction intracellulaire, la protéine S6K et la protéine 4E-BP1 [77].

4+ Les altérations de RASSF1 :
RASSF1A est localisé en 3p21.3, une perte d'hétérozygotie a ce locus a été associée a

une méthylation aberrante de ce géne sur l'autre allele.
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De nombreux génes sont régulés de maniére dépendante de RASSF1A et plusieurs de ces
génes sont egalement régulés par RAS activée, mais de maniére opposée [77].
RASSF1A et RAS activées ont donc un effet réciproque sur l'expression de certains

genes, ce qui suggere leur implication dans la méme voie mais via des effets opposés [81].

+ Legéne BRCAL:
Implique dans la réparation des lésions de 'ADN. Des mutations perturberaient ainsi
son fonctionnement et accroitraient le risque de tumeur. Néanmoins, c'est la premiere fois que

ce méme gene soit impliqué dans le risque de cancer du poumon (25%) [84].

I11-1-3- L’instabilité génétique
e Pertes d’alleles en 3p :

Une des altérations génétiques les plus communes dans les carcinomes broncho-
pulmonaires, quel que soit leur type histologique, est la perte d’all¢les dans la région pl4-23
du chromosome 3, observée dans prés de 80 % des CPNPC et des CPPC [71].

Cette région chromosomique contient plusieurs genes-suppresseurs candidats, dont
FHIT, RASSF1 et SEMA3B. FHIT est localisé dans une région chromosomique hautement
fragile, propice a la formation de délétions sous 1’effet direct des agents cancérogenes de la
fumée du tabac [74].

e Régions chromosomiques 9p21 :

Des pertes alléliques en 9p21 ont également été rapportées dans les lésions épithéliales
pré malignes et dans les cellules bronchiques normales.
La région chromosomique 9p21 contient le locus pl6INK4a/pl4ARF/pl5INK4b, les
protéines de la famille INK4 telles que p15 et p16 sont des inhibiteurs des kinases 4 et 6
cyclines - dépendantes et sont donc des suppresseurs de tumeurs qui inhibent la croissance
cellulaire. P16 est inactivée dans plus de 40 % des CPNPC, soit par perte d'hétérozygotie, soit
par hyper méthylation du gene [71].

Les inactivations de p16 ne sont pas significativement plus fréquentes dans les CPNPC
chez les fumeurs que chez les non-fumeurs mais les inactivations par mutations ponctuelles

semblent plus fréquentes chez les fumeurs [81].
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e L’instabilité chromosomique :
Les altérations génétiques sont nécessaires a la conversion de cellules épithéliales
bronchiques normales en cellules cancéreuses malignes [82]. Parmi ces altérations, beaucoup
sont communes aux deux groupes histologiques principaux: les cancers bronchiques non a

petite cellules et les cancers du poumon a petites cellules:

Parte ou gain
Parte des chromosomes Gain des chromosomes
Type du cancer
CBNPC 3p, 64, 8p, 9p, 99, 139, 17p, | 1p, 19, 3a, 5p, 7p, 79, 8a,
18q, 19p, 21q, 22q. 11q, 12q.
CBPC 3p, 4p, 4q, 59, 8p, 10q, 13q, | 3q, 5p, 84, 19q, Xa.
17p.

Tableau 05 : les altérations cytogénétiques fréquentes dans les cancers du
poumon [83].

I11-1-4- Activation de la télomérase
Des anomalies de la télomérase sont fréquemment (> 50 %) retrouvées augmentées
dans les CBNPC agressifs empéchant ainsi le raccourcissement chromosomique survenant au

cours de la division cellulaire et donc 1’apoptose [71].

ITI-2- Les autres facteurs de susceptibilité géenétique au cancer du poumon

L’exemple du polymorphisme C677T du géne de la méthylenetétrahydrofolate réductase
(MTHFR).
La Méthyléne TétraHydrofolate Réductase (MTHFR) :

La MTHFR une enzyme clé dans le métabolisme des folates, elle catalyse la conversion
irréversible du 5,10-méthylenetétranydrofolate en 5-méthyltétrahydrofolate en utilisant le
NADPH comme coenzyme [85].

Elle permet ainsi de maintenir le pool de folates et de méthionine circulants et de prévenir une
éventuelle augmentation de la concentration en homocystéine.

La MTHFR assure les processus de méthylation de I’ADN, de protéines, de
neurotransmetteurs et de phospholipides. En fait la meéthylation de I’ADN joue un role
primordial dans la régulation de I’expression des geénes et le maintien de la stabilité

génomique. La MTHFR est également impliguée dans la production de dTMP, via la synthése
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de purines [86]. La MTHFR est donc un élément essentiel a la provision de nucléotides

nécessaires a la synthése d’ADN, et sa réparation [87].

I11-2-1- Le géne de la MTHFR
[11-2-1-1- Structure du gene MTHFR

L’ADNCc de ce géne fait approximativement 2.2 kb de longueur et est constitué de 13
exons ranges selon leur taille de 103 paires de bases jusqu'a 432 paires de base.

Les tailles des introns sont rangées de 250 paires de bases jusqu'a 1.5 kb avec une exception
d‘un intron de 4.2 kb.

Le promoteur de ce géne ne contient pas de TATA box, mais contient des iléts CpG,
une région CAAT et des sites de liaison pour les différents facteurs de transcription tels que
SP1, AP1 et AP2.

Sur I'exon 1 du gene, il y a un site d'épissage alternatif. La région UTR est longue, montrant la
complexité dans la régulation de ce gene. L'exon 11 contient le codon de terminaison.
L’extrémité 3' de cet exon est le siege de multiples sites de polyadénylation [87].

La transcription du géne MTHFR produit 4 variantes du transcrit du gene MTHFR,
MTHFR1qui se présente sous deux formes, MTHFR 2 et MTHFR 3 qui different par leur
région 5°. La diversité de ces transcrits du gene est due a 1’épissage alternatif au moment de la
transcription primaire ou au cours de 1’épissage des 3 premiers exons. Trois polypeptides de

657 acides aminés sont a partir de ces trois variant [87].

start (13) stop (1983)

—
MTHFR 1 (exons) | oa | 1 | 211
-59 \:1 249 2196
— start (-111) = stop (1983)
MTHFR 2 (exons) r Ob ] 1 2-11
-167 -1 249 2196
[ start (-57) [ Stop (1983)
MTHFR 3 (exons) | 1 | 2-11 \
-117 249 2196

Figure 19 : Les différents transcrits du géne MTHFR [88]
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I11-2-1-2- Localisation du géne de la MTHFR
Le gene de la MTHFR est localisé sur le bras court (p) du chromosome 1 en position

36.3 (1p36.3), Plus précisément dans la région des paires de bases 11.769.246 jusqu’a
11.788.568 du chromosome 1 [89].
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Figure 20 : Localisation du géne MTHFR sur le chromosome 1 [90].

111-2-2- La protéine MTHFR

C'est une protéine comportant 656 acides aminés présente dans le cytoplasme. C’est un
dimére de 150 kDa comprenant deux isoformes de tailles variables: 77 kDa et 70 kDa. Son
poids moléculaire exactement est de 74597 Da. Elle est localisée dans la rate, les ganglions

lymphatiques et la moelle osseuse [91].

I11-2-2-1- Structure de la protéine MTHFR

La protéine est composeée :
D’un domaine catalytique: représenté par I’extrémité N-terminale de poids moléculaire de 40
KDa, présentant un site de liaison pour le coenzyme FAD.
Un domaine régulateur: a I’extrémité C terminale de poids moléculaire de 37 KDa. Entre ces
deux domaines se trouve une forte région hydrophobe avec une séquence d’acides aminés
Lys-Arg-Arg-Glu-Glu constituant un site de clivage par la trypsine, ou se lie 1’inhibiteur
allostérique, la SAM.

La protéine s’exprime fortement dans les testicules, modérément dans le cerveau et les
reins et faiblement dans les autres tissus. Une isoforme plus petite de cette protéine,

approximativement de 70 KDa, a été retrouvée dans certains tissus [91].

I11-2-2-2- Fonction de la protéine MTHFR
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La 5,10-MTHFR catalyse la conversion irréversible du 5,10-méthylénetétrahydrofolate
(5,10-CH2-FH4) en 5-méthyltétrahydrofolate (5-CH3-FH4), qui est la forme biologique
majeure des folates et la principale source du carbone nécessaire pour la conversion de
I’homocystéine en méthionine.

Cette conversion est trés importante pour la biosynthese des nucléotides, la méthylation
de I’ADN, et aussi le métabolisme de 1’homocystéine. Le processus métabolique de la 5,10-
MTHFR dépend de plusieurs activateurs et inhibiteurs dont la SAM, un inhibiteur
allostérique et le FAD un coenzyme.

Une activité normale de la protéine MTHFR maintient un pool adéquat en folates
circulants et prévient I’augmentation des concentrations de I’homocystéine. Contrairement
une activité diminuée de la protéine induit une diminution des niveaux des folates, une
diminution de la biodisponibilité de méthionine ainsi qu’une augmentation des concentrations
de I’homocystéine [92].

MTHFR
Réaction catalytique : 5,10-CH2-FH4 + NADPH ——> 5-CH3-FH4 + NADP+

Cell

inhibits
—

rs, 10-Methylene THFI

Serum
folate

Vitamin
A4 10-Formy!
THF THF

Methotrexate

DNA Methylation

Figure 21 : Fonction de la protéine MTHFR [93].
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111-2-3- Les polymorphismes du gene MTHFR

Il existe deux polymorphismes courants et bien décrits du géne MTHFR. Il s’agit du
polymorphisme C677T et A1298C responsables de la synthése d’une forme thermolabile de la
protéine MTHFR.

