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Introduction

Le cancer de la prostate (CaP) est I’une des premiéres causes de décés chez les hommes.
Le nombre de cas semble en augmentation a travers le monde et en Algérie, ou il se place a la
3eme place des cas de cancers masculins (GLOBOCAN, 2018). Il constitue ainsi un réel
probléme de santé publique, notamment du fait de son évolution insidieuse et rapide dans
certains cas, qui réduit les chances de thérapie et met en jeu le pronostic vital du patient.

Le CaP est un cancer tres hétérogéne avec une forte variabilité de la progression entre les
patients. La progression tumorale est tres fortement associée au processus de I'angiogenese. 1l est
rapporté un déséquilibre en faveur des facteurs pro angiogéniques, corrélés dans le cancer de la
prostate au stade tumoral, ainsi qua la progression métastatique, qui pourraient tres
probablement étre le reflet de variations génétiques de certains composants clés du processus.

La génétique du patient semble étre un facteur affectant le risque de développer ce cancer mais
aussi sa progression. Les études d'association pangénomique (GWAS) ont identifié plus 160 loci

de prédisposition, et plusieurs polymorphismes génétiques répartis sur le génome.

L’enzyme de conversion de I’angiotensine (ECA) est une metallopeptidase jouant un réle dans le
processus d'angiogenése. Le géne de l'enzyme ECA présente de nombreuses variations
géneétiques. La principale variation décrite pour la premiere fois en 1990, est un polymorphisme
de type insertion (I) / délétion (D) (Rigat et al., 1990), qui influencerait son expression et
pourrait par conséquent influer sur le processus tumoral. 1l est a noter que plusieurs études ont

associe ce polymorphisme a des cancers humains (Medeiros, 2004 ;Rocken, 2005).

Partant de ces constations, notre travail s’inscrit dans le cadre d'un projet sur la susceptibilité
génétique au cours du CaP. Il est la continuité d'un travail entamé en 2018. Toutefois, nous avons
observé une remise en question du protocole établit par I'équipe de Rirgat (Rigat et al.,1990) et

suivie au cours des analyses moléculaires précédemment réalisées.

Ainsi, nos objectifs ont été les suivants :

= Confirmer les résultats précédemment réalisés, par modification du protocole
experimental pour I'analyse moléculaire.

= Analyser la mutation I/D du gene ECA et la détermination de sa frequence (génotypique
et allélique), dans le cadre d'une étude Cas/Témoins, sur une cohorte de patients
Algériens atteints du CaP.

= Rechercher des corrélations entre I'analyse génétique et les caractéristiques cliniques des
patients CaP, pour mettre en évidence son éventuelle implication dans le caractére invasif
de la tumeur et son agressivité.

-
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CHAPITRE I Rappels Bibliographiques

I. Cancer de la prostate :

I.1.Anatomo-physiologie de la prostate : structure et fonction :

La prostate est une glande exocrine de 1’appareil reproducteur male des mammiferes, assurant
la fabrication du liquide séminal (constituant du sperme). Trés petite a la naissance, elle se
développe lors de la puberté, puis augmente de volume avec 1’age, sous l'action de la
testostérone. Elle se situe sous la vessie, en avant du rectum et en arriere du pubis, au
carrefour des voies urinaires et génitales et séparées des structures adjacentes par une bande

de collagene appelée capsule prostatique. (Figure.1a) (McNeal, 1988).

Bien que macroscopiquement homogene, la prostate comporte cing zones anatomiques. Deux
fibromusculaires et trois glandulaires : périphériques, centrales et de transition, représentant
respectivement 70, 25 et 5% de la prostate (Figure.1b)(Abate.,2000 ; Wadhera et al., 2013).
La zone périphérique est constituée de glandes entourées par un stroma peu dense et de
cellules musculaires espacées, et représente la zone la plus touchée par le cancer (70% des
cas). La zone centrale comporte des glandes de grande taille et irrégulieres, appelées glandes
principales ou sub-mucosales, entourées par un stroma trés dense. Elle est rarement a 1’origine
du développement de cancers (10% des cas), mais joue un role important dans I’hypertrophie
bénigne de la prostate. Entre les deux se trouve la zone de transition qui contient les glandes
dites mucosales. Elle est le siege de 20% des cancers prostatiques (McNeal, 1988).

L'ultra structure de la prostate montre un stroma fibromusculaire et un épithélium glandulaire
composé de cellules basales riche en cellules souches, de cellules épithéliales sécrétrices ou
s'interfére des cellules neuroendocrines, sécrétrices d'’hormones et de neuropeptides qui
régulent la croissance, la différenciation et 1’activité sécrétrice de 1I’épithélium prostatique

cellules sécrétrices, de et de cellules neuroendocrines (Figure.1c) (Abrahamssonet al.,1996).

a b
Uretére Lumiére
Ganglions  f#—— a 4
| J
e c / )
Rectum ——= \ Y/ Cellule neuroendocrine
Vésicules séminales ;n 2! Gy \ 0w O !
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Figure.l : (a) localisation de la prostate (b) sa structure et (c) son organisation.
(Adapter de Abrahamsson et al., 1996 ; Abate-Shen et al,2000, Wadhera et al., 2013).
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1.2. physiopathologie du cancer de la prostate :
1.2.1. Carcinogéenése

Le plus fréquent des cancers prostatique est I’adénocarcinome (~90%), avec une localisation
multifocale (Debré., 2009), se développant a partir des cellules épithéliales. Un déséquilibre
en faveur d'une prolifération excessive et un déficit d’apoptose est décrit. Les cellules souches

prostatiques expriment de forts taux de la protéine anti-apoptotique Bcl, (Salm et al., 2005).

La prolifération cellulaire dans la prostate est sous la dépendance des androgénes, notamment
la testostérone. Le récepteur aux androgenes (AR) est essentiel dans la croissance et le
développement normal de la glande, mais sa fonction initiale semble détournée au profit de da
la cancérisation. Les récepteurs aux androgénes ainsi que la testostérone, semblent hautement

exprimés dans les tissus cancéreux. (D’Amico et al., 2001 ; Lamont et al., 2005)

L'activation du récepteur apres liaison de son ligand (DHT : dihydro-testostérone obtenu apres
métabolisation de la testostérone par I'enzyme 5-alpha réductase), entraine un changement
conformationnel qui I'active et permet sa translocation nucléaire et sa liaison a des génes qui

augmentent la survie et la prolifération cellulaire (Simpson E.R et al., 1997) (Figure.02).

Parmi les génes cibles se trouve le géne d'une sérine protéase (1I’Antigene Spécifique de la
Prostate (PSA). Impliquée dans liquéfaction du sperme (Cleutjens et al., 1996 ; Schuur et
al., 1996), elle favoriserait, cependant la carcinogenése. En libérant le facteur de croissance
IGF1 elle favorise la prolifération cellulaires et en clivant des composants de la membrane

basale, faciliterait I'invasion tumorales et la formation de métastases (Lonergan et al., 2011).
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Figure. 2: Mécanisme moléculaire de I’interaction androgéne-RA

(Feldman et al .,2001).
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En I’absence d’androgénes, une stimulation alternative existe. Des facteurs de croissance
telle que I'EGF et I'IGF, stimulent le récepteur aux androgénes, via la voie des MAP Kinase.
Aussi, les interleukines (IL-6 et IL-8 en particulier) sont capables de phosphoryler une
JanusKinase qui stimule le récepteur aux androgénes via un activateur de la transcription
(STAT-3) (Lonergan et al., 2011).

Le microenvironnement tumoral joue un réle clé dans le développement du cancer. De
nombreuses cellules immunitaires sont acheminées au foyer tumoral. Par exemple, une forte
infiltration par les macrophages protumorigenes TAM (Tumor associated macrophages) qui

favorisent I'angiogenese et I'invasion tissulaire, est rapportée (Maman et Witz, 2018).

Aussi, les fibroblastes associés au cancer (CAF) sécretent des métalloprotéinases matricielles
(MMPs) qui favorisent le remodelage et la dégradation de la matrice extracellulaire. Les CAF
sécretent également le TGFEP, qui favorise la transition épithéliale a mésenchymateuse dans
les cellules cancéreuses. Ce qui permet leur entrée dans la circulation sanguine et
lymphatique, et deviennent alors des cellules tumorales circulantes. Les cellules du cancer de
la prostate sont connues pour leur tropisme au poumon, au cerveau et plus particulierement a
I'os (Figure.2) (Maman et Witz, 2018).

Local tumour Metastatic sites

Chemokines—Q

© Brain
Lo —— @D — <> Ca = —

: & "
Stemness\ == @
inducing % ’b

factors

. IProlifera(ion
= T Survival

» Tinvasion

« T Migration

« T Proliferation
= T Survival

= TInvasion

T Migration

@ B

= TProliferation

* T Survival
M b ik . Elrwasion
Mesenchymal-like « T Miarati
@ Tumour cell @ mvasive(imour @ Teell Migation
cell
Cancer ’
A stem cell C} M1 macrophage Endothelial | Ooo &_; _
cell @ & I- + grolileralion . {Ihrnwasion
« T Survival . igration
& Invasive M2 macrophage > CAF — = .
tumour cell (TAM) R AT
9 CTL Q Osteoclast % Astrocyte @ @
% TCR O Osteoblast %Microglla @
& MHC class | ECM Chemokine '
receptor
B> E-cadherin —© N-cadherin

Figure.3: Microenvironnement tumoral et mécanisme d'apparition de sites secondaire
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I-2-2-Dépistage et Diagnostic du cancer de la prostate :

Le dépistage du cancer de la prostate implique la réalisation de tests médicaux en I'absence de
symptdémes ou de signes cliniques de la maladie (Arnauld Villers et al., 2003). Ces tests
incluent le toucher rectal, qui permet une palpation de la prostate pour déceler des
modifications de volume, de la forme et/ou de la consistance. Ces modifications sont
caractéristiques d’une anomalie de la prostate. Aussi, un dosage du PSA total sérique est
couramment effectué (Un seuil de 4ng/ml a été retenu comme une indication). Dans ce cas, ils
sont suivis par la réalisation de tests plus approfondies du tissu prostatique (biopsie et analyse
anatomo-pathologique). Ce dépistage est conseillé dans le cas de patients a risques, ayant des
antécédents familiaux de cancers. Le dépistage a pour objectif d'identifier des cancers a un
stade précoce (localisé), de maniére a augmenter les chances de réussite thérapeutique

(traitement curatif) et améliorer la qualité de vie du patient (Arnauld et al., 2003).