Le variant génétique C677T est associé a des maladies cardiovasculaires, a des
anomalies de la coagulation et & des malformations congénitales.
Les personnes avec le génotype homozygote 677TT de la MTHFR ont une activité
enzymatique de moins 40 % par rapport a ceux ayant 1’all¢le sauvage, tandis que l'activité de
I'enzyme est de moins 70 % chez les personnes homozygote T677T [94].
Un autre polymorphisme important, bien étudié dans le géne MTHFR, est le polymorphisme
A1298C de I'exon 7. Le polymorphisme A1298C diminue également I'activité de la MTHFR
mais pas autant que le C677T [94].

[11-2-3-1- Polymorphisme C677T

Frosst P et al. (1995) ont identifié une mutation commune la C677T provenant du
remplacement d’une cytosine en position 677 par une thymine, et a I’origine de la substitution
d’une alanine par une valine en position 222 de la protéine. Cet allele est communément
appelée thermolabile parce que son activité diminue au-dessus de 37°C [95].

Le polymorphisme C677T provoque le changement de I'acide aminé localisé au niveau
du site de liaison du cofacteur de I'enzyme MTHFR, le cofacteur FAD.

Ce polymorphisme facilite la séparation de I'enzyme de son cofacteur, et par conséquent, la
diminution de l'activité enzymatique [97].

Les résultats rapportés dans diverses études se sont concentrées sur le role du
polymorphisme MTHFR dans la susceptibilité a différents cancers. Ces études ont montré des
résultats contradictoires.

L’association de ce polymorphisme C677T de la MTHFR au cancer du poumon est
controversée certaines études ont démontré qu’il est associé et d’autres 1’on infirmé [95]:

e Allele normal

Séquence génétique: GCG GGA GCC GCC GAT

Séquence protéique : Ala Gly Ala Ala Asp

o Alléle muté
Séquence génétique : GCG GGA GCC GTC GAT
Séquence protéique : Ala Gly Ala Val Asp




[11-2-3-2- Polymorphisme A1298C

Il s’agit d’'une mutation résultant en une substitution d’un glutamate au lieu d’une
alanine, au niveau du codon 429 (E429A) de la protéine MTHFR. La protéine résultante est
caractérisée par une diminution modérée de son activité enzymatique (60%).

Contrairement aux individus avec la mutation C677T, les homozygotes et les
hétérozygotes pour ce polymorphisme A1298C ne présentent pas des concentrations basses
en folates. L’association des deux variantes génétiques C677T et A1298C chez les mémes
sujets présente un profil similaire a celui présent chez les homozygotes C677T de la MTHFR
avec une ¢lévation des concentrations d’homocystéine et une diminution des concentrations
en folates. La présence simultanée des deux variantes génétiques, le C677T et A1298C, est
associée a des maladies cardiovasculaires, a divers types des cancers, a des anomalies de la

coagulation et a des malformations congénitales [96].

I11-2-3-3- Les autres polymorphismes

Un défaut d’activité de la protéine 5,10 MTHFR avec une activité résiduelle est di a
plusieurs autres polymorphismes. La majorité d’entre eux sont découverts chez seulement une
ou deux familles, il s’agit des polymorphismes T1317C, G1793A, T1081C, A983G, G1027T,
T1084C et T1711C [82]. Certains de ces polymorphismes ont été décrits en association avec
le polymorphisme C677T et ceux-ci diminuent I’activité enzymatique de la protéine MTHFR
de fagon remarquable, alors que d’autres n’altérent pas la séquence des acides aminés et leur

role n’est pas bien décrit [98].

I11-3- La MTHFR et le cancer du poumon

La MTHFR joue un rdle central dans la fourniture de groupements méthyles par la
réduction du 5,10-méthyléne-tétrahydrofolate en 5-méthyl-tétrahydrofolate, la forme
circulante dominante du folate qui sert de substrat pour la reméthylation de I'hnomocystéine en
méthionine avec production subséquente de S-adénosylméthionine, le donneur universel du
groupe méthyle, nécessaire pour la méthylation d'/ADN [98]. Le fragment de 198 pb de la
MTHFR contenant la substitution des paires de bases C >T au niveau du nucléotide 677 crée
un site de restriction Hinf 1. A ce jour, plusieurs études ont démontré que le polymorphisme

C677T de la MTHFR est associée soit a une augmentation ou une diminution du risque de
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cancer du poumon, alors que d'autres n’ont observé aucune association entre le génotype

MTHFR C677T et la prédisposition génétique au cancer du poumon [99].

I11-3-1- Le polymorphisme C677T de la MTHFR et I’hyperhomocystéinémie (Hcy)

Il est décrit que le polymorphisme C677T du géne de la MTHFR est associé a des
concentrations élevées d’Hcy [100]. Dans la voie de la reméthylation de I’Hcy, le groupement
méthyl est apporté par le 5-méthyltétrahydrofolate qui est sous la dépendance de la 5,10-
MTHFR. La mutation C677T du géne MTHFR engendre une diminution de 1’activité
enzymatique et une augmentation de la thermolabilité de la protéine MTHFR et ainsi perturbe
I’apport du groupement méthyl nécessaire pour la reméthylation de I’Hcy en méthionine et
donc sera responsable d’une augmentation des taux d’Hcy.

La forme hétérozygote s’observe chez 43% de la population arabe et s’accompagne
d’une hyperhomocystéinémie modérée ou de degré intermédiaire. La forme homozygote
677TT s’observe aux alentours de 10%, et entraine une hyperhomocystéinémie sévere et des

complications vasculaires redoutables et des cancers [101].

111 -3-2-Le polymorphisme C677T de la MTHFR, méthylation et synthése de ’ADN

En présence de la mutation C677T du géne de la MTHFR, I'affinité de I'enzyme pour la
FAD est abaissée, et sa stabilité dégradée, entrainant une diminution de 5méthyl THF.

Dés lors, une relation entre certains néoplasies et cette mutation C677T a été recherchée avec
des résultats souvent contradictoires [100].

L’hyperhomocystéinémie a 1’origine d’une réduction de la quantité de SAM disponible
pour les réactions de méthylation entraine une hypométhylation globale de I’ADN.

L’évaluation d’une revue systématique des études ¢épidémiologiques évaluant
I'association de I'apport en folate ou polymorphismes génétiques de la MTHFR, avec le risque
de cancer de 1'cesophage, de l'estomac, ou du pancréas a montré dans la plupart des études,
que le variant C677T de la MTHFR a été associée a un risque accru de carcinome
épidermoide cesophagien, de I'adénocarcinome du cardia gastrique, du cancer gastrique et du
cancer du poumon.

Des études diverses ont associe la MTHFR a différents type de cancers. Actuellement,
les travaux ont montré qu’il semblerait qu’un déséquilibre au niveau du cycle du folate
pourrait affecter la stabilité de I’ADN par les deux voies dans lesquelles il intervient. Le 5,10-
méthylenetétrahydrofolate est un donneur de groupes méthyles pour 1’uracile afin que celui-Ci

soit converti en thymine, utilisé alors pour la synthése et la réparation de I’ADN.
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Si le taux de folate est limité, un déséquilibre dans le panel des précurseurs de I’ADN pourrait
mener a I’incorporation de 1’uracile a la place de la thymine au niveau de ’ADN, ce qui
pourrait par conséquent engendrer des cassures dans les deux brins de I’ADN, cela pourrait
étre a I’origine des dommages chromosomiques et du cancer.

D’un autre c6té, le folate affecte I’expression des geénes par la régulation cellulaire de S-
adénosyl-méthionine (SAM). Le 5-méthyl-tétrahydrofolate est un donneur de méthyle pour la
reméthylation de I’homocystéine en méthionine, qui a son tour est converti en SAM.

Le SAM méthyle des cytosines spécifiques au niveau de I’ADN, régulant ainsi la
transcription des génes. Par conséquent, une diminution cellulaire de SAM, suite a une
défaillance au niveau du folate, induirait une hypométhylation de I’ADN et potentiellement
I’expression de proto-oncogeénes responsables de la survenue du cancer. De plus, le role des
polymorphismes du géne MTHFR dans la carcinogenése semble dépendre des types de

cellules et des organes impliqués [99].
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CHAPITRE IV : PATIENTS ET METHODES

IV-1-Patients

Notre etude est de type cas témoins. Elle a été réalisée au niveau du laboratoire de
biologie et de genétique moléculaire de la faculté de médecine université de Constantine 3,
des services de radio et chimiothérapie, de pneumologie du CHU de Constantine durant la
période Mars-Mai 2016. Elle a porté sur deux types de population: Une population de 101

témoins présumés sains et une population de 31 patients présentant un cancer du poumon.

IV-1-1- Recrutement de la population d’étude

IV-1-1-1- Recrutement des patients

Il s’agit de 31 patients des deux sexes atteints d’un cancer du poumon, agés entre 42 et 82
ans, admis au niveau du CHUC essentiellement au niveau du service d’onco-radiothérapie et

du service de la pneumologie. Des critéres d’inclusions et d’exclusions pour les patients:

IV-1-1-1-1- Critéres d’inclusions

-Pour les patients, nous avons inclus dans notre étude 31 patients de 1’Est algérien, présentant
un cancer du poumon prouvé histologiquement.

IV-1-1-1-2- Critéres d’exclusions

Tous les patients présentant tout autre cancer, les patients ayant été transfusés et les patients

ayant refusé le prélévement

IV-1-1-2- Recrutement des témoins
Les témoins au nombre de 101 sont issus de la population générale. Il s’agit sujets
présumeés en bonne santé des deux sexes, agés de 10 a 70 ans, originaires de I’Est algérien

sans antécédent personnel ou familial de cancer.

IV-1-2- Questionnaire et enregistrement des patients
v’ Questionnaire :
Un interrogatoire a éte effectué pour chaque patient afin de recueillir les données essentielles
a notre étude (voir le questionnaire en annexe 04).
v’ Consentement :
Afin de réaliser les prélevements de sang des malades, chaque patient doit tout d’abord

formuler son consentement (voir le consentement en annexe 05).
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IV-1-3- Prélevements sanguins

Les prélevements ont été effectués au centre anti cancers de Constantine et au service de
la pneumologie.
Le prélévement sanguin préconisé pour I’extraction de I’ADN est recueilli stérilement dans un
tube contenant de ’EDTA (une quantité de 6 a 10 ml), et nous n’avons pas prélevé sur un
tube contenant de 1’héparine parce que c¢’est un inhibiteur de la Taq polymérase.
Les différentes étapes de prélevement :
Choix du site du prélévement
#»Choix de I’aiguille du prélévement (aiguille simple en cas d’un prélévement sur veine
normale, un adaptateur en cas d’un prélévement sur cathéter)
% Mise en place d’un garrot au moment de la ponction veineuse
«Désinfection soigneuse du site de ponction
«Réalisation de la ponction veineuse

«ldentification du tube (nom, prénom du sujet prélevé, type et lieu du prélévement).

IVV-2- Méthodes
Le sang ainsi prélevé, est acheminé directement au laboratoire central de biochimie, pour

I’analyser.

I\VV-2-1- Extraction de I'ADN a partir du sang total
Toutes les études génétiques nécessitent la disposition d’échantillons d’acides
nucléiques. Les leucocytes sanguins représentent la source majeure d’ADN. Dans notre étude,

I’ADN génomique a été extrait en utilisant un solvant inorganique le NaCl (annexe 03).

IV-2-1-1- Principe
L’extraction de I’ADN s’est faite en trois étapes; la préparation du culot de leucocytes,

I’extraction de I’ADN proprement dit et enfin la solubilisation.
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» Préparation des leucocytes
eDans un tube Falcon de 50 ml; mettre le sang total (7-10 ml) et compléter a 45ml avec du TE
20:5. Laisser 10 min dans la glace.
eCentrifuger 15 min a 3900 g (3900 r/m).
eDéverser le surnageant prudemment afin de garder le culot leucocytaire précipité au fond de
tube.
eRajouter le TE 20:5 au culot jusqu’a 25-30 ml, agiter pour le remettre en suspension et
laisser 10 min dans la glace.
eCentrifuger dans les mémes conditions precédentes.
eDéverser le surnageant: obtention d’un culot de leucocytes.
Si on s’arréte a ce niveau, laisser le culot de leucocytes dans le falcon de 50 ml et ajouter du

TE 10:1 et le tout doit étre conservé a -20°C dans un congélateur.

» Extraction de I’ADN :
eDécongeler les leucocytes.
eCentrifuger pendant 15 min a 3900 rpm
eDilacérer le culot de leucocytes soigneusement afin de les prendre complétement et les
mettre dans un tube Falcon conique de 15 ml.
eAjouter 3 ml de tampon de lyse (NaCl 400 mm, EDTA 2mM, Tris 10mM, PH 8.2)
eAjouter 200 pul de SDS & 10% (100 g SDS + 1000 ml H20)
eAjouter 100 ul de PK a 10 mg/ ml.
eDans I’étuve, Agiter le tube sur une roue rotative a 37°C pendant une nuit.
eLe lendemain; refroidir dans la glace.
eAjouter 1 ml de NaCl 4 M et agiter rigoureusement a la main.
eRemettre 5 min dans la glace (précipitation des protéines).
eCentrifuger 15 min a 2500 rpm.
eTransvaser le surnageant dans un tube falcon de 50 ml, ajouter 2 fois son volume d’éthanol
absolu (100%) préalablement refroidi et agiter en tournant le tube plusieurs fois: la formation
de la méduse visible a I’ceil nu. Laisser éventuellement 30 min a -20°C si la pelote d’ADN ne
se forme pas.
eRécupérer la pelote d’ADN par une pipette pasteur et la rincer 2 fois dans 1’éthanol a

70% dans un tube nunc ou dans un eppendorf sterile.
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» Solubilisation de I’ADN:
o[ ’ADN est réhydraté en ajoutant entre 300 et 1000 uL de TE 10:1 selon la grosseur de la
pelote et la concentration souhaitée.
eLaisser une nuit sur agitateur rotateur a 37°C, puis a température ambiante jusqu’a

dissolution compléte (de 1 jusqu’a 3 jours).

IV-2-2- Détermination de la pureté de ’ADN

L’ADN absorbe a 260 nm alors que les protéines (t¢émoins de contamination) absorbent
a 280 nm.
-L’échantillon est dilué au 1/100 dans 1’eau distillée (10 pL de I’ADN solubilisé dans
990 pL de I’eau stérile).
-Les DO sont lues a 260 et 280 nm dans le méme type de cuve que celle ayant servi a faire le
zéro (eau stérile).
-Par le calcul du rapport DO 260 nm/ DO 280 nm, la pureté de ’ADN est déterminée
indiquant ainsi si la qualité de I’ADN extrait: pure ou contaminé par les protéines ou par les
ARN.
On considere que :
*[’ADN est suffisamment pur lorsque le rapport R = DO260/ DO280 est compris entre 1,6 et
2(1,6<R<2).
*[’ADN est contaminé par les protéines si: DO260 /D0O280 < 1,6.
*L’ADN est contaminé par les ARN si: DO260/D0O280 > 2.
- La pureté de ’ADN est essentielle pour une action efficace des enzymes de restriction
utilisées par la suite. Dans le cas ou ’ADN est contaminé, ce dernier ne laisserait pas aboutir
a un bon résultat dans les étapes suivantes de son analyse par PCR. Il est donc indispensable
de procéder par la réextraction de la pelote de I’ADN afin d’obtenir la pureté souhaitée. Les

ADN purs sont conservés a + 4 °C jusqu'a utilisation.

IV-2-3- Détermination de la concentration de I’ADN
La densité optique a 260 nm permet de calculer la concentration de I’ADN sachant que :

A 260 nm une unité de densité optique correspond a :

-50 mg / ml pour une solution d’ADN double brin 1 unité de DO260 nm

-250 mg / ml pour une solution d’ADN simple brin. = 50 pug/ml d’ADN double brin.
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Exemple :

Pour un ADN solubilisé dans 1000 pL de TE 10 :1 ayant une DO260 nm = 0,139

1 unité de DO260 nm 50 pug/ ml d’ADN

0,139 de DO260 nm X

X =0,139 x 50 = 6,95 pg/ml

Considérant que I’ADN est dilué¢ a 1/100 (10 ml de I’ADN dilué dans 990 ml d’eau stérile),
Donc 6,95 x 100 = 695ug/ml.

Donc: La concentration de I’ADN en pg/ml = facteur de dilution x DO 260 % 50ug/ml.

La qualit¢ de I’ADN peut étre vérifiée par un contrdle de taille des molécules d’ADN qui
doivent étre suffisamment longues pour étre digérés. L’ADN génomique doit donc étre

manipulé en évitant toute action mécanique violente.

IV-2-4- Génotypage de la MTHFR
Il a consisté en I’ amplification d’une partie de I’ADN contenant une partie du géne,
puis de différencier les génotypes par digestion par une enzyme de restriction spécifique.
La détermination du génotype a été effectuée en plusieurs étapes successives:
-La PCR et controle de PCR sur gel d’agarose.
-La digestion du produit de PCR par I’enzyme de restriction Hinf 1.
-La séparation des produits de digestion par migration éléctrophorétique sur un gel d’agarose

et distinction des différents génotypes par transsilumination sous UV.

IVV-2-5- PCR ou amplification de I’exon 4 du géne de la MTHFR

La PCR est basée sur le mécanisme de la réplication de I’ADN in vivo. Elle permet
d’amplifier in vitro une séquence d’ADN spécifique un nombre considérable de fois. Elle est
réalisée dans un mélange réactionnel qui comprend 1’extrait d’ADN (ADN matriciel), la Tag-

polymérase, les amorces et les quatre dNTP dans une solution tampon.

» Préparation du milieu réactionnel (ou mix) de la PCR :

Pour préparer le milieu réactionnel (voir I’annexe 06), multiplier la quantité de chaque
composant par le nombre de tubes voulu plus un, c’est le tube témoin négatif dans lequel on
met uniquement le mélange réactionnel sans ADN.

L’ADN est amplifi¢ par PCR avec deux amorces encadrant la région contenant les deux

codons polymorphes correspondant & I’acide aminé 222 de la protéine MTHFR.
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» Déroulement des cycles de la PCR
Chaque cycle de la PCR repose sur trois étapes indispensables: Dénaturation,
hybridation et élongation. Les références des amorces utilisées pour I’amplification sont

mentionnées dans le tableau ci-dessous.

Tableau 06 : Amorces utilisées pour I’amplification de ’exon 4 de la MTHFR.