Toutefois, la mise en évidence du cancer peut se faire plus tardivement, lors de I’apparition de
signes cliniques marquant 1’extension de la maladie a d’autres organes. Les motifs de
consultations sont souvent des douleurs osseuses, des problemes urinaire, ou encore une
insuffisance rénale. A ce moment-Ia, la recherche de preuves du cancer est essentielle. Elle se
base sur un diagnostic biologique (dosage du PSA sérique, biopsie et analyse anatomo-
pathologique du tissu prostatique), les tests d'imagerie médicale (échographie, scanner, IRM)
et scintigraphie osseuse. L'analyse de ces données permet de diagnostiquer avec certitude le
caner et de faire une classification pour déterminer I'étendue des lésions, I'évolution de la

maladie et la prise en charge thérapeutique (Arnauld Villers et al., 2003).

1.2.3. Classification :

La classification du cancer de la prostate se base sur I'extension tumorale en utilisant le score

de Gleason, et la classification TNM.

v' Lescore de Gleason :

Est un score histo-pronostic basé sur 1’observation microscopique du tissu prostatique apres
biopsie. Une échelle de grade allant de 1 a 5 est utilisée, pour refléter le degré d’anomalie des
tissus. 1 représente un tissu porche de la normale et 5 un tissu irrégulier synonyme
d'agressivité du cancer (Gleason ., 1974) (Figure.3). Différents grades peuvent coexister dans
un méme tissu, le score est alors calculé en additionnant les deux grades plus fréquents (le
premier chiffre représente le grade le plus abondant). Dans les cas ou un seul grade dominant

existe, le score est calculé en prenant le grade observé X2.
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En théorie, le score de Gleason s’exprime sur une échelle de 2 a 10, mais en pratique,

comme les grades 1 et 2 sont considérés comme du tissu sain, on ne rencontre que des scores

allant de 6 a 10. De fagcon genérale, plus les scores sont élevés, plus la tumeur est agressive et

croit rapidement (signe de mauvais pronostic) (Salomon et al., 2010).

Score de Gleason/ Grade Group

Tatie 303 Grade groups

Grade group 1 Geason score s 6

Only ndvidual dscrete wed-formed glands

Grade group 2 Geasonscore 3+ 4 =7
Predominantly wel-formed glands with lesser

component of poorly farmed / fused / crtn‘orm glands
Grade group 3 Gleason score 4 + 3=7
FPredominantly poorly famed / fused / cribriform
SEands wih les ser C amponent of web- {ormed glands®
Grade group 4 Geasonscore 4 + 4 =8, 3+ 5= 8

S+3=8

- Onity poarty formed / fused / cririform glands or
- Predominantly wel-formed glands and lesser

component lacking glands® o
Predominantly lacking gfands and lesser companent
gands®

of wel-formed

Grade group 5 Gleason scores 810

Lack gland f ormatson (or weth necross) with or
without poor ly fonned / fused / arbtrifarm glands*

Figure.4 : Schéma des différents grades histologique de Gleason.

(Annales de Pathologie, octobre 2008).

Depuis quelques années, une nouvelle classification est utilisée pour grader 1’agressivité du

cancer de la prostate: Groupe de grades. Elle permet de simplifier le classement en 5 groupes

(Tableau. I) (Salomon et al., 2010).

Tableau. I : Derniére évolution du score de Gleason (les groupes de grades)

Groupe de Groupe de Groupe de Groupe de Groupe de
grade 1 grade 2 grade 3 grade 4 grade 5
Score de
Score de Score de Gleason Score de
Les scores Score de ~
de Gleason | Gleason < 6 Gleason Gleason 4+4 =8 Gleason
- 3+4 =7 4+3=7 3+5=8 de92a10
5+3=8

v" La classification TNM

Elle permet I'évaluation du stade tumoral, en considérant la taille de la tumeur (T: Tumor), la
présence de cellules cancereuses ganglionnaires (N: pour Nodes) et la présence de metastases
(M: pour Metastasis). Les examens d’imagerie évaluent I’extension locale et régionale et la

scintigraphie osseuse pour les métastases a distance (Salomon et al., 2010).
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Tableau. 11 : Classification TNM de la septieme édition de I'UICC de 2009

Tumor

To : absence de
tumeur

J 1 IS tumeur
non palpable et
non visible a
I'imagerie

T12: tumeur
limitée a la
prostate

T3:  Extension
extra capsulaire

Tla: Tumeur
occupant moins
de 5% du tissus
préléve

T2a: Tumeur de
taille inférieure
a la moitié d'un
lobe

T3a:
tumorale
capsulaire

Extension
extra

Tib: Tumeur
occupant plus de
5 % du tissu
prélevé

T2b: Tumeur
occupant plus de
la moitié d'un
lobe

T3b:  extension
tumorale au niveau
des vésicules
séminales.

T4:
Extension a
d’autres
organes
adjacents

Les cancers de la prostate
sont classés en 4 stades:

» Cancer localisé : stade T1 /T2

» cancer avec atteinte

ganglionnaire pelvienne : stade
N1, MO

T2c: Tumeur
atteignant  les
deux lobes

Tlc: Tumeur
découverte en
raison d’une
élévation du
taux de PSA

» cancer métastatique : stade M1.

Nodes
[ NO : Absence de ganglions | N1 : Arteinte ganglionnaire(s) régionale(s) |

Metastasis

MI : métastases a distance
Mla : ganglions non régionaux
MIb : ganglions osseux

Mlc : autres sites

MO0 : absence de métastases

v Une troisiéme classification existe il s'agit de la classification dAMICO :

Elle associe la classification TNM, le score de Gleason et la valeur du PSA (Prostate Specific
Antigen) pour évaluer le risque évolutif des formes localisées misent en évidence par la
classification TNM. Afin de mieux guider la prise en charge. D'Amico a proposé de classer

les cancers en trois groupes en fonction de leur risque de progression (Salomon et al., 2010).

Tableau. 111 : Classification en fonction de taux de risque (D'Amico et al., 2003)

Risque

Le Taux du Risque Risque faible Risque élevé

intermédiaire

PSA < 10ng/ml PSA compris entre
10 et 20ng/ml

ou score de Gleason
de7(3+40ud+23)

ou stade T2b.

PSA > 20 ng/ml ou

La valeur du PSA et score de Gleason < 6 score de

et stade clinique < T2a. Gleason > 8 ou
stade

>T2c.

clinique
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1.3. Epidémiologie du cancer de la prostate :

Selon I'Organisation Mondiale de la Santé, le cancer de la prostate, est le 3¢me cancer le plus
fréquent chez les hommes de plus de 50 ans a 1’échelle mondiale apres le cancer du poumon
et le cancer colorectal. Il a été enregistré 1 276 106 nouveaux cas en 2018, soit 7,1% des cas

de cancers comptabilisés (Globocan, 2018).

Selon des résultats présentés lors de la réunion annuelle de (I'American Association for
cancer research, en 2019), les taux d'incidence et de mortalité par cancer de la prostate
diminuent ou se stabilisent dans la plupart des régions du monde. C'est aux Etats-Unis que le
recul du taux de cancers de la prostate a été le plus notable, les taux d'incidence du cancer de
la prostate ont augmenté entre les années 1980 et le début des années 1990, puis ont diminué
entre le milieu des années 2000 et 2015, principalement en raison de l'utilisation accrue du
dépistage. Le dépistage étant moins disponible dans les pays a faible revenu contribue au
diagnostic a un stade avancé et a des taux de mortalité plus élevés (Congrés de I’American

association for cancer research (AACR, Atlanta 29 mars au 3 avril 2019).

En Algérie, le cancer de la prostate se palace au 3eme rang des cancers en terme de
prévalence sur les 5 derniéres annees, avec une prévalence de 5 788 cas. Il vient apres le
cancer du poumon et le cancer colorectal(Figure.6)(Globocan, 2018). Toutefois, il tend a étre
surclassé. Il a été enregistré 2 578 nouveaux cas de cancer de la prostate, en 2018, soit prés de
11% de tous les nouveaux cas de cancer chez les hommes en Algérie (Globocan, 2018). De
plus, ces chiffres pourraient étre bien en dessous de la réalité, du fait de l'absence d’un

enregistrement exhaustif des cas pris en charge en milieu libéral.
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Figure. 5 : Cancer de prostate en Algérie (Globocan 2018)
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1.4. Etiologie du cancer de la prostate :

Les causes précises du cancer de la prostate restes actuellement peu connues. Cependant, elles
semblent étre en lien avec I'dge avancé, I’ethnie, 1’alimentation (consommation de graisses et
viande animales), ou encore les antécédents familiaux(Gronberg, 2003 ; Ravery et al., 2008;
Song-Yi et al., 2015). Le lien avec des facteurs infectieux (notamment le HPV : Hubman

Papilloma Virus) a été apporté (Vergne et al., 2008).

L'implication de certains facteurs environnementaux semble trés probable, comme
I’exposition a certaines substances chimique tel que : le cadmium, l'arsenic, les fumées de
diesel, certains pesticides et insecticides, ou encore les différents produits chimiques présents

dans I'environnement des travailleurs du nucléaire et de I'aérospatiale (Barry et al.,2011).

Aussi, il est décrit I'implication de facteurs de risques communément identifiés dans divers
cancers comme le manque d'activité physique, l'obésité, le tabagisme et Ialcool
(Pernar et al., 2019). Aussi, des taux bas de vitamine D, et des taux élevé d’androgéne
circulant sont corrélés a une augmentation du risque de CaP (Cussenot et al., 2004).

Toutefois, les études réalisées concernant les facteurs de risques au cours du cancer de la
prostate restent peu concordants et ne permettent pas de conclure a un risque aveéré. Elle
plaide en faveur d'une forme multifactorielle du cancer prostatique, ou les facteurs génétiques
semblent jouer un grand r6le, sous [linfluence de facteurs environnementaux
(épigénétique).Cela peut expliquer les fréquences plus élevées dans certaines populations ou
régions du monde ou encore l'existence de différences inter-individu (cancer agressif avec

évolution rapide et une mauvaise réponse aux traitements, chez certains patients)

I.5. La génétique dans le cancer de la prostate :

De multiples études, en particulier des études épidémiologiques, des études sur les jumeaux et
des études d'association a grande échelle du génome (GWAS), ont démontré une composante
génétique de I'étiologie du cancer prostatique. Les études épidémiologiques ont établi que des

antécédents familiaux de CaP augmentent considérablement le risque (Wang et al.,2018).

Les formes familiales de cancers de la prostate sont observées dans prés de 20% des cas. Le
risque relatif pour un parent du premier degré (pere, fils, frére) variant de 1,6 a 11 selon le
nombre d'apparentés atteints, les liens familiaux, et lI'dge au diagnostic du porteur
(Cussenot et Cancel-Tassin, 2004 ; Jain et al .,2009).
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Un autre argument en faveur d'une composante génétique est I'agrégation conjointe du cancer
de la prostate avec d'autres types de cancers (exemple cancer du sein) dans certaines familles.
Differentes études épidémiologiques ont observé un risque d'environ 1,5 fois plus élevé dans

des familles ou deux cancer coexistent (Valeri , et al., 2000).

Constatant que le risque de CaP était plus élevé chez des individus ayant un frére atteint que
chez ceux ayant leur pere atteint, il a été évoqué un modele autosomique récessif, ne résultant
pas de l'action d'un géne a forte pénétrance mais plutét de I'association de plusieurs genes

ayant un effet cumulatif (Gudmundsson et al.,2007 ; Gudmundsson et al.,2008).

Les GWAS ont identifié plus de 160 locus de susceptibilité au cancer de la prostate repartit
sur les différents chromosomes (Figure.5). Les premiers locus a avoir été identifié sont les
locus HPC1 (HereditaryProstate Cancer 1) (Xu J. 2000)etPcaP (Predisposing for Prostate

cancer) (Cancel-Tassin et al., 2001) sur le chromosome 1.

(HSD3D) (PG1/MSR1) HPC2 HPC 20
Bl 1p13 8p22-23 17p11 20q13 AR
Xq12
/’ t

| |

12 1 14 15 1 17 18 /19 20 21 22 X Y
19q12
BRCA2 16q23 HPC X
P z 13q12-13
1:::;_43 1q24-25 Xq27-28
(RNASEL)

Figure.6 : Localisations chromosomiques des génes de prédisposition au CaP
(Fournier et al., 2004).

L'analyse de ces locus a permis d'identifier plusieurs genes de prédisposition, faisant ressortir
une predisposition polygénique. Il a été identifié des changements récurrents du nombre de
copies d'ADN, des réarrangements, des fusions génétiques mais le plus souvent des mutations

comme les polymorphismes mono-nucléotidique (SNP)(Wang et al.,2018).

Les génes les plus touchés par ces mutations sont des génes de régulation hormonale, de
réparation d’ADN, ou impliqués dans les processus d'angiogenese et de néo vascularisation
(Cussenot et al., 2004). Ce dernier est un mécanisme clé permettant a la tumeur de survivre et

se développer, mais aussi de métastaser a d'autres organes.
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1.6. Angiogeneése et cancer de la prostate :

L’angiogenése est un processus, physiologique multifactoriel, finement régulé entre facteurs
pro et anti angiogéniques. Elle permet la formation de nouveaux vaisseaux sanguins, depuis
un réseau préexistant. Il est rapporté un déséquilibre en faveur des facteurs pro-angiogéniques
au cours du cancer, afin de répondre aux besoins métaboliques des cellules cancéreuses. Ce
déséquilibre est corréle, dans le CaP au : stade clinique, score de Gleason, stade tumoral, ainsi

qu'a la progression métastatique (Murphy et al., 2005 ; Tomic et al., 2011).

Les cellules tumorales proches des vaisseaux sanguins vont secréter divers facteurs tel que : le
Vascular Epidermal Growth Factor (VEGF), le basic Fibroblast Growth Factor (bFGF),
descytokines (TNFa, TGFB), I’Hepatocyte Growth factor (HGF) et de 1’urokinase
plasminogéne activator (UPA), ainsi que des metaloproteinases (MMPSs) et beaucoup d'autre
facteurs (A). Ces molécules stimulent les cellules endothéliales quiescentes a acquérir des
propriétés migratoires et prolifératives :i) cellules de front qui bourgeonnent a partir du
vaisseau existant et se dirigent vers la source du signal angiogénique (site de la tumeur) et ii)
cellules de soutien qui proliférent en arriére, permettant 1’allongement du vaisseau (B). Les
vaisseaux néoformés vont infiltrer la tumeur (C) et permettre la migration de cellules
tumorales (métastases) et leurs extravasion vers d'autres tissus comme I'os donnant lieu a la

création de sites secondaires du caner (D) (Figure.7) (Li etal ., 2010).

Blood vessel

Anglopoietin

PDECGH
Tawor Angiogenesis and Metastasis in CaP

Metastatic
tumor cell
Extravasation

Figure.7: Représentation de 1’angiogenése tumorale dans le cancer de la prostate
(Lietal., 2010).

L'expression de ces facteurs pro-angiogeniques est souvent dérégulée dans le cancer. La
présence de mutations pourrait influencer leur expression et conduire a une variation

interindividuelle du risque et de la progression de la maladie.
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= Le VEGF (Vascular endothelialgrowth factor) est le régulateur le plus important de
I'angiogenese. Ses concentrations sont élevées dans les cas de métastases. Des études ont
recherchées des mutations dans la région promotrice du géne, et les ont corrélées au risque

et/ou a la progression tumorale (Langsenlehner et al., 2008, VanCleave et al., 2010).

= Les cytokines sont des éléments clés de l'angiogenese (notamment le TGF B et le TNFa).
L’altération de I'expression du TGF B favorise le développement tumoral par stimulation de
I'angiogenese et suppression du systeme immunitaire (Zhu,B et al., 2005). Le TGF B est
fortement exprimé dans le CaP et conduit a la promotion de la tumeur et aux métastases
(Kambhamepati et al., 2005). Deux polymorphismes ont été identifié (C-509T et T+29C) et
associés a une surexpression sériques (Grainger et al., 1999 ; Yokota et al., 2000).

Le TNF a facilite 1'angiogenese en stimulant la prolifération des cellules endothéliales et en
régulant I'expression des facteurs pro-angiogéniques (Wu et al., 2010). Des polymorphismes
au niveau du promoteur du géne sont associés a un grade tumoral plus élevé et a un risque

accru de progression tumorale et de métastase (Kesarwani et al., 2009).

= L'interleukine 8 est corrélée avec le score de Gleason, le stade tumoral et la densité des
micro-vaisseaux. Il est rapporté une élévation d'I'lL8 chez les patients atteints CaP avec
métastases osseuses. Une étude rapporte un plus faible risque de sévérité au CaP en présence
d'une mutation au niveau du promoteur du géne (+251) (Lehrer et al., 2004).

=  Les métalloprotéinases matricielles (MMPs) joueraient un réle important dans le cancer
en facilitant le remodelage vasculaire, la néovascularisation et la désamination métastatique
(Belotti et al, 2003). Une récent méta analyse associe des polymorphismes de MMP3 et
MMP9 au CaP (Zhou et al., 2018).

= Urokinase plasminogéne activation (UPA) est un systéeme sérine protéinase impliqué dans
la dégradation de la matrice extracellulaire. 1l joue un rdle dans la néovascularisation et
Iinvasion tumorale. Des mutations de ce géne, ont été associé aux cancers (Xu et al.,2015).
Un polymorphisme nucléotidique de la région3'UTR du gene a été associé au risque de CaP et

a un score de Gleason élevé (Mittal et al.,2005).

= L'angiotensine Il, générée a partir d'un précurseur apres action de I'ECA (Enzyme de
conversion de l'angiotensine), est impliquée dans la prolifération cellulaire et I'angiogenese
(Willis et al, 2011). Des polymorphismes au niveau du gene de I'enzyme ont été rapportés,
donnant lieu a des niveaux dactivité d'ECA plus important (Ruiter et al., 2011), et qui

pourraient influencer I'évolution du CaP.
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I1. L’enzyme de conversion de I’angiotensine (ECA) :

L'enzyme de conversion de l'angiotensine (ECA) ou dipeptide carboxy-peptidase est un
membre du systeme rénine-angiotensine (RAS), exprimé de maniére ubiquitaire dans de
nombreux tissus. Elle possede plusieurs substrats dont I'angiotensine |, tétradécapeptide et
bradykinine, mais son action principale est de convertir I'angiotensine | (Ang I) en un peptide

actif angiotensine Il (Ang Il), dans le systtme RAS (Lafolie et al., 2004).
I1.1. Le systeme rénine angiotensine (RAS) :

Le systeme rénine-angiotensine (RSA) est une cascade hormonale coordonnée dans le
contréle des fonctions cardiovasculaire, rénale et surrénale qui régit I'équilibre hydrique et
électrolytique du corps, ainsi que la pression artérielle. La rénine circulante (enzyme
protéolytique) provenant des cellules juxta-glomérulaires rénales agit sur 1’angiotensinogéne
produit par le foie pour produire de I’Ang 1. Cette Ang I est convertie a son tour en Ang II par
I’enzyme de conversion de I’angiotensine (ECA) généralement présente sur le lit vasculaire

endothélial des vaisseaux sanguins (Carey et al., 2003).

L’angiotensine II libérée agit sur des récepteurs spécifiques (AT1 et AT2) transmembranaires
couplés a des protéines G. lls régulent la pression artérielle en induisant une vasoconstriction,
la réabsorption Nacl/H20 et en augmentant la volémie par l'intermédiaire de 1'aldostérone
(Abdull et al., 2010).
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Figure.8: Le systeme Rénine Angiotensine (Verhoest et al., 2014).
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11.2. Structure de I'enzyme de conversion de I'angiotensine (ECA):

L'ECA est une métallo-enzyme appartenant a la famille des carboxypeptidases a zinc, dont
I'activité enzymatique est dépendante de la présence d'anion et en particulier de chlore. Il
modifie la conformation allostérique du site actif et lui donne sa spécificité pour les substrats
dipeptidiques. L' ECA est de distribution ubiquitaire, exprimée par les cellules endothéliales,
épithéliales, et neuronale. Elle est initialement synthétisée sous forme d’un précurseur avec un

peptide signal qui est clivé pour donner la molécule mature (Hittinger et al., 1997).

L’enzyme est une protéine hautement glycosylée, qui existe essentiellement sous une forme
membranaire, pourvue de peptide d’ancrage, avec un poids moléculaire de 160 kDa. Elle peut
également apparaitre sous une forme soluble dans la circulation suite au clivage de I'ECA
membranaire par I'enzyme ECA-sécrétase, une forme circulante soluble légérement plus
petite avec un PM de 140 kDa, et une forme testiculaire de PM 90 kDa sont décrites
(Laraqui, 2006 ; Diall, 2011)

L’étude de la séquence de ’ECA membranaire met en évidence une structure protéique
(Figure.9) comportant 3 domaines distincts. Un court domaine intracellulaire carboxy-
terminal (24aa), un domaine transmembranaire hydrophobe (20aa) servant d’ancrage de la
protéine dans la membrane cellulaire et un domaine extracellulaire composé de deux sites
homologues (60% d'homologie). Ils constituent les sites catalytiques de l'enzyme, qui
possedent des activités dipetidyl carboxypeptidase et endoprotéolytique, ce qui expliquerait la
multitude de substrats potentiels de 'ECA (Diall, 2011).