Forward (F) TGAAGGAGAAGGTGTICTGCGGGA 770
Reverse (R) AGGACGGTGCGGTGAGAGTG 058

108

Tableau 07 : Programme du thermocycleur utilisé pour I’amplification

05 minutes

04 30 secondes
65 30 secondes 30
72 40 secondes
72 10 minutes 1

IVV-2-6- Contréle des produits de la PCR

Le controle de la taille des fragments amplifiés s’est effectué par une électrophorese sur
un gel d’agarose a 1,5 % additionné de 10 puL de BET. Ce dernier est un agent intercalant qui
se fixe entre les bases de I’ADN a I’intérieur de la double hélice et qui rendra les ADN
fluorescents par exposition aux UV (le gel est ensuite coulé sur plaque d’une cuve
horizontale).

Dans chaque puits du gel, il est déposé :

-10 pL de produit d’amplification + 3 uLL BBP, qui permet de suivre le front de migration.

-3 pL de marqueur de taille (PM 100pb) +10 uL H20 +2ul BBP.

Les dépobts se font du c6té de la cathode (-). Le systéme est soumis a une migration sous un
courant de 60 a 120 volts pendant 45 min Cette analyse permet aussi, d’observer si une
éventuelle contamination de I’ADN est survenue au cours de la PCR.

Aprés la migration, le gel est soumis au rayon UV. Les molécules de bromure
d’éthidium fixées a I’ADN émettent une lumiere visible et photographiable et permettent de
visualiser les fragments amplifiés sous forme de bandes fluorescentes de méme taille (Figure
22). Ce control permet aussi de vérifier si une éventuelle contamination de I'ADN est
survenue au cours de la PCR grace au puits contenant le blanc (t¢émoin négatif : T).
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Figure 22 : Profil d’¢électrophorése sur gel d’agarose 1,5 % des fragments
amplifiés (198 Pb) par PCR du gene MTHFR

IV-2-7- Digestion par I’enzyme de restriction Hinf I du fragment amplifié
L’HinfT est une enzyme de restriction produite par la bactérie Haemophilus influenzae

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

Figure 23 : site de restriction par I’enzyme Hinf |

Les produits de la PCR sont soumis a une digestion enzymatique par Hinfl. Ils sont
incubés pendant une nuit dans une étuve a 37°C. Apres incubation, ils sont concentrés. Une
préparation du milieu de digestion par 1’enzyme Hinf I pour le nombre de tubes voulu + 1

témoin (Voir I’annexe 07) ;

¢ Conditions de migration
» Préparation des gels d’agarose : un gel d'agarose a 3 % a été préparé comme suit :
- Mélanger 100 ml de tampon TBE, 1X avec 2 g d’agarose
- Faire fondre I'agarose au four a micro-ondes pendant 4 a 6 minutes jusqu’a ce qu’il devienne
homogeéne.
- Ajouter 10 puL de BET,
- Le gel est ensuite coulé lentement,
- Il est laissé a refroidir, ensuite enlever le peigne. Le gel sera prét ainsi pour le dépdt des

échantillons.
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» Dépots des échantillons :
Quand le gel est polymérisé, plonger le gel dans la cuve horizontale contenant un
volume (450ml) de tampon (Tris Borate EDTA (TBE 1 X)). Aprés avoir 6té le peigne, il faut
déposer délicatement au fond de chaque puits un échantillon. Nous déposons dans chaque

puits du gel 12 a 14 uL du produit digéré et 3 uL du bleu de Bromophénol.

» Migration :

La migration se fait en parallele avec un marqueur de taille , a un voltage de 80 volts.

IVV-2-8- Révélation du profil éléctrophortique

Le BET fluorescent aux UV fixé sur I’ADN et va permettre de visualiser les fragments
de restriction dans le gel placé sous UV.
Lorsqu’on obtient une séparation nette des différents fragments du marqueur (aprés 2h30 mn),
le gel est photographié aprés transsilumination aux UV.

» Profils RFLP obtenus :

Ce polymorphisme, noté C677T, correspond a une substitution d'une cytosine par une
thymine en position 677 dans la séquence nucléotidique et qui, se traduit dans la séquence
protéique par la substitution d'une alanine par une valine sur le codon 222.

La digestion enzymatique de l'amplification de la MTHFR par la Hinf | a donné des
fragments; 175 pb, 198 pb et 23 pb:

Le premier apparait sur le profil éléctrophorétique sous forme d'une seule bande qui
correspond au type homozygote muté (TT).

Le deuxieme apparait aussi sous forme d'une seule bande, il sagit du type homozygote
sauvage (CC). Les deux bandes ensemble, correspondent au type hétérozygote (CT).

Le troisieme n'est pas visible a cause de son intensité trop faible.

CcC

(198 pb)

CT
(198pb+175pb) l
- 5 e e Sw

M CT CCRCINCREZCR T oC O =G =Gt

Figure 24 : Profil d’électrophorése sur gel d’agarose des fragments issus par
clivage de Hinfl présentant différents génotypes d’MTHFR.
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IVV-3- L’étude statistique

IVV-3-1- Calcul des moyennes
La moyenne arithmétique X
X =X (ni xi)/n si n > 30
X=X (nixi)/ (n—1)sin<30

I\VV-3-2- Calcul des écarts types

L’écart type = & = VVariance =V ¥ (X-X) % N-1. Sin <30

L’écart type = & =\ Variance =V ¥ (X-X) % N. Sin > 30

Les variables quantitatives sont décrites par la moyenne + 1 écart type, sauf exception qu’on

précisera dans le texte.

IVV-3-3- Calcul des odds ratios
Pour calculer 1’odds ratio, nous avons établi un tableau de contingence. Il est présenté
sous forme de tableau croisé 2x2. Le statut malade/non malade des sujets de 1’étude est

présenté en colonne et le caractére exposé/non exposé en ligne.

Tableau 08 : Tableau de contingence

Malades Témoins Total
Exposée (E+) a b a+d
Non exposés (E-) C d c+d
Total atc b+d atc+b+d

- Le rapport des cotes d’exposition qui est ’Odds ratio (Exposure Odds ratio)
OR=axd/bxc
L’odds ratio représente une mesure d’association épidémiologique entre un facteur et une

maladie, en particulier lorsque la maladie est rare dans une population (prévalence <5%).
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IVV-3-4- Les intervalles de confiance

L'approche estimative de l'analyse statistique vise a quantifier I'effet étudié et le degré
de certitude de cette estimation grace a un intervalle de confiance, qui identifie généralement
une fourchette de valeurs situées de part et d'autre de I'estimation et I'on peut étre sir a 95%
de trouve la valeur réelle.

La notion d’un intervalle de confiance repose sur l'idée suivante : Si la méme étude était
réalisée sur un échantillon différent de patients, les résultats ne seraient pas identiques, mais
seraient proches du résultat véritable qui reste inconnu .l'intervalle de confiance estime cette

variation due a I’échantillon.

IVV-3-5- Choix de la P-value

Le seuil critique a priori est de 0.05 (risque) .Si la valeur de p calculée a postériori est
inférieure a ce seuil, la différence entre les paramétres est déclarée statistiquement
significative.

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

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

il existe une relation logique entre ces variables.
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V-1-Répartition des témoins

V-1-1-Selon le sexe

CHAPITRE V : Résultats

Tableau 09 : Répartition des témoins selon le sexe.

Sexe Effectifs Frequences (%)
Masculin 52 51.49
Féminin 49 48.51

Total 101 100

B Masculin

B Féminin

Figure 25 : Répartition des témoins selon le sexe

Les sujets témoins sont au nombre de 101 répartis en 52 hommes soit 51.49% et 49 femmes

soit 48.51% avec un sex ratio H/F de 1.06

p=0.46 la différence n’est pas significative.

V-1-2-Selon I’Age

Tableau 10 : Répartition des témoins selon 1’age

Tranches Effectifs Fréquences (%)

d’age

20-30 52 51.49
31-40 20 19.80
41-50 15 14.85
51-60 09 8.91
61-70 05 4.95

Total 101 100

E



Répartition des témoins selon I'age

60,00% 51,49%
50,00%
40,00%

0,
SR 19,80%

14,85%

20,00%
8,91%
N - g
0,00%

30 31-40 4

20- 1-50 51-60 61-70

Figure 26 : Répartition des témoins selon 1'age

La moyenne d’age de notre population d’étude est de 34.90 + 12.06 ans chez les femmes et
33.54 + 13.63 ans chez les hommes.

Il n’y a pas de différence significative entre I’Age moyen des deux sexes dans notre population
P-value = 0.59941.

La répartition des témoins selon 1’age montre une fréquence plus ¢€levée de la tranche d’age
20-30 ans suivie de la tranche d’age 31-40 ans. Les autres tranches d’age sont faiblement

représentées.

V-1-3- Répartition des fréquences génotypiques et alléliques du polymorphisme C677T
de la MTHFR chez les témoins
V-1-3-1- Fréquences génotypique du polymorphisme C677T de la MTHFR

L’analyse moléculaire des échantillons des témoins a permis de mettre en évidence le
polymorphisme C677T du géne de la MTHFR.

Les fréquences des deux alleles C et T et les fréquences génotypiques homozygotes
C677C (Val/Val), les hétérozygotes C677T (Val/Ala) et homozygotes T677T (Ala/Ala) ont
été calculées dans la population témoins.

Tableau 11 : Répartition des témoins selon le génotype.

Génotype Effectif Fréquences (%)
CIC 41 40.60
CIT 53 52.47
TIT 07 6.93
Total 101 100
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mC/C
mC/T
T/T

Figure 27 : Répartition des fréquences génotypiques chez les témoins.

40.60% de la population témoins sont homozygotes C/C, 52.47% sont hétérozygotes C/T et

6.93% sont des homozygotes T/T.

V-1-3-2- Fréquence allélique du polymorphisme C677T de la MTHFR

Tableau 12 : Répartition de la population selon la fréquence allélique Cou T

allele Effectif Fréquences (%)
C 135 66.84
T 67 33.16
T+C 202 100%
mC
mT

Figure 28 : Répartition de la population selon les fréquences alléliques C et T
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V-2- Répartition des patients
V-2-1- Selon le sexe

Tableau 13 : Répartition des patients selon le sexe

sexe Effectifs Fréquences
(%)
Masculin 26 83.87
Féminin 05 16.13
Total 31 100

m Masculin

E Féminin

Figure 29 : Répartition des patients selon le sexe.

La répartition des patients selon le sexe a montré une prédominance du cancer du poumon

chez les hommes que chez les femmes avec un sex ratio de 5.2.

V-2-2- Selon I’age

Les patients ont été regroupés en tranche d’age de 10 ans allant de 42 ans jusqu’a 82 ans.

Tableau 14 : Répartition des patients selon 1’age.

Tranches Effectifs Fréquences
d’age (%)
42-52 05 16.13
52-62 12 38.71
62-72 07 22.58
72-82 07 22.58
Total 31 100
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38.71%

12
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22.58% 22.58%
16.13%

42-52 52-62 62-72 72-82

Figure 30 : Répartition des patients selon 1’age

La tranche d’age la plus touchée est celle de 52-62 ans.

V-2-3- Selon I’age et le sexe
Tableau 15 : Répartition des patients selon le sexe et I’age

Hommes Femmes
Age Nombre % Nombre %
42-52 04 15.38 01 20
52-62 09 34.62 03 60
62-72 07 26.92 00 00
72-82 06 23.08 01 20
Total 26 100 05 100

L’age moyen de la population malade était de 57+£10.72 ans chez les femmes et de

62.54+10.35 ans chez les hommes avec des valeurs extrémes de 52 a 62 ans.

60%

23.08% - H Hommes
0 e

M Femmes

42-52 52-62 62-72 72-82

Figure 31 : Répartition des patients selon le sexe et ’age
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V-2-4- Selon la localisation du cancer pulmonaire
Tableau 16 : Répartition des patients selon la localisation du cancer du poumon

>

' 45.16%

Figure 32 : Répartition des patients selon la localisation du cancer du poumon

« Poumon Droit
u Poumon Gauche

54.84%

Dans la population des patients, le cancer du poumon est localisé au niveau du poumon droit

avec un pourcentage 54.84% et au niveau du poumon gauche avec un pourcentage 45.16%.

V-2-5- Selon le type histologique du cancer du poumon
Tableau 17 : Répartition des patients selon le type histologique

Types histologiques Nombre de malades
20

Adénocarcinome 64.52

Carcinome épidermoide 07 22.58

Carcinome a petites cellules 00 00.00
Carcinome a grandes cellules 04 12.90

Total 31 100
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B Adénocarcinome

B carcinome
épidermoide

L carcinome a
petites cellules

B carcinome a
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Figure 33 : Répartition des patients selon le type histologique

L’étude du type histologique de la tumeur montre que I’adénocarcinome est le plus fréquent
avec un pourcentage de 64.52% des cas, suivi du carcinome épidermoide avec une fréquence
de 22.58%.

V-2-6- Selon les facteurs de risque

Tableau 18 : Répartition des patients selon les facteurs de risques

Facteurs de risques = Malades présentant uncancer du poumon

. Fréquence Fréguence
Oui % Non % Total

7 om0 W nw @
o s m ws A

Antécédents
familiaux de cancer 09 29.03 22 70.97 31
du poumon

70.97%

29.03%

Antécédents familaux = OUl
m NON

Figure 34 : Répartition des patients selon les facteurs de risques
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La consommation de cigarette est plus fréquente chez nos patients (87.10%) suivie des

antécédents familiaux de cancer pulmonaire (29.03%).
V-2-7- Fréguences génotypiques et alléliques du polymorphisme C677T de la MTHFR
chez les patients

V-2-7-1- Fréquences génotypiques de la mutation C677T de la MTHFR chez les patients

Tableau 19 : Fréquences genotypiques du polymorphisme C677Tde la MTHFR chez les

patients.
C/C 12 38.71
15 48.39
T/T 04 12.9

31 100

12.9%

mT/T

mC/T

48.39%

Figure 35 : Fréquences génotypiques du polymorphisme
C677T de la MTHFR chez les patients

48.27 % de nos patients ont présenté le génotype C/T, 38.71 % le génotype C/C et 12.9 % le
génotype T/T.

V-2-7-2- Fréquences alléliques du polymorphisme C677T de la MTHFR chez les patients :

Tableau 20 : Fréquences alléliques du polymorphisme C677T de la MTHFR des patients.

Allles Effectifs

39 62.9
2 37.1
62 100
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mC

MTHFR chez les patients.

Figure 36 : Fréquences alléliques du polymorphisme C677T de la

Les fréquences des alleles C et T du polymorphisme C677T chez les patients sont

respectivement de 62.9% et 37.1% tout sexe confondu.

V-3- Frequences genotypiques des patients et des témoins

Le tableau 21 et la figure 37 montrent la comparaison des fréquences entre les témoins et les

malades.

Tableau 21 : Répartition des génotypes du polymorphisme C677T de la MTHFR chez les

témoins et les patients.

N %
41 40.59
53 52.48
07 6.93
101 100

12
15
04
31

%
38.71
48.39
12.9
100

)



_ 38.71%

B Témoins

M Malades

c/C C/T T/T

Figure 37 : Répartition des génotypes du polymorphisme C677T de la MTHFR
chez des témoins et des patients.

V-4- Fréquences alléliques de la MTHFR des patients et des témoins

Tableau 22 : Répartition des fréquences alléliques du polymorphisme C677T de la MTHFR
dans la population témoins et malades.

Génotypes N % N %
135 66.83 39 62.9
67 33.17 23 37.1
202 100 62 100
66.83% 62.9%

33.17% mC

T

Témoins Patients

Figure 38 : Répartition des fréquences alléliques du polymorphisme
C677T de la MTHFR dans les populations témoin et malade




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

possible entre le polymorphisme de la MTHFR et le cancer du poumon.

- Le calcul des odds Ratios : (IC 95%)
TT vs CC: OR=1.9524 p= 0.6944 ;i NS
TT+CT vs CC: OR=1.0819 p=0.94 ; NS

La P-value pour les deux comparaisons est superieure a 0.05, donc il n’y a aucune association

entre le polymorphisme en question et le risque d’un cancer du poumon.
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CHAPITRE VI : Discussion

Dans ce travail, nous avons étudié le polymorphisme C677T de la MTHFR chez
101 témoins et 31 patients présentant un cancer du poumon
Nous avons aussi étudié et comparé les données suivantes :
- Le sexe, I'age, les habitudes toxiques, le type histologique du cancer du poumon,
-La distribution des fréquences alléliques et génotypiques du polymorphisme C677T du géne
de La MTHFR.

» Données géenérales sur la population témoin

v" Selon le sexe :
Les témoins sont au nombre de 101 répartis en 52 hommes soit 51.49% et 49 femmes soit
48.51% avec un sexe ratio H/F de 1.06. Nous avons noté une différence non significative

entre les deux sexes chez nos témoins, P=0.46.

v" Selon I’age :
Nous n’avons trouvé de différence significative entre 1’dge moyen des deux sexes chez nos
témoins. De plus leur distribution selon 1’dge a montré une fréquence plus élevée de la tranche
d’age 20-30 ans suivie de la tranche d’age 31-40 ans et que les autres tranches d’age sont

faiblement représentées.

v Selon le génotype :
La caractéristique principale de la population Algérienne est sa diversité ethnique. Cette
population est subdivisée en Arabes, Berbéres, Turques, Juifs et noirs sub-Sahariens. La
contribution des Arabes et Berbéres dans la constitution du pool génétique Algérien est certes
¢évidente. Néanmoins, peu d’études ont été menées sur les populations Algérienne.
40.60% des témoins sont homozygotes C/C, 52.47% sont hétérozygotes C/T et 6.93% sont
des homozygotes T/T.
En effet les fréquences génotypiques du polymorphisme C677T de la MTHFR sont trés
variables selon les différents groupes ethniques [102].
La distribution mondiale du polymorphisme C677T est trés hétérogéne. Elle correspond
géographiquement a une répartition croissante Nord-Sud, notamment en Europe et en
Amerique du Nord.
En Europe, la fréguence du génotype T/T est faible au Nord, elle est de 4 a 7 % en Finlande et
en Russie, intermédiaire de 8 a 10 % en France et 12 a 15% en Espagne et au Nord de I’Italie

et elevée au sud 20 a 26 % en Sicile. Un gradient similaire a été trouve en Amérique du Nord,
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ou la fréquence du génotype T/T augmente de 1’ouest du Canada (Alberta) au sud-est des
Etats-Unis, pour atteindre un pic au Mexique (tableau 23) [103].