Angiotensin converting enzyme
(ACE, EC 3.4.15.1)

Somatic

Extracellular
extension

Amino terminal

B 2 Carboxy terminal
catalytic site

catalytic site

Transmembrane
domain

Intracellular
extension

COOH

Figure.9 : Structure de I’Enzyme de convertion de I'angiotensine (ECA)
(Dzau et al., 2001)
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11.3. Le gene de I'enzyme de conversion de I'angiotensine (ECA) :

Le gene de I'ECA est situé sur le bras long du chromosome 17 (17¢23.3) et mesure environ
21Kkb. Il est composé de 26 exons et 25 introns (Figure.10). La longueur des exons varie de
88 Pb (exon 16) a 481 Pb (exon 26). La taille des introns varie de 150pb (introns 17 et 25) a
2000pb (intron 20). L'épissage alternatif donne lieu & deux isoforme : i) une ECA somatique
largement distribuée dans 1’organisme, en utilisant les exons de 1 a 26 a I'exception de
I’exon 13, ii) une ECA testiculaire, utilisant les exons 13 a 26, qui est requise pour la fertilité
masculine (Sayed-Tabatabaei et al., 2006). Le transcrit mature de la forme la plus répondue,

ayant une taille de 4.3Kb, est traduit en un peptide de 1340 aa (Laraqui et al ; 2006).

Chr 17

® N8 - o o 37 8 8 e I T o

L A 49 o B 3 338 3838 8 $838 & § ¥

[ == X _-,‘_-—]I
Gene ECA

1 ' " 21 2
Chr. 1721 Exons s S =4 s

Figure.10: Localisation chromosomique et structure du gene ECA
(Lefebvre, 2008).

11.4. Polymorphismes génétiques du gene ECA :

De nombreux polymorphismes existent dans le gene ECA (Figure.11), actuellement il est
répertorié plus de 160 polymorphismes génétiques, dont la plupart sont de type SNPs.
Seulement 34 de ces polymorphismes sont situés dans les régions codantes; dont 18 sont des

mutations faux-sens (Sayed-Tabatabaei et al. 2006).

En 1990, Rigat et ses collaborateurs ont observé I'insertion d'une séquence Alu de 287 pb, au
sein de I’intron 16 (NCBI ref. SNP ID: rs1799752). La séquence Alu appartient a une famille
d’ADN modérément répétitive possédant en général un site de restriction pour I’enzyme Alul.

La fonction réelles de ces séquences Alu est actuellement peu connue (Laraqui et al ., 2006).
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Le premier polymorphisme a voir été décrit dans ce géne est un polymorphisme d’Insertion /
Délétion (1/D) en fonction de cette séquence Alu de 287pb. Ce polymorphisme semble influer
le niveau d'activité de I'ACE, qui augmente de 2 fois chez les porteurs homozygotes de l'alléle
de délétion (DD), par rapport aux porteurs de I'allele homozygote d'insertion (11). Les porteurs

ID présentent quant a eux une activité ACE intermédiaire (Rigat et al., 1990).

L'impact mécanistique de cette mutation a initialement été attribué a un déséquilibre de
liaison avec un autre polymorphisme plutét qu’a un effet direct, au vue de sa localisation
intronique (Rigat et al., 1990). Plus récemment, il a été décrit que I’insertion va aboutir a
I’exonisation de I’intron, et provoquer une transcription d’'un ARNm plus long, mais induire
un codon de terminaison prématuré et entrainer un protéine tronquée, affectant par conséquent

I'activité de I'enzyme (Purwaningroom et al., 2015).

Le polymorphisme I/D a été associé a divers maladies (cardiaques et neuro-dégénératives)
ainsi qu'aux cancers tels que les cancers du poumon, du sein, du larynx, ainsi que celui de la
de la prostate (Ruiter etal., 2011).

exons 1 5 8 15 17 21 26
I fa-201 t t It t
T-5991C | T7T-3892C f T1237C G2215A G2350A 4656(CT),,
T-93C
A-5466C o 1kb
—

Figure.11 : Les différents polymorphismes du gene ECA et leurs postions génétiques
(Sayed-Tabatabaei et al. 2006).
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I1.5. Angiotensine Il et carcinogénese :

De nombreux cancers présentent une forte concentration du récepteur de I'angiotensine Il
(AT1R) au niveau des tissus tumoraux et ce dans divers cancers (sein, estomac, vessie,
astrocytome, glioblastome, ovaire, utérus, spino-cellulaire, pancréas, rein, prostate, surrénale),
démontrant ainsi un lien entre carcinogenése, agressivité tumorale (tumeurs de stade et de

grade élevés) et action de I'angiotensine Il (Dolley-Hitze et al., 2013).

Essentiel & la néo-vascularisation au sein de la tumeur et a la croissance tumorale, I’ Ang-11 est
capable d’induire I’expression du VEGF-A et ainsi favoriser la néo-angiogénése au sein de
nombreuses tumeurs (Kosugi et al., 2007) (Anandanadesan et al., 2008). L’Ang-1l est
¢galement impliquée dans la prolifération cellulaire via I’activation de plusieurs cascades
moléculaires : la voie PI3-kinase/Akt (Zhao et al.,, 2010), NF-kB (Nuclear Factor-
kB)(Kinoshita et al., 2009), PAX2 (PairedHomeobox 2), STAT3 (Signal Transducer and
Activator of Transcription 3) et JAK (Jun Activating Kinase) (Bose et al.,2009). Il a
¢galement ét¢ démontré une implication de la voie de ’EGFR (Epidermal Growth Factor
Receptor) dans différents modéles cellulaires endothéliaux, apres transactivation du récepteur
par AT1-R et Erkl1/2 (Extracellular signal-Regulated Kinases) (Fujiyamaet al., 2001 ;
Uemura et al., 2003). Enfin, I’Ang-II est capable d’inhiber certaines voies de 1’apoptose via
AT1-R(Zhao etal., 2010) , notamment en augmentant la survivine et en supprimant 1’activité

de la caspase-3 via I’activation de la voie PI3-kinase/Akt (Ohashi et al., 2004) (Figure.12).

Le role d’AT2-R dans les mécanismes de tumorogénése reste actuellement incertain. Il
semblerait en effet qu’une spécificité d’action soit dépendante du type de cancer, avec un effet

soit pro soit anti-oncogéne. (Dolley-Hitze et al., 2013).

A la différence d’AT1-R, seules quelques tumeurs agressives semblent exprimer AT2-R
telles que le glioblastome (Arrieta et al., 2008), le carcinome rénal (Dolley-Hitze et al.,
2010) ou les cancers gastriques (Rocken et al., 2007). Toutefois, il est décrit la capacité de
AT2-R ainduire la production de I'oxyde nitrique (NO) pour diminuer la pression artérielle, et
les quantités de NO produite par la NOS inductible pourraient mettre en avant un mécanisme

pro-inflammatoire probable pour le développement de cancer par le biais de I'Ang 1.

Aussi, l'utilisation d'inhibiteurs de 'ECA ou d'antagonistes des récepteurs de type 1 a I’Ang-lI
(ARA-2) dans des modeéles expérimentaux de cancers ont démontré des effets anti -tumoraux,

appuyant de ce fait les effets de I'Ang Il et de son rble clé au cours de la carcinogénese.
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Dans des modeles tumoraux chez la souris, ['utilisation des ARA-2 montre un net
ralentissement de la croissance tumorale (Huang et al., 2008), ainsi que de la progression
métastatique dans les cancers digestifs (Neo et al., 2010). La prolifération cellulaire au sein de
nombreuses tumeurs est également inhibée (mélanome, ostéosarcome, sein), via 1’activation
de la voie Erkl/2 associée a la transactivation de I’EGFR (Wasa et al.,2011 ;
Du Net al., 2012). Parmi les autres mécanismes anti-tumoraux incriminés, il est décrit une
diminution de la lymphoangiogénése par les ARA-2 (Wang et al., 2008), une induction de
I’apoptose (Wang et al.,2010) mais aussi une limitation de I’activation de la voie TGF-p dans

un modéle murin de cancer du pancréas (Arnold et al., 2012).
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Figure.12 : Role potentiel de I’ Angiotensine II dans le cancer
(Ohashial et al., 2004).
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11.6. Angiotensine Il dans les cancers urologiques :

L'implication du I'Ang-1l a été étudiée dans de nombreux cancers. Dans le domaine plus
specifique de l'urologie, plusieurs travaux ont également pu démontrer leur role potentiel dans

la carcinogenese.
. Dans le cancer de la vessie

Peu de travaux portent actuellement sur le lien entre cancers de vessie et 'Ang II. L’étude sur
un modele cellulaire de tumeur vésicale humaine traité par un antagoniste des récepteurs de
I'Ang Il a montré une sous-expression du VEGF et de I’IL8 en IHC. Cette constatation in
vitro était confirmée sur un modéle animal, avec un ralentissement de la croissance tumorale
et de la densité microvasculaire chez les souris traitées (Kosugi et al., 2006). La combinaison
d’un ARA-2 a un traitement anti-cancéreux conventionnels des cancers de vessie, peut
potentialiser les effets du traitement cytotoxique en inhibant I’angiogénese et en induisant

plus d’apoptose (Kosugi et al., 2007 ; Kosugi et al., 2009).
. Dans le cancer du rein

Dans un modele de xénogreffe de cancer du rein, il a été observé que la prise d’inhibiteur
d'ECA entrainait une réduction de la taille tumorale (Hii et al., 1998). De la méme facon, la
prise d’ARA-2 diminuait le développement et le nombre de métastases pulmonaires, mais
réduisait également la concentration de VEGF circulant comme le nombre de néovaisseaux

dans les localisations secondaires chez la souris (Miyajima et al., 2002).

Chez ’homme, dans une série rétrospective sur 84 patients opérés d’un cancer du rein, un lien
entre agressivité tumorale (grade Fuhrman 4) et le niveau d’expression d’AT1-R a é€té mis en
évidence, par immunohistochimie et par Western Blot (Dolley-Hitze et al., 2010). Aussi, une
études utilisant des inhibiteurs de I'ECA et des antagonistes du récepteur de I'Ang 11, associés
aux traitements anticancéreux présentaient une meilleure réponse au traitement anti-
angiogénique et avaient une survie sans  progression  significativement
(Keizman et al.,, 2011). Dans le cancer du rein, la pertinence de cette association est
renforcée par le fait que les antagonistes des récepteurs de I'Ang II sont capables d’inhiber la

sécrétion de VEGF (Becker et al., 1999).
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. Dans le cancer de prostate

Il a été en effet constaté en PCR quantitative une surexpression de I’ARN messager d’AT1-R
de patients atteints de cancer de prostate, comparativement au niveau d’expression dans du
tissu prostatique non cancéreux. AT1-R transactivait alors le récepteur a I’EGF, conduisant a
une activation de la voie Erk (Uemura et al., 2003). Ceci est d’autant plus intéressant que
I’amplification de ’EGFR est fréquemment associée a la progression tumorale et que des
stratégies thérapeutiques comme 1’Herceptine® (trastuzumab : AC monoclonal) utilisée dans
le cancer du sein et ciblant spécifiquement I’EGFR ont ¢été  développés
(Deshayes et al., 2005). D’autres voies moléculaires ont également été explorées, et I’Ang Il
¢tait capable d’induire la surexpression de PAX2 impliqué dans la croissance tumorale.