La fréquence du génotype T/T chez nos témoins est de 6.93 % ce rapport est similaire a celui
retrouvé en Turquie, Tunisie, en France a Rotterdam, et est trés différent de celui retrouvé au
Mexique et en Italie [102, 103, 104]. Parmi 102 malades afro-américains, Mc Andrew et al.
n’ont retrouvé aucun cas d’homozygotie TT. Adjalla et al. [105] ont rapporté une fréquence
de 0,8 % du variant genotypique TT dans la population noire issue de 1’Afrique de 1’Ouest. A
I’état hétérozygote (CT), cette mutation est présente chez approximativement 40 % des
caucasiens, 20 % des afro-ameéricains, et 15,9 % de la population noire africaine [106].

Les fréequences des alléles T et C chez les témoins sont respectivement de 33.16 % et 66.84,
ces résultats concordent avec ceux des pays de la méditerranée.

Tableau 23 : Les fréquences génotypiques et alléliques dans différents pays et groupes

ethniques
TIT CIT C/IC Allele T Alléle C
Bretagne 12.1 47.2 40.7 35.7 64.3
London 13.7 39.1 37.2 33.2 66.8
Rotterdam 7.0 48.0 45.0 31.0 68.0
France 9.77 52.6 37.6 36.1 63.9
Nord de I'ltalie 21.00 47.0 32.0 44.5 55.5
Centre de I'ltalie 30.2 45.3 245 52.8 47.2
Sud de I'ltalie 18.7 51.3 30.0 44.3 55.7
Yémen 2.2 30.4 67.4 17.4 82.6
Turquie 7.5 41.9 50.6 28.5 71.5
Saoudite Arabie 2.1 23.1 74.8 27.3 72.7
Mexique 32.2 49.6 18.2 57.0 43.0
Tunisie 5.4 24.9 69.7 17.8 82.2
Maroc 12.3 34.7 53.0 29.6 85.0
Notre étude Algérie  6.93 52.47 40.60 33.16 66.84

Le phénotype de ce variant génotypique, appelé « variant thermolabile » selon Kang SS et al.
[107], est caractérisé par une diminution de I’activité enzymatique de 70 % en cas

d’homozygotie, et de 35 % en cas d’hétérozygotie. Cette simple modification d’un acide
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aminé entraine un défaut de «liaison des folates» et une activité réduite de I’enzyme MTHFR
[108].

Le FAD, cofacteur de la MTHFR, protége 1’enzyme mutée de la déstabilisation, par
conséquent, la riboflavine (vitamine B2, précurseur du FAD) peut étre considérée comme un
déterminant de son activité enzymatique et de I’hyperhomocystéinémie [109]. Le variant
C677T accroit la tendance de I’enzyme a perdre le FAD, et les folates protégent I’enzyme en
atténuant cette perte. Par conséquent, bien que 1’identité des mutations sévéres soit un bon
indicateur de [D’activit¢ enzymatique résiduelle des patients homocystinuriques, le
polymorphisme (et des facteurs externes comme 1’acide folique ou la riboflavine) contribue a
la complexité de la relation génotype /phénotype [109].

Depuis que Frosst et ses collaborateurs (1995) ont propose la mutation C677T comme une
raison possible de I'apparition de complications vasculaires, plusieurs groupes de recherche
ont évalué cette hypothése chez les patients cardiovasculaires de différents groupes ethniques
[110, 111].

La mutation C677T a été retrouvée avec une fréquence plus élevée chez des sujets ayant une
pathologie coronaire [112]. Cette mutation Ala => Val est considérée dans certaines études
comme un facteur de risque de thromboses artérielles et veineuses [113] et notamment de
maladie cardiaque coronaire [114, 115].

» Données générales sur la population des patients

v" Selon le sexe :
Les patients sont au nombre de 31 répartis en 26 hommes soit 83.87% et 5 femmes soit
16.13% avec un sexe ratio H/F de 5.2
Nous avons noté une différence significative entre la répartition des patients selon le sexe
chez nos patients, cela est expliqué par la présence de certaines habitudes toxiques utilisées
beaucoup plus par les hommes que par les femmes.
Il s’agit du tabac, en effet, la consommation de la cigarette est plus fréquente chez nos
patients de sexe masculin (87.10%), En effet le tabagisme est plus fréquent chez les hommes
gue chez les femmes. Les données nationales et internationales ont indiqué que le tabagisme
chez les femmes est rare. On dit que le tabagisme féminin est décalé de 20 ans par rapport au
tabagisme masculin [46, 47, 48].
De plus, le tabac est le principal facteur de risque du cancer du poumon [116].
Les risques relatifs calculés chez la femme sont effectivement souvent moins élevés que chez

I’homme [117]. Le tabac provoque 9 cancers bronchiques masculins sur 10.
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Le risque relatif de cancer bronchique chez le sujet fumeur par rapport au non-fumeur est de
10. La latence moyenne est estimée a 20 ans [118].

v’ Selon I’age :
Chez nos patients, nous n’avons pas trouvé de différence significative entre I’4ge moyen dans
les deux sexes. Cependant la tranche d’age la plus touchée est celle de 52-62 ans.
En I'an 2000, I'dge médian du diagnostic d'un cancer bronchique était de 67 ans chez I'homme
et de 68 ans chez les femmes. L'age de survenue des cancers bronchiques est variable d'un
pays a l'autre, résultant des habitudes tabagiques des populations [119].
L’augmentation de I’espérance de vie dans la population générale associée a I’augmentation
du risque de survenue d’un cancer avec 1’age ont conduit a une augmentation de I’incidence
du cancer bronchique dans la population agée. Environ 50% des nouveaux cas de CBNPC
sont diagnostiqués chez des patients de plus de 65 ans et 30 a 40% chez des patients de plus
de 70 ans [119].
29.03 % de nos patients ont présenté des antécédents personnels de cancer du poumon. En
effet de nombreuses études épidémiologiques ont démontré I'existence d'une prédisposition
héréditaire de certains types de cancer du poumon, avec un risque plus élevé chez les

personnes dont les parents sont atteints de cancer du poumon.

v" Selon le type histologique :
L’étude du type histologique de la tumeur a montré que I’ADC est le plus fréquent avec un
pourcentage de 64.52% des cas, suivi du Carcinome épidermoide avec 22.58%. Puis des
autres types et de 1’absence du carcinome a petites cellules.
Alors que la répartition des différents types histologiques observée dans la littérature, le type
dominant est le carcinome épidermoide suivi de I'adénocarcinome, du carcinome a petites
cellules puis vient en derniere position le carcinome bronchique a grandes cellules. Ces
variations sont étroitement liées aux habitudes et coutumes vis-a-vis du tabac (début, durée,
quantité) [120].
Selon I’OMS , la Classification histologique du cancer du poumon est marquée par :
Le carcinome « non a petites cellules » 85% : adénocarcinome 55%, carcinome épidermoide

20%, carcinome a grandes cellules 10%. Et carcinomes a petites cellules 15% [121].
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v" Selon le génotype :
Dans la population de patients étudiée, nous avons observé que 48.39 % ont présenté le
génotype C/T, 38.71 % le génotype C/C et 12.9 % le génotype T/T.

v" Selon les fréquences alléliques :
Les fréequences des alléles C et T sont respectivement de 62.9% et 37.1% chez ces patients.
Des odds ratios avec un intervalle de confiance ont été calculés a fin de déterminer un lien
possible entre le polymorphisme C677T de la MTHFR et le cancer du poumon.
Le calcul des odds ratios obtenus:
TTvsCC :0OR=19524 [0,48-7,81] ;p=0.69 ; NS
TT+CT vs CC: OR=1.0819 [0,47-2,46] ;P=0.94 ;NS

Ce calcul a montré que les porteurs des génotypes T677T et C677T ne présentent pas
d’association significative avec le cancer du poumon. Ces résultats impliquent 1’absence

d’une corrélation significative de ces génotypes et le risque de cancer poumon.

La MTHEFR dirige le cycle des folates vers la méthylation de I’ADN et agit indirectement sur
le niveau de synthése de I’ADN, MTHEFR est I’enzyme clé dans le métabolisme avec une
activité variable selon les polymorphismes de 1I’enzyme et I’apport alimentaire en folates.

Le polymorphisme C677T du géne MTHFR est celui parmi les polymorphismes des enzymes
du métabolisme des folates qui a fait I’objet du plus grand nombre d’études dans le cadre du
cancer du poumon.

La MTHFR intervient dans le métabolisme de I'acide folique et des nucléotides nécessaires a
la synthése et la réparation de I'ADN. Des variations dans les fonctions de la MTHFR jouent
probablement un réle dans I'étiologie du cancer du poumon. Jusqu'a présent, plusieurs études
sur le polymorphisme C677T de la MTHFR et le cancer du poumon ont montré des résultats
contradictoires ou non concluants.

Afin de mieux évaluer la relation polymorphisme C677T de la MTHFR et le cancer du
poumon, une méta-analyse réalisé par Hou XH et al. [125] ayant porté sur de 14 publications
[125],a estimé les OR avec des IC a 95% obtenus lors de ces études pour évaluer cette
association. Les resultats de cette méta-analyse n’ont montré dans I’ensemble, aucune
association significative entre le polymorphisme C677T de la MTHFR et de risque de cancer

pulmonaire ce qui est en accord avec nos résultats.
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Cependant, dans cette méme étude, 1’évaluation du risque de ce polymorphisme en fonction
des types histologiques du cancer du poumon, a montré une association du polymorphisme
C677T de facon significative avec le risque de cancer du poumon non a petites cellules
(CPNPC), odds ratios tres significatifs.
Les patients fumeurs qui portaient alléle T (TT + CT) avaient montré un risque de cancer du
poumon diminué de 10% par rapport aux porteurs du génotype CC.
Cette étude a démontré que 1’allele T677 de la MTFR peut augmenter le risque CPNPC,
cependant, il peut aussi protéger sans cesse les fumeurs contre les risques de cancer du
poumon. Les études futures a grande échelle sont nécessaires pour évaluer d’avantage cette
association de maniére plus détaillée.
Les résultats de cette étude concordent aussi avec ceux de Zhang, et al. SAZCI. A, et al.
2003 [126, 127]. Qui ont suggéré que le polymorphisme C677T n'est pas significativement
corrélé avec le risque de cancer du poumon, et que seules les variantes T677T pourraient
diminuer le risque de cancer du poumon chez les femmes [126, 127]. Et que polymorphisme
C677T du MTHFR ne joue pas un réle important dans 1’étiologie du cancer du poumon [127].
Des études cas-témoins réalisées aux Pays-Bas par Heijmans et al. Ainsi que d'autres
telles que celles réalisées en Chine, au Japon, en Europe du Nord et aux Etats-Unis ont
montré que les génotypes CT ou TT du polymorphisme C677T de la MTHFR par rapport
génotype CC semblent avoir un risque plus faible pour le cancer du poumon [128].
D’autres travaux ont mis en évidence le réle important de la MTHFR dans la carcinogenese.
L’étude réalisée par Zdenko Herceg [129] a indiqué qu'une haute fréquence de
I’hypométhylation dans des tumeurs du poumon a été retrouvee [129].
Kiyohara, et al. Siemianowicz et al ont récemment rapporté dans leurs travaux que le
génotype TT du polymorphisme C677T était significativement associé a un risque accru de
cancer du poumon [130, 131]. Les résultats d’une étude Taiwanaise ont montré que le
polymorphisme C677T de MTHFR peut étre associé a l'apparition d'un cancer du poumon
[132]. Un pourcentage statistiquement plus élevé du génotype T677T de la MTHFR a été vu
chez des patients atteints de cancer du poumon par rapport aux témoins [133].
Dans cette méme étude les génotypes CT et TT en association avec le tabagisme conférent a
une diminution du risque de cancer du poumon [132].
Bingham S, Riboli et al. Ont Révélé une réduction importante du risque de cancer du

poumon chez les personnes dont le bilan en folate était le plus élevé [134].
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CHAPIRE VII : Conclusion

Les résultats de notre étude ont montré que le cancer du poumon est plus fréquent chez
les hommes que chez les femmes. La tranche d’age des patients la plus touchée est 52-62 ans

Le tabac est le premier facteur de risque du cancer du poumon.

L’adénocarcinome est la forme histologique la plus fréquente et que les porteurs du
génotype C677T ne présentaient pas d’association significative avec le cancer pulmonaire, ce

qui est en accord avec de nombreuses données de la littérature.

Ce pendant ce travail doit de poursuivre sur un nombre plus élevé de patients pour
confirmer ces résultats et de tenir compte de 1’origine ethnique et du statut du métabolisme

des folates en interaction avec des facteurs génétiques et environnementaux.
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Annexe 01 :

Tumeurs bénignes du poumon :
Une tumeur bénigne du poumon est une masse non cancéreuse qui ne métastase pas et ne met
habituellement pas la vie en danger. Les tumeurs bénignes du poumon sont rares.

Types de tumeurs bénignes du poumon :

Hamartome : est le type le plus courant de tumeur bénigne du poumon. Il est fait de cellules
semblables a du cartilage qui se développent exageérément. Sa taille peut lentement

augmenter, mais il ne cause habituellement pas de symptomes.

Papillome : est une tumeur bénigne qui se développe en s’¢loignant de la surface des tissus.
Le type le plus courant de papillome est fait de cellules squameuses. Le papillome a tendance
a se developper dans les bronches.il peut causer des symptdomes lorsqu’il bloque la circulation

d’air.

Adénome : plusieurs types d’adénomes peuvent apparaitre dans un poumon. On nomme les
adénomes selon les types de cellules dans lesquels ils prennent naissance :
- Adénome alvéolaire

- Adénome pléomorphe, Les adénomes sont tres rares.

Léiomyome : est une tumeur bénigne faite de cellules musculaires lisses




Annexe 02:

La stadification :

Est une fagon de décrire ou de classer un cancer selon 1’étendue de la maladie dans le corps.
Le systeme de stadification auquel on a le plus souvent recours dans le cas du cancer du
poumon non a petite cellules est la classification TNM. L’UICC utilise ce systéme pour
décrire I’étendue de nombreuses tumeurs cancéreuses solides.

La classification TNM prend en compte :

Les différents examens permettent d’évaluer I’extension de la maladie, c’est-a-dire de
déterminer le stade auquel elle se trouve; on parle également de «staging». Pour ce faire, on a
recours a la classification internationale TNM :

v T = taille, extension (volume) de la tumeur. Elle est exprimée par des chiffres de 0 a 4,
plus le chiffre est élevé, plus la tumeur est étendue/de grande taille.

T1 La tumeur a un diamétre inférieur a 3 cm; il n’y a pas d’envahissement des bronches
principales.

T2 La tumeur a un diameétre supérieur a 3 cm ou a pénétré dans une des bronches principales
de plus de 2 cm a partir du milieu du corps.

T3 La tumeur a envahi la paroi thoracique, la plévre ou le diaphragme ou a pénétré plus
profondément dans une bronche principale.il n’y a pas de signe de métastases dans la trachée.
T4 La tumeur s’est étendue aux parties voisines du corps, comme la trachée ou 1’cesophage, la
cavité thoracique, les grands vaisseaux sanguins, le cceur.

Remarque: Aux stades T3 et T4, la taille de la tumeur n’est pas forcément significative, de
petites tumeurs peuvent elles aussi envahir les organes mentionnés.

v N = ganglion lymphatique («nodus» = nodule en latin).

NO Pas d’atteinte des ganglions lymphatiques régionaux.

N1 Atteinte des ganglions lymphatiques situés du méme coté.

N2 Atteinte des ganglions lymphatiques de la paroi thoracique du méme c6té et des ganglions
situés dans la partie centrale, a la jonction entre les bronches principales.

N3 Atteinte des ganglions lymphatiques de 1’autre poumon ou des ganglions plus éloignés.

v M = métastases

MO Pas de signe de métastases.

M1 Mise en évidence de métastases, en particulier dans le foie, les surrénales, les os, le

cerveau ou les reins ou dans d’autres lobes du poumon non touchés par la tumeur primaire.




Annexe 03 :

Les traitements

1- Chirurgie : Le traitement chirurgical convient seulement lorsque la tumeur
cancéreuse est de petite taille et circonscrite a un seul poumon, a condition que 1’autre
poumon soit suffisamment sain pour assurer la fonction pulmonaire a lui seul.

Lorsque le chirurgien enléve tout le poumon, I’intervention est appelée pneumonectomie et
lorsqu’il enléve une partie seulement du poumon, on parle de lobectomie.

C’est pendant I’intervention chirurgicale que le médecin décide de 1’étendue de 1’exérese
pulmonaire. Méme si 10% a 35% des tumeurs cancéreuses du poumon peuvent étre éliminées
chirurgicalement, le traitement chirurgie ne gueérit pas toujours le cancer. La chirurgie est
recommandée seulement pour les personnes dont 1’état de santé est bon et qui ne présentent
aucun signe de métastases. En présence d’un trouble cardiaque ou d’un autre trouble

pulmonaire grave, la chirurgie n’est pas une option.

2- Radiothérapie : La radiothérapie permet de traiter le cancer du poumon qui a envahi
d’autres tissus ou qui siege trop pres de la trachée. La radiothérapie externe par accélérateur
linéaire de particules permet de délivrer des doses de 50 a 65 grays en fonction du type
histologique en fractions de 1,8 a 2 grays sur 5 a 6 semaines.

Chez les patients qui sont gravement atteints, la radiothérapie a pour but d’empécher la
croissance de la tumeur plutot que d’essayer de la détruire complétement.

La radiothérapie peut aider a maitriser la douleur osseuse, le syndrome de compression de la
veine cave supérieure et la compression des nerfs dans la moelle épiniére, attribuable a la

croissance des cellules cancéreuses.

3- Les traitements médicaux :

Chimiothérapie : La chimiothérapie, qui est un traitement composé de médicaments

anticancéreux, peut s’utiliser pour prolonger la vie des personnes atteintes d’un cancer du
poumon métastatique (propagé a d’autres régions du corps) ou en association avec une
radiothérapie pour prendre en charge un cancer du poumon qui n’a pas encore envahi d’autres
régions du corps.

v' Les drogues principales sont les suivantes :




- les sels de platine sont encore les drogues «pivots » des cancers bronchiques. Les effets
secondaires sont essentiellement rénaux, neurologique, auditifs, digestifs et hématologiques.
Le carboplatine permet de limiter la toxicité neurologique et rénale.

- le vépéside est un inhibiteur de la topoisomérase Il et a une toxicité essentiellement
neurologique.

- la vinorelbine est un poison du fuseau ayant une toxicité essentiellement neurologique et
hématologique.

- Les texanes ont montré leur intérét et ont des effets indésirables a type d’allergie et de
neuropathie.

- Les anthracyclines sont plus rarement utilisées La surveillance d’un patient sous

chimiothérapie est clinique et biologique.