L’utilisation alors d’un ARA-2 entrainait un blocage de cette voie (Bose et al., 2009).

Dans un modeéle cellulaire de cancer de prostate résistant a la castration, AT1-R se trouvait
surexprimé entrainant une surexpression de HIF-lo et d’Ets-1 dans le noyau
(Kosaka et al., 2010). Le blocage par un ARA-2 in vivo engendrait alors une suppression de
I’expression du VEGF, du taux de PSA dans le sang ainsi que de la croissance tumorale chez
la souris castrée (Kosaka et al., 2007). Dans d’autres travaux utilisant un modéle murin de
xénogreffe, 1’administration d'antagonistes des récepteurs de I'angiotensine II entrainait de
fagon identique un ralentissement de la croissance tumorale ainsi que de l’angiogenese

(Uemura et al .,2003).

Une étude clinique pilote a été réalisee chez 23 patients présentant un cancer de prostate
résistant a la castration. L’association d'un antagoniste des récepteurs de I'angiotensine 11, a un
blocage androgénique complet, a permis une discréte amélioration des symptémes douloureux

ainsi qu’une diminution du taux de PSA (Uemura et al., 2005).
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Chapitre II Matériel et Méthodes

Ce travail a été réalisé au sein de 1’équipe cytokines et NO Synthase /immunité et pathogénie
du professeur C. Touil Boukoffa (LBCM-FSB-USTHB), en collaboration avec le service
d'urologie du CHU Tizi-Ouzou, du service d'oncologie médical de 1’hopital de Rouiba, et du
CPMC de I'nopital Mustapha Pacha d'Alger.

I. Matériel
1.1 Matériel biologique
I.1.1. Echantillonnage :

Notre travail s’inscrit dans le cadre d'un projet sur la susceptibilité génétique au cours du
cancer prostatique dans la population Algérienne. Il est la continuité d'un travail entamé en
2018 avec de précédentes promotions de Masters.

Nous avons augmenté I'échantillonnage de la derniére étude cas-témoins realisée. Nous avons
analysé 131 prélevements sanguins, effectués sur des sujets volontaires. Tous les participants
ont signé un consentement libre et éclairé, apres explication des objectifs et du devenir du
prélevement. Les prélevements se répartissent comme suit : 71 prélevements de sujets sains,
indemnes de toutes pathologies apparentes, ne présentant aucun antécédent familial de cancer
ou de problemes de la prostate, et 60 patients atteints d’adénocarcinome prostatique.

Les données nécessaires pour notre enquéte, sont recueillies a partir d’un interrogatoire
(fiche de renseignement) avec le donneur et/ou le médecin traitant. Les caractéristiques
démographiques des sujets intégrés a 1’¢tude sont présentées dans le Tableau. 1V

Tableau. IV : Les caractéristiques démographiques des sujets intégrés a I’étude.

Patients Témoins
Nombre 60 71
Moyen d’age 68.83+9.43 55.65 + 7.97
Age moyen du qlebut de la 64.57+10,21 /
maladie

11.1.2. Prélevements sanguins :

Un prélevement sanguin (5ml) sur tube & EDTA (Ethyléne Diamine Tétra-acetic Acid), est
réalisé. Le tube est codé et maintenu a +4°C. Apres centrifugation (2500rpm/10min), le culot
cellulaire est utilisé pour lI'analyse génétique et le plasma est congelé -45°C.

Réactifs biologiques

Protéinase K (PK) : une sérine protéase fongique (Tritirachium album), utilisée pour digérer
les protéines associées a I’ADN et inactiver les nucléases endogenes.

Tag polymérase : enzyme isolée d’une bactérie thermophile (Thermus aquaticus). Elle assure
I’étape d’élongation au cours de la PCR et résiste a I’étape de dénaturation a 95°C.
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Il. Méthodes :
I1.1. Extraction d’ADN génomique aux solvants organiques (phénol/chloroforme)
Principe :

L'extraction au phénol chloroformé est une technique basée sur le principe de la solubilité
differentielle des acides nucléiques entre deux phases non miscibles : I'ADN est soluble dans
la phase aqueuse et les contaminants (protéines, lipides) dans la phase organique. Le phénol
est un déprotéinisant puissant qui va dénaturer et solubiliser les protéines, et dans lequel
I'ADN n'est pas soluble. Le chloroforme va éliminer les traces de phénol emportées avec la

phase aqueuse (Sambrook et al.,1989).
Mode opératoire :
» Lyse des globules rouges

Le culot récupeéré apres centrifugation est complété a 50ml avec une solution hypotonique TE
(Triss/EDTA) et centrifugés a 2500rpm/20min. Le surnagent est éliminé et le culot de

leucocyte est récupéré pour 1’extraction d’/ADN.
> Lyse des globules blancs

Le culot de leucocytes est traité par 1.5ml d'une solution NTE (NaCl, Tris ; EDTA) en
présence d'une concentration finale de 0.5% de SDS et de200ug /ml de protéinase K. Apres

homogénéisation, le mélange est incubé au bain-marie a 56°C pendant une nuit.
» Extraction d’ADN au phénol-chloroforme

Apres incubation au bain-marie, le lysat des leucocytes est récupéré et traité par du phénol
volume a volume, puis centrifugé a 10 000rpm/10min. La phase aqueuse est récupérée et
traitée une seconde fois au phénol, puis soumise a une double extraction au chloroforme.
L'ADN est précipité au NaCl et a 1’éthanol, puis récupéré, rincé et séche. Il est re-suspendu

dans un volume adéquat d’une solution de conservation et maintenu a +4°C.
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11-3 Contrdle de qualité de ’ADN génomique extrait:
11-3-1-Dosage par spectrophotométrie :

e Principe :

11 est basé sur la mesure des propriétés d’absorption de la lumiére par une substance, selon la
loi de Beer-Lambert, qui établit une proportionnalité entre la concentration d’une solution,
I’absorbance de celle-ci et la longueur du trajet parcouru par la lumiére dans la solution
(Maro et al.,2005).

A : Absorbance (nm)

. : Coefficient d’extincti laire (L.mol*.cm™
Loi de Beer-Lambert - A= e * I* ¢ e : Coefficient d’extinction molaire (L.mol~.cm™)

I: Largeur de la cuve (cm)

¢ : Concentration de la solution (mol/L).

Ainsi, la concentration en ADN est déterminée par mesure de la DO a la longueur d’onde de
260nm (pic d'absorbance des acides nucléiques). L’absorbance est proportionnelle a la
concentration en ADN (une unité DO a 260nm correspond a une concentration d’ADN double
brin de 50ng/ml). Toutefois, il est nécessaire de déterminer si I'ADN extrait est contaminé par
des protéines, ou certains composés de I'extraction. La DO a 280 nm (pic d’absorption des
protéines) est réalisé et un rapport DOggor280nm €St calculé. L’ADN pur devra présenter un
ratio compris entre 1.8 et 2. L’absorption a 230nm refléte la contamination de 1’échantillon
par des substances comme les hydrates de carbone, les peptides, les phénols ou les composés

aromatiques. Dans le cas d’échantillons purs, le ratio DO2go/230nm devrait étre d’environ 2.

Mode opératoire :

Pour le dosage des acides nucléiques extrait, une dilution au centiéme est réalisée pour des
lectures aux différentes longueurs d’onde (230, 260 et 280 nm). Les acides nucléiques extraits
ont tous présenté un rapport DOgo280nm COMpris entre 1,6 et 2, et un rapport DO2so/230nm aUX

alentours de 2, certifiant de leur pureté.
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11-3-2-Controle de qualité par électrophorése sur gel d’agarose :
Principe :

L’électrophorése sur gel d'agarose consiste a faire migrer dans un gel soumis a un champ
électrique des molécules chargées. Les groupes phosphates chargés négativement font de
I”’ADN une molécule polyanionique, qui migre vers 1’anode. La vitesse de migration ainsi que
la distance parcourue sont inversement proportionnelle a la taille des fragments. Elles
également influencées par la concentration en agarose et I’intensit¢ du courant électrique

appliqué (Fangman et al., 1978).
Mode opératoire :

L’analyse qualitative de I’ADN génomique extrait, est réalisée par électrophorese sur gel
d’agarose a 1%, pour vérifier que I’ADN extrait n’a pas été dégradé au cours de I'extraction.
L’agarose est dissout en présence de bromure d’éthidium (BET) et laissé a polymériser. Les
échantillons sont déposés dans les puits du gel en présence 1/5°™ de tampon de charge (bleu
de Bromophénol et glycérol) et migrent a 120V/30min. En fin de migration I'ADN est

visualisé sous lumiére UV.
I1-4-Amplification du géne d’intérét par PCR (polymerase Chain Reaction)
Principe :

La PCR est une technique d’amplification d’ADN in vitro, en imposant des cycles thermiques
(dénaturation, hybridation, élongation) a un mélange réactionnel contenant une ADN
polymérase thermostable (Taq polymérase), une matrice d’ADN (échantillon a analyser), des
dNTPs et un couple d’amorce spécifique qui bordent la séquence d’intérét.

Chaque brin d’ADN est dupliqué puis chagque copie est utilisée comme une nouvelle matrice
lors des cycles suivants. Le cycle est répété un grand nombre de fois afin d’obtenir une

multiplication exponentielle de la séquence voulue (Mullis et al., 1985).

Les produits amplifiés sont analysés par électrophorese sur gel d’agarose a 1%. La taille des
fragments est estimée par rapport a un marqueur de poids moléculaire, ayant migré en méme

temps, permettant ainsi de déduire par comparaison le génotype de chaque individu.
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Mode opératoire

La recherche du polymorphisme I/D du géne de I’ACE a été effectuée par amplification PCR
d'une région de I’intron 16. Un milieu réactionnel de PCR, d’un volume final de 50ul a été
préparé. 11 comprend les éléments essentiels selon des concentration predefinit par la premiere
équipe ayant mis en évidence ce polymorphisme en 1990 (Rigat et al.,1990) : ADN matriciel
a génotypes, ADN polymérase thermostable (Tag polyméraselunite), des
désoxyribonucléotides (dANTPs0.5mM de chaque),un tampon réactionnel (Tampon Tris-HCI
10mM a pH 8.4, KCI 50mM, MgCl,3mM , gélatine0.1mg/ml, H,O), et une concentration
suffisante en amorces sens et anti-sens (10pmoles). Le mélange réactionnel prépare, est

soumis a un programme d’amplification spécifique (Tableau. V).