Biothérapies ciblées : A la différence des molécules de chimiothérapie classique qui agissent

sur toutes les cellules qui se divisent, les biothérapies ciblées bloquent un mécanisme de
croissance propre aux cellules cancéreuses. Cela entraine donc une moindre toxicité pour les
autres cellules de I’organisme. Pour autant, ces traitements ne sont pas dénués d’effets
secondaires. Trois molécules ont actuellement une AMM:

*Erlotinib (en comprimé)

*Bévacizumab (en injection)

*Gefitinib (en comprimé)

4- Les autres traitements (symptomatiques) :

Les médecins disposent aujourd’hui de médicaments antalgiques puissants et bien tolérés
pour lutter contre la douleur.

Le maintien de voies aériennes perméables (pour lutter contre 1’asphyxie), lorsqu’il devient
nécessaire (ce qui est rare) est possible grace a la mise en place de prothéses dans les bronches
ou la trachée ou encore grace a la désobstruction des bronches par le laser.

Thérapie photodynamique : ce type de traitement consiste a injecter dans le sang un
médicament spécial qui est absorbé par les cellules cancéreuses lorsqu’il est exposé a une
lumiére laser de haute énergie, le médicament devient actif et détruit les cellules cancéreuses,
la therapie photodynamique peut étre utilisée pour traiter certains cas de cancer du poumon de

stade précoce ou pour soulager les symptomes associée au blocage des voies aériennes.




Annexe 04 :

Questionnaire




Annexe 05 :
Centre hospitalier universitaire BenBadis de Constantine
Laboratoire de biologie et génétique moléculaire

Laboratoire de biochimie

Indentification du paient N du prélevement :

Nom : Prénom : Adresse :

Date de naissance Tel :
CONSENTEMENT

Je soussigné(e), sus nommé, reconnais avoir été informé(e) par le
.......................................... sur les examens des caractéristiques génétiques qui seront
réalisées, dans un but diagnostic et/ou de recherche, a partir :
D Du prélévement qui m’a été effectué I:I A visée diagnostique

D A visée de recherche
Pour :

Je donne mon consentement pour ce prélévement et je reconnais avoir recu 1’ensemble des
informations, permettant la compréhension de cet acte biologique et sa finalite.
Faita.......ooooiiii R (S Signature

ATTESTATION

Je certifie avoir informé le (ou la) patient(e) sus nommé(e)
sur les caractéristiques de la maladie recherchée, les
moyens de la détecter, les possibilités de prévention et de Signature et cachet
traitement, et avoir recueilli le consentement du (ou de la)
patient(e)

Un document de ce type doit accompagner la prescription — et les documents cliniques
indispensables- pour chacune des analyses demandées.

Le médecin prescripteur doit conserver le consentement écrit, les doubles de la prescription et
de I’attestation, et les comptes rendus d’analyses de biologie médicale commentés et signés.




Annexe 06 :
Préparation du milieu réactionnel du PCR pour MTHFR

PCR MIX Quantité
H.0 35.2uL
Tampon 10x sans
SpL
Mg Cl,
dNTP 5uL
MgCl, Mm (1,5mM) 3pL X Nombre d’ADN
Oligo F (100
goF( 0.2uL
pmol/ul)
Oligo R
0.2pL
(100pmol/ul)
Taq polymérase 0.4pL

Dans 1’ependorf : 2ul ADN + 49 uL Mix, puis dans le thermocycleur et appliquer le
programme du MTHFR.

v" Oligo nucléotides utilisés :
Oligo F (forward primer) : 5’-TGA AGG AGA AGG TGT CTG CGG GA-3'
OligoR (reverse primer) : 5’-AGG ACG GTG CGG TGA GAG TG-3'

v" Dilutions des solutions méres utilisées
e Oligo F solution mére 268 ,2ml (dilution 1/25)
Oligo F solution fille : 37,28 ml d’Oligo F solution mere + 62,72 ml H20 distillé.
e Oligo R solution mére 333ml
Oligo R solution fille : 30 ml d’Oligo R solution mere + 69,97 ml H20 distillé.
e dNTP solution mere
dNTP solution fille : 10 ml de dNTP solution mére + 90 ml H20
e MgCI2 solution mére
50ml MgCI2 + 50ml H20 distillé

VII



Annexe 07 :

Préparation du milieu de digestion par I'enzyme Hinf I

Milieu de digestion

Quantité en pL

Tampon de Hinf | 5

Hinf 1

H20 4

BSA (Bovine sérum albumine) 0.2

X (nombre de produit de PCR) 30 ml produit PCR +10 ml de Mix

-le BSA est un activateur.

v" Préparation du gel d’agarose:

1,5 g d’agarose + 100 ml TBE 1X + 10 ml BET (

Bromure d’éthidium)

v’ Dépots des échantillons :

-15 pl de produits de digestion + 2 a 3 ul de Bleu de promo phénol

-3 ul de marqueur (PM 20pb LADDER ref.018206) + 2 a 3 ul de Bleu Bromophénol.

v" Préparation de Bleu de Bromophénol(BBP) : BBP 20mg

[(Tris 0.5M: 2ml + Glycérol: 5ml) PH 7.5] Qsp 10 ml H,O
v" Préparation de TBE 10X: Tris 108g

-Acide borique 55¢

-Ajuster le PH a 8.3 avec I’acide acétique glacial

-EDTA 9.3g
-QSP 1L H,

VII
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Résumé

Plusieurs études épidémiologiques ont montré que la déficience en folates peut provoquer

des lésions de I'ADN conduisant a une instabilité génétique et l'augmentation du risque de
plusieurs cancers, notamment le cancer du poumon.
La MTHFR est une enzyme clé dans le métabolisme des folates, le statut cellulaire en folates
dépend non seulement de I’apport alimentaire en folates mais aussi de déterminants génotypiques.
Le polymorphisme de la géne C677T de la MTHFR peut conduire a une activité réduite et étre un
facteur de risque.

L’objectif de notre travail était d’explorer l'association possible entre la variante du gene de
la MTHFR C677T, et la survenue du cancer du poumon chez des patients admis aux services
d’Oncologie médicale du Centre Anticancéreux et de pneumologie du CHU de Constantine.
-Patients et méthodes :

L’ADN génomique a été extrait a partir du sang total périphérique de 132 sujets, 31 patientes
atteintes d’un cancer du poumon et 101 témoins présumés sains, sur des tubes a EDTA, suivant la
technique au NaCl.

La détection du polymorphisme de la MTHFR a été réalisée par PCR-RFLP, en utilisant I’enzyme

de restriction Hinf I.

-Résultats :
Nos résultats suggerent 1’absence d’association entre le facteur de risque potentiel étudi¢ (MTHFR
C677T) et I’occurrence du Cancer du poumon dans la population Algérienne. Cependant, ces

résultats ne permettent pas d’infirmer avec certitude la présence de cette association.

Mots clés : Cancer du poumon, MTHFR, polymorphisme, mutation C677T



Abstract

Several epidemiological studies have shown that folate deficiency may cause DNA damage
leading to a genetic instability and increased risk of several cancers, including
Pulmonar cancer.
MTHFR is a key enzyme in folate metabolism , the cell folate status depends not only on the
dietary intake of folate but also genotypic determinants. The discomfort C677T MTHFR
polymorphism may lead to reduced activity and be a risk factor.

The aim of our study was to explore the possible association between the gene variant of
MTHFR C677T, and lungs cancer occurred among patients admitted to the
Medical Oncology Service Anticancer Center and pneumology service Constantine.

-Patients and methods:

Genomic DNA was extracted from whole peripheral blood of 132 subjects, 31 patients with
pulmonar cancer and 101 healthy temoins, on EDTA tubes following the technique NacCl.
Detection of MTHFR polymorphism was performed by PCR-RFLP, using the Hinf I restriction

enzyme
- Our results suggest the lack of association between (MTHFR C677T) studied potential risk factor
and the occurrence of the CP in the Algerian population. However, these results do not rule out

with certainty the presence of this association.

Keywords: pulmonar cancer, polymorphism, mutation C677T, MTHFR.
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Plusieurs études épidémiologiques ont montré que la déficience en folates peut provoquer des lésions de
I'ADN conduisant a une instabilité génétique et 'augmentation du risque de plusieurs cancers, notamment le
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seulement de I’apport alimentaire en folates mais aussi de déterminants génotypiques. Le polymorphisme de
la géne C677T de la MTHEFR peut conduire a une activité réduite et &tre un facteur de risque.

L’objectif de notre travail était d’explorer 1'association possible entre la variante du géne de la MTHFR
C677T, et la survenue du cancer du poumon chez des patients admis au service d’Oncologie et radiothérapie
du Centre Anticancéreux et du service pneumologie du CHU de Constantine.

v’ Patients et méthodes :
L’ADN génomique a été extrait a partir du sang total périphérique de 132 sujets, 31 patients atteints d’un
cancer du poumon et 101 témoins présumés sains, sur des tubes EDTA, suivant la technique au NaCl.
La détection du polymorphisme de la MTHFR a été réalisée par PCR-RFLP, en utilisant I’enzyme de
restriction Hinf I.

v Résultats :
Nos résultats suggerent 1’absence d’association entre le facteur de risque potentiel étudi¢ (MTHFR C677T)
et ’occurrence du CP dans la population Algérienne. Cependant, ces résultats ne permettent pas d’infirmer
avec certitude la présence de cette association.
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