Toutefois, au cours de la réalisation de notre bibliographie, nous avons pu observer une
remise en question du protocole établit par Rigat en 1990 (Rigat et al., 1990). Certaines
études rapportent un mauvais génotypage des échantillons 1D qui apparaissent DD (induisant
une surestimation de I'allele D). Nous avons remédié a cela en rajoutant du DMSO (5%) au

mélange réactionnel, et nous avons comparé nos résultats a ceux réalisés sans DMSO.

Tableau. V : Conditions d’amplification par PCR d’une partie de 1'intron 16 du géne ECA

Position Polymorphisme de I'intron 16 du géne ECA Polymorphisme

F:5’CTGGAGACCACTCCCATCATTTCT-3’ Insertion/
Amorce (pb) o

R : 5’GTGGTCGCCATCACATTGGTCAGAT-3’ délétion
Etape 1 Dénaturation initiale 95C°/5min

Dénaturation 94C° / 1min

Cycle répété

Etape 2 Hybridation 58C° / 1min
X30

Elongation 72C°/ 2min
Etape 3 Elongation finale 70C°/5min

I1- 4-Analyse statistique

L’analyse statistique est réalisée par le logiciel GraphPadPrism 7.01, en utilisant le test exact
de Fisher. Les valeurs retrouvées permettront d’affirmer que a : p < 0,05, la différence est

statistiquement significative (*) avec un risque d’erreur de 5%.
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Chapitre II Matériel et Méthodes
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Figure.13 : Schéma récapitulatif de la démarche expérimentale
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Résultats et interprétation

1. Résultats de ’extraction des acides nucléiques :
1.1. Controle de qualité par électrophorése sur gel d’agarose :

L'extraction d’ADN constitue une étape cruciale et déterminante pour I'analyse moléculaire.
L'objectif étant d'avoir un matériel génétique (ADN) non dégradé et dépourvu de contaminants

pouvant interférer avec la suite de I'analyse génétique a savoir la PCR.

L’efficacité¢ de 1’extraction a été établie sur la base du poids moléculaire et de I’intensité des
bandes obtenues, par électrophorése sur gel d’agarose a 1%. Les profils électrophorétiques
obtenus indiquent que les acides nucléiques se présentent sous forme d’une bande intense, qui
migre lentement (ADN de haut poids moléculaire) et qui se présentent sans ou avec trés peu de
trainées, attestant d’un bon matériel génétique non dégradé, durant les différentes étapes

d’extraction (Figure.14 et Figure.15).

T1 T2 T3 T4 TS5 T6 T7 T8

Puits
Sens de la
] . ADN
migration , .
génomique

Figure.14: Profil électrophorétique représentatif des ADNs génomiques extraits par
« Phénol/Chloroforme » chez les témoins. T: Témoin

M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8

- Puits
Sens de la A,DN _
migration genomique

Figure.15: Profil électrophorétique représentatif des ADNs génomiques extraits par

«Phénol/Chloroforme » chez les patients. P: Patients CaP.
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1.2. Détermination de la concentration et la pureté d’ADN par spectrophotométrie :

Les échantillons extraits ont montré un rapport de pureté DO 260/280 compris entre 1,6 et
2 ainsi qu’un rapport DO260/230 aux alentours de 2. Le dosage des échantillons d’ADN a
260nm révele des concentrations élevées, qui dépasse 1pl/ml, établis sur la base de la loi :
lunité DO a 260 = 50ng/ml d’ADN double brin. Ces données attestent de 1’efficacité de

I’extraction, de la pureté de I’ADN génomique et de la faisabilité¢ de I’analyse moléculaire.

2. Résultats de I’amplification des acides nucléiques par PCR :

L’amplification d’une partie de l'intron 16 du géne d’intérét (ECA) et I’analyse des
produits d’amplification obtenus est réalisée par électrophorése sur gel d’agarose a 1%.
Les produits analysés, indiquent des profils & une ou deux bandes de tailles différentes,
identifiées par comparaison au marqueur de poids moléculaire (Mpm), migrant en
parallele. L'électrophorese met en évidence la présence des trois génotypes possibles du

géne ECA, dans notre cohorte. Les résultats sont illustrés en Figure.16.
On note la présence :

v d'une bande unique de 477pb pour le génotype homozygote insertion (I/1).
v d'une bande unique de 190pb pour le génotype homozygote délétion (D/D).

v'le profil hétérozygote insertion/délétion (1/D) est observé sous forme de deux bandes

avec des tailles respectives de 190 pb et de 477 pb.

Sens de la
migration

477 pb

190 pb

Figure.16: Profil électrophorétique représentatif des produits de PCR apres amplification

Mpm: Marqueur de poids moléculaire ; | : Insertion ; D : Délétion ; pb : paires de bases
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La remise en question du protocole établit par Rirgat en 1990 (Rigat et al.,1990), et qui décrit un
mauvais genotypage des échantillons ID, apparaissant DD sur I'électrophorése, a été pris en
considération en rajoutant du DMSO (5%) pendant la PCR. Nos résultats ont mis en évidence
que sur les 31 patients CaP précedemment génotypes DD, les 31 sont ressortis DD soit 100% des

échantillons analysés, apres ajout de DMSO.

3. Analyse des fréquences géenotypiques du polymorphisme I/D du géne ECA :

L’analyse du polymorphisme insertion/délétion du géne ECA a été effectuée sur un groupe de
témoins (n=71) de patients CaP (n=60). Apres analyse moléculaire, le calcul des fréquences

génotypiques a été réalisé et les résultats représentés en Tableau.V1 et Figure.17.

Tableau. VI : Fréguences génotypiques du polymorphisme I/D du gene ECA

Génotypes ' omoins (%) Patients (%) - Valeur de o
N=71 N=60 P (95% ; IC)
I 4 (5.6 %) 8 (13.3 %) p:%s,m (0.723'-597.03)
DD 40 (56.4 %) 31 (51.6 %) p:rgﬁo (0_4%?,65)
ID 27 (38.0%) 21 (35%) ngs_gs (0.4%?17.79)

(1: Insertion ; D: Délétion ; ns : non significative, OR : Odd Ratio, IC : intervalle de confiance).

45 ns

40 -
35 -
30
25 -
20 - E Témoins

15 ns kd Patients

10 +

Fréquences des génotypes
%

[ DD ID
Génotypes

Figure.17: Représentation graphique des frequences génotypiques du Polymorphisme 1/D
du géne ECA dans les groupes témaoins et patients CaP.

» Nos résultats mettent en évidence la présence des trois types de génotype dans la

population Algérienne aussi bien témoins que patients CaP.

» Nos résultats montrent une répartition différente, des génotypes entre patients et témoins
et ce pour les différents génotypes. Toutefois I'étude statistique ne révele aucune

différence significative (p> 0.05).
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4. Analyse des fréquences alléliques du polymorphisme 1/D du gene ECA :

Aprés analyse du genotype et le calcul des fréquences génotypiques, qui ne font ressortir aucune
différence flagrante, nous avons entrepris d'analyser les fréquences alléliques. Les résultats sont
représentés en Tableau.VII et en Figure.18.

Tableau. VII : Fréquences alléliques du polymorphisme I/D du gene ECA

Génotypes Témains Patients Valeur de OR
vp (%) n(%) P (95%, 1C)

. . p=0.21 0.7
D 107 (75.3%) 83 (69.1%) ns (0.41-1.21)

. . p=0.27 1.36
I 35 (24.6%) 37 (30.8%) ns (0.79-2.34)

(I: Insertion ; D: Délétion ; ns : non significative, OR : Odd Ratio, IC : intervalle de confiance).

120 - ns
3
@ 100 -
=]
=3
ﬁ 60 - ns
=5 M Témoins
= | _
o) 40 - kd Patients
=
@ 20
—
=
0 -
D
Alleles

Figure.18: Représentation graphique des fréquences alléliques du polymorphisme I/D du gene

ECA dans les groupes témoins et patients CaP.

> Nos résultats montrentde 1égéres différences dans la répartition des fréquences alléliques
entre patients CaP et témoins, pour I"allele Dles fréquences est de (75.3% vs 69.1%) et pour
I'alléle I elle est de (24.6 % vs 30.8%).

» L'analyse statistique ne révéle néanmoins aucune différence significative (p>0.05),
indiquant une répartition homogéne entre patients et témoins, probablement due au fait que ce

géne soit tres polymorphe.
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5. Association entre le polymorphisme 1/D du géne ECA et les données cliniques :

Etant donné I'implication de I'angiotensine Il dans la carcinogenese, nous avons essayé de mettre
en évidence la potentielle association du polymorphisme du géne ECA avec certaines
caractéristiques en rapport avec I’invasion tumorale, comme 1’hétérogénéité tissulaire (a travers le

score de Gleason), et I’apparition des métastases et le stade clinique.
5.1. Corrélation entre le génotype et le score de Gleason :

Nous avons entrepris dans un premier temps d'analyser I'association des génotypes au score de

Gleason. Les résultats sont représentés en Tableau.V1II et en Figure.19.

Tableau.VI1I : Distribution des génotypes en fonction du score de Gleason chez les patients

Génotypes Gleason < 7 Gleason >7 Valeur de p
B 6 25 **kkk
DD (n=31) (19.4%) (80.6%) p<0.0001
B 3 18 *kkk
ID (n=21) (14.3%) (85.7%) p<0.0001
B 2 6 ns
- 30 ~ p<0.0001
S
- *hkhk
= 25 -
= P<0.0001
E‘ 20 -
S ns
=Y = 15 -
% =~ E Gleason<7
g 10 ’ M Gleason >7
=+
=
= 5 -
=
== o -
1D 1
Genotypes

Figure.19: Représentation graphique des fréquences du score de Gleason en fonction des

génotypes du polymorphisme 1/D du géne ECA.

> Nos résultats montrent que les génotypes DD et ID sont tres hautement significative associés a
un score de Gleason>7 (p<0.0001).Contrairement au génotype Il, plus retrouvé dans les scores

de Gleason<7, mais reste néanmoins non significative d'un point de vi statistique (p> 0.05).

» 1l est a noter que le stade de Gleason supérieur a 7 correspond aux cancers prostatiques de haut

grade, considéres comme étant agressifs et a risque évolutif.
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5.2. Corrélation entre les génotypes et le caractere métastatique

Nous avons entrepris dans un deuxiéme temps d'analyser l'association des génotypes avec le
caractére metastatique (présence (M1) ou absence (MO) de métastases). Les résultats sont

représentés en Tableau XI, et en Figure.20.

Tableau. XI: Distribution des fréquences métastatiques en fonction des génotypes 1/D

MO M1
n (%) n (%) Valeur de P
*
_ 10 21 )
DD (n=31) e - 0=0.0105
_ 5 16 -
ID (n=21) (19.49%) (76.256) 0=0.0017
_ 2 6 ns
I (=), (25%) (75%) 0= 0.1319
[ ]
=¥}
-
=
j=1
£
=
S
> MO
8 M1
=
=¥}
-
=
Ry =¥]
|
h T 1

DD ID I
Génotypes

Figure.20: Représentation graphique de la distribution des fréquences génotypiques du
polymorphisme I/D en fonction du caractére métastatique.

» Nos résultats montrent que les génotypes DD et ID sont plus associés au caractere
métastatique (M1), de maniére significative (p <0.05).

> Le génotype Il biens qu'il soit plus présent dans le caractére métastatique (M1) il reste

néanmoins non significatif d'un point de vue purement statistique.
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5.3. Corrélation entre les génotypes et les stades du cancer :

Nous avons entrepris d'analyser I'association des génotypes au stade du cancer, les stades I, 11 et
[l étant les stades les moins évolués. Les résultats sont représentés sur le Tableau.X et la
Figure.21.

Tableau. X : Distribution des génotypes en fonction des stades du cancer chez les patients CaP

Stade 1+11+111 Stade IV Valeur de P

DD (n=31) 10 (32.25%) 21 (67.74%) p=0.010
*

ID (n=21) 4 (19.04%) 17 (80.95%) p=0.0001

I (n=8) 2 (25%) 6 (75%) p=0.1319
ns

25 - *
P=0.01 o

E Stade [+11+111

i Stade IV

Fréquences génotypiques %

DD 1D I
Génotypes

Figure.21: Représentation graphique des fréquences des stades de cancer en fonction des

génotypes du polymorphisme 1/D du géne ECA.
» Nos résultats montrent que le génotype DD et ID sont significativement plus associés au

stade le plus évolué du cancer de la prostate (Stade V) (p<0.05).

> Le genotype Il semble plus fréquents chez les patients au stade 1V, bien que la différence

soit observable, elle reste néanmoins non significative d’un point de vue statistique (p>0.05)
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Discussion

Le cancer de la prostate (CaP) est une tumeur maligne qui se développe au dépens de
I’épithélium prostatique, puis envahit la prostate, avant de se disséminer rapidement a d'autres
organes, par voie lymphatique et sanguine (Cunningham et al., 2003). En termes de

prévalence, il se positionne en 3°™

position des cas de cancers masculins dans notre pays
(Globocan, 2018), et devient ainsi un réel probleme de santé publique, d'autant plus du fait de
son évolution insidieuse et rapide dans certains cas. Cela réduit les chances de thérapie et met

en jeu le pronostic vital du patient diagnostiqué.

Le CaP est un cancer tres hétérogéne avec une forte variabilité de la progression entre les
patients (Boyd et al., 2012). La progression tumorale est tres fortement associée au processus
de I'angiogenese (Amankwah et al., 2012), qui pourraient trés probablement étre le reflet de
variations génétiques de certains composants clés de ce processus.

Comme dans les différentes pathologies du monde moderne actuel, la composante génétique
semble étre une base sous-jacente a tous les processus déléteres identifiés. Le CaP est I’'un des
cancers les plus héréditaires avec 20% de formes familiales (Mucci et al., 2016). Aussi
I’existence de la comorbidité de ce cancer avec d’autres cancers met en exergue la part de la
génétique (Borre et al.,1998 ;Tomic et al.,2001 ; Murphy et al.,2005 ; Duggan et al.,2007).
Les études d'association pan genomique (GWAS) ont permis d'identifier plus 160 locis de
prédisposition, et plusieurs polymorphismes répartis sur l'ensemble du génome
(Sayed-Tabatabaei et al., 2006).

Dans le cancer de la prostate il est décrit des cancers dit « peu agressifs » associés a une
évolution clinique favorable et une faible capacité de progression. D'autres sont au contraire dit
« agressives », associés a une évolution clinique plus importante, et plus rapide avec un

potentiel métastatique, difficilement identifiable au préalable (Ploussard et al., 2011).

L'angiogenése est un mécanisme clé qui peut influer I'évolution du CaP; les vaisseaux
néoformés vont infiltrer la tumeur et permettre la migration de cellules tumorales (métastases)

et leurs extravasion vers des sites secondaires (Li Y et al ., 2010 ; Maman et al, 2018).

L'expression des facteurs pro angiogeniques est souvent déregulée et accentuee dans le cancer.
La presence de polymorphismes pourrait étre une des causes. Ils influenceraient leur expression
et par conséquent le processus d'angiogenese, conduisant éventuellement a une variation

interindividuelle du risque et de la progression de la maladie.
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L'angiotensine Il, dont I'expression est sous le contréle de I'enzyme de conversion ECA, joue
un réle dans le processus d'angiogenése. Ainsi, les polymorphismes influant sans expression

pourraient favoriser le processus d'angiogenese et par consequent le CaP et son évolution.

Le géne de I'ECA est soumis a divers variations genétiques, dont le polymorphismes 1/D,
fortement décrit et trés souvent recherché, au niveau de lintron 16 du géne
(Soubrier et al., 1988).

Ces constatations, associées au manque de données publiées quant a la génétique du CaP dans
la population Algérienne (seules 4 publications associant le CaP a la génétique ont été
répertoriées (Esteban et al., 2005 ; Fernandez-Santander et al., 2016 ; Novillo et al., 2018 ;

Benabdelkrim et al., 2018)), nous ont poussé a entreprendre cette étude.

Notre travail s’inscrit dans le cadre d'un projet sur la susceptibilité génétique au cours du CaP.
Pour cela nous avons entrepris une étude Cas/Témoins, associant 60 patients CaP et 71 sujets
sains. Notre travail est la continuité d'un travail entamé en 2018, afin d’examiner de plus pres
I'association entre ce cancer et les variations génétiques du géne ECA, dans un échantillon de la

population Algérienne.

Rigat et ses collegues ont été les premiers a décrire une méthode de détection du
polymorphisme ACE Insertion/ Délétion (I/D) par PCR (Rigat et al., 1990). Toutefois, lors de
la réalisation de notre bibliographie, nous avons observé une remise en question du protocole
établit et ce par divers équipes qui rapportent un mauvais génotypage des échantillons 1D qui
apparaissent DD, induisant une surestimation de l'allele D (Shanmugam et al., 1993;
Ueda et al., 1996 ; Odawara et al.,1997 ; Koyama et al.,2008 ; Saracevic et al.,2013). Bien

que la raison exacte reste inconnue divers hypotheses ont été émises.

Certains auteurs proposent la formation d'une structure secondaire stable de la région
d'insertion pendant la PCR et l'interférence consécutive avec l'activité de la Taq polymérase
(Chiang et al., 1998). D'autres ont décrit un pourcentage élevé de paires de bases guanine-
cytosine (GC) dans la séquence d'insertion (1) Alu, ce qui entraine une dénaturation inefficace
de I'ADN (Shanmugam et al., 1993). Ces parametres empécheraient ainsi le positionnement de

I'amorce pour faire apparaitre I'alléle d'insertion (1) au profit de I'alléle de délétion (D).

Ainsi, pour confirmer les résultats précédemment réalisés, nous avons modifie le protocole
expérimental pour I'analyse moléculaire. En se basant sur les recherches déja établis, il est

proposé divers méthodes comme :
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I'utilisation du diméthylsulfoxyde (DMSO) a 5% (Shanmugam et al .,1993), faire un cycle de
PCR plus long, utiliser des amorces plus longues et changer les températures de fusion
(Saracevic et al.,2013), ou utiliser de préférence des amorces spécifiques au polymorphisme

d'insertion (Lindpaintner et al.,1995).

Nous avons opté dans notre travail pour I'ajoutant de DMSO a 5% au mélange réactionnel.
Le diméthylsulfoxyde (DMSO) est un composé organo-sulfuré avec une polarité élevée qui est
utilisé en PCR pour perturber la formation de la structure secondaire dans la matrice d'/ADN. Le
DMSO peut se lier a I'hydrogene aux rainures majeures et mineures de I'ADN matrice et
déstabilise par conséquent la structure en double hélice (Simon et al., 2009). Ceci est
particulierement utile dans les modéles avec une teneur élevée en GC car la force accrue de la
liaison hydrogéne augmente la difficulté de dénaturer la matrice et provoque la formation de
structures secondaires intermoléculaires plus facilement, qui peuvent entrer en compétition

avec I'hybridation de I'amorce (Chakrabarti et al., 2001).

Nos résultats nous ont permis de confirmer les résultats précédemment réalisés, et ce en
comparant les données avec et sans utilisation de DMSO a 5% dans le protocole d'amplification

par PCR. Ainsi, le genotypage semble correcte avec ou sans ajout de DMSO.

Toutefois, cela pourrait étre le reflet de I'échantillonnage réduit que nous avons réalisé. Sur un
plus grand effectif les erreurs de génotypage auraient pu apparaitre. Sur 131 échantillons

analysés dans cette étude, 71 ont été génotypés comme homozygotes DD.

Contrairement a nos résultats certaines études rapportent des données différentes suite a
I'utilisation du protocole de Rigat et ses collaborateurs. En 1993, I'equipe de Shanmugam est la
premiere a rapporter une erreur de génotypage dans le protocole de Rigat et I'amplification
prédominante de l'allele D sur un échantillonnage de 9 patients. Tous ont été génotypés
homozygotes DD en utilisant le protocole de Rigat et al., mais en répétant I'amplification par
ajout de DMSO a5%, tous les génotypes DD sont apparus ID. Ce résultat a été confirmé en

utilisant des amorces spécifiques du polymorphisme insertion (Shanmugam et al., 1993).

Aussi, Ueda et ses collégues ont analysé 1238 échantillons, sur les 335 génotypés comme

homozygotes DD, 35 ont été mal génotypes, soit une erreur de 10% (Ueda et al., 1996).

De méme, sur 248 échantillons génotypes en 1997 par Odawara et son groupe de recherches,
88 ont été classés comme homozygotes DD. Sur ces 88 échantillons, 60 ont été mal génotypes
soit plus de 60% d'erreur (Odawara M et al., 1997).
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En 2007, I'équipe de Koyama a analysé 335 echantillons selon la méthode proposée par Rigat et
génotypé 95 échantillons en homozygotes DD dont 77 correctement genotypés et 18 mal

génotypés, soit un taux de 19% (Koyama et al., 2008).

Plus récemment, Sracevic, montre que sur 200 échantillons analysé, 57 DD ont été détecte et
sont correctement génotypés, et cela en rapportant des modification au protocole de Rigat :
comme un changement avec des amorces plus longue, et une augmentation du nombre de
cycles de PCR (Saracevic et al., 2013).

Pour expliquez nos résultats qui ne montrent pas de différances entre I'ajout de DMSO et son
absence dans le protocole, nous avons établis un tableau comparatif avec la méthode de Rigat
(Tableau.X1) Nous remarquons une différance qui est la présence d'une étape de dénaturation
initiale de 5min qui est inexistante dans le protocole de Rigat. Cette étape pourrait permettre
une meilleure ouverture de la molécule d'ADN et un meilleur positionnement des amorces,

faisant ainsi apparaitre le genotype ID au lieu du DD, observé dans la méthode de Rigat.

Tableau. XI : Comparaison du protocole d'amplification utilisé par Rigat et celui de notre

étude
Meéthode de Rigat Meéthode utilisée dans notre étude
Amorces 5' CTGGAGACCACTCCCATCCITTC 3 5' CTGGAGACCACTCCCATCCITTC3
5'GATGTGGCCATCACATTCGTCAG 3 5' GATGTGGCCATCACATTCGTCAG 3'
(1) (inexistante) (1) Dénaturation initiale 95C°/5min
Protocole (2) Dénaturation 94C° / 1min (2) Denaturation 94C° / 1min
PCR Hybridation 58C° / 1min Hybridation 58C° / 1min
Elongation 72C°/ 2min Elongation 72C°/ 2min
(3) (inexistante) (3) Elongation finale 70C°/5min
Nombre
échantillons 199 130
Mélange
réactionnel Standard Standard + ou - DMSO a 5%

@
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Le CaP a bénéficié de nombreuses études et approches génétiques pour identifier et étudier des
marqueurs de prédisposition, dont le séquencage a haut débit. Le géne ECA a attiré une
attention particuliere. De nombreuses études rapportent son implication dans la pathogenese de
plusieurs cancers, comme le cancer du sein (Haiman et al.,2003) gastrique et colorectal
(Rocken et al., 2005), ou encore dans le gliome (Benenemissi et al., 2019), en influencant la
prolifération cellulaire, I'angiogenése, la différenciation et I'apoptose (Willis et al., 2011).

Le polymorphisme 1I/D, le plus décrit du gene ECA (Soubrier et al., 1988), sembles trés
hétérogenes a travers les études réalisees, et pourraient étre du a la variabilité du background

génétique entre les populations.

Ainsi, il nous a paru intéressant d'analyser ce polymorphisme (1/D) du géne ECA dans le cadre
d'une étude cas-témoins (60 Cas /71 Témoins). L’analyse moléculaire réalisée par PCR nous a
permit de déterminer les fréquences alléliques et génotypiques, et de répondre dans un premier
temps a la question de savoir si ce polymorphisme existe dans la population Algérienne et a
quelle fréquence et dans un deuxiéme temps d’analyser la fréquence chez les patients atteint de

CaP, et de l'associer aux caractéristiques cliniques de la maladie.

Nos resultats montrent que le polymorphisme ID existe dans la population Algérienne. Nous
détectons la présence des trois génotypes DD, ID et Il. Les résultats de notre étude ont montré
que chez les témoins le génotype homozygote DD était dominant avec une fréquence de 56.4

%, suivi par I’hétérozygote 1D 38 % puis le génotype homozygote Il 5.6%.

Contrairement a la population Caucasienne Européenne il est rapporté une plus grande
fréquence du génotype ID suivie des génotypes DD et Il, a des fréquences équivalentes
(Barly et al., 1994). De méme pour la populations libanaise, avec une prédominance du

génotype ID suivie du DD et du Il (Asmahan et al., 2020).

Aussi, dans une récente étude sur la population Algérienne, il est rapporté une plus grande
fréquence du génotype ID suivie des génotypes DD et Il (Benenemissi et al., 2019). Malgré la
méme origine, nos résultats montrent une différence entre les deux études ; cela pourrait le
reflet d'un faible échantillonnage de nos témoins ou la différance de la sous population (nous
travaillons sur une cohorte du centre Algérien alors que l'autres étude est une étude de I'Est
Algérien). Ces donneées confirme la nécessitée d'un échantillonnage plus large et multicentrique

plus représentatif de notre population Algérienne.




Discussion

Au méme titre que le génotype DD, I’allele D est le plus représenté dans le groupe témoins,
avec des frequences respectives de 75.3% versus 24.6% pour I’allele I. Nos résultats sont en
accord avec plusieurs études antérieures, sur la population générale arabe et africaine, qui
rapportent des fréquences de I'allele D plus élevées (64% chez les soudanais, 73% chez les
somaliens, 61% chez les émiratis, 71% chez les omanais, 66% chez les saoudiens 83% chez les
égyptiens et 63.7% chez les libanaises ) (Bayoumi et al., 2006 ; AbdelL-Aziz et al., 2012 ;
Al-Harbi et al., 2015)( Asmahan et al ; 2020)

Des résultats différents ont été observés dans d'autres populations. Dans la population chinoise
par exemple, la répartition des deux alleles semble équivalente (50%) (Wang et al., 2012).
Aussi, le génotype DD semble inexistant dans la population Samoa (Polynésie occidentale) et
la tribu indienne Yanomami (Amérique du Sud), donnant lieu a une prédominance de l'alléle |
(Barly et al., 1994).

Les différences inter ethnique de distribution des génotypes et des alléles semblent claires.
Elles pourraient étre le reflet de pressions sélectives. Les recherches sur le génome humain
mettent en évidence 1’importance de la sélection naturelle, qui serait le reflet de fortes pressions
alimentaires, climatiques ou encore d’agents pathogenes, s’exercant sur certains geénes, pour
permettre une adaptation a I'environnement (Vasseur et al., 2013). Dans le mode de vie actuel,
ces mutations deviendrait au contraire déléteres chez certaines personnes et favoriseraient

I'apparition de pathologies.

Ainsi, en se basent sur ce principe il est essentiel de connaitre les caractéristique de notre
population Algérienne. Ce qui est valable dans une population ne l'ai pas forcement dans une
autre, d'ou l'intérét des analyses génétiques.

Dans le cadre de notre étude cas/témoins, nos résultats mettent en évidence la présence de la
mutation 1/D du gene ECA chez les patients atteints de CaP, avec des fréquences génotypiques
respectives de 51.6 % DD, 35% ID et 13.3% pour le Il. Toutefois, la répartition entre patients
et témoins semble équivalente et ne présente aucune différance statistique (p>0.05). Les
résultats d'une récente Meta analyse rapportent que ce polymorphisme est difféeremment associé
dépendamment des populations. Il serait ainsi associé qu'aux populations asiatique et latine
(Wang et al., 2018).

Nos résultats vont dans le méme sens que divers études ayant analysé le polymorphisme I/D du
géne ACE dans le CaP dans la population Iranienne (Hasanzad et al., 2012), la population

Mexiquaine (Sierra et al., 2009).




Discussion

Notre incapacité a monter des différances dans les fréquences génotypiques nous a pousses a
analyser les frequences alléliques. Bien que des différences soient observables, elles restent

néanmoins non significatives d'un point de vue statistique (p>0.05).

Il est rapporté que pour des polymorphismes relativement fréquents (50 % chez les témoins) il
est nécessaire de travailler sur de grandes cohortes. Des estimations du nombre de sujets
nécessaires pour détecter des ORs compris entre 1,2 et 1,5 avec une puissance statistique de 80
%, indiquent que 500 & 2 000 cas et témoins sont nécessaires (Brennan, 2002).

Etant donné la capacité du gene ECA a influer sur divers mécanismes a travers I'Ang 11, et la
capacité du polymorphisme I/D de ce gene a moduler son expression. Nous avons analysé dans
notre étude sa corrélation avec certaines caractéristiques en rapport avec l'invasion de la
tumeur; a savoir I'hétérogénéité tissulaire (a travers le score de Gleason) et l'appariation des

métastases et le stade tumoral (a travers les données de classification TNM).

Nos résultats montrent que les génotypes DD et ID sont associés a un score de Gleason >7
d'une maniére tres hautement significative (p<0.0001). Contrairement au génotype Il, qui est
plus retrouvé dans les scores de Gleason< 7, mais reste néanmoins statistiquement non
significative (p>0.05). Un stade de Gleason supérieur a 7 correspond aux cancers prostatiques

de haut grade, considérés comme étant agressifs et a risque évolutif (Salomon et al., 2010).

Les études ayant analysé cette stratification sont celles sur la population Iranienne et Chinoise,
mis aucune d'elles ne décrit de résultat significatif (Hasanzad et al., 2012, Wang et al., 2012).

La corrélation du polymorphisme I/D du gene ECA au caractere métastatique a rapporté des
résultats intéressants. Nos résultats montrent que chez les patients présentant des génotypes DD
et ID, le caractere métastatique est plus fréqguemment retrouvé (67.7% et 76.1%
respectivement) avec une association significative (p<0.05). Le génotype Il, ne montre pas

d'association au caractére métastatique (50% chez les M1 et les M0).

Nos résultats sont en accord avec ceux retrouvés par Yigit et al., 2007 sur la population Turque,
mettant en avant que le caractére métastatique est plus fréquent chez les patients présentant des
génotypes DD et ID que le génotype Il. Contrairement a nos résultats, ils rapportent que le
génotype DD est le plus associé aux métastases suivi par le génotype ID. Le génotype Il est

quant a lui associé a 0% de métastases (Yigit et al., 2007).




Discussion

Nos résultats vont de le méme sens que ceux de Wang et al., sur la population Chinoise qui
décrivent une association significative du génotype DD avec le cancer agressif (métastatique)
(OR =2.214 95%CI (1.169, 4.194), p = 0.014) (Wang et al., 2012).

L'association de ce polymorphisme au caractere métastatique a également été rapportée dans le

cancer gastrique (Rocken et al., 2005) et le cancer du sein (Haiman et al.,2003).

Le génotype DD est associé a des niveaux élevés d'ECA circulants, conduirait a I'angiogenése
selon nombreuses études (Chung et al., 2003 Medeiros et al., 2004), et cette angiogenése

pourrait avoir des effets préjudiciables en favorisant les métastases dans le CaP.

Nos résultats montrent que les génotypes DD et ID sont significativement plus associés aux
stades les plus évolués du cancer de la prostate (Stade 1V); le génotype Il, quant a lui ne
montre aucune association (p>0.05). Il est retrouvé a des fréquences équivalentes (50%) aussi

bien dans le stade IV que dans les stades moins évolutifs du CaP.

Peut d'études se sont intéressées au stade tumoral. Seul I'étude de Yigit qui met en évidence

I'association du génotype Il aux stades les moins évolutifs T1 et T2 (Yigit et al., 2007).

Ainsi, le polymorphisme I/D pourrait influencer le CaP par la capacité de I’allele D a
augmenter la transcription du géne de I’ACE comparativement a 1’alléle I, conduisant a de plus
grande concentrations de I'Ang Il (Suehiro et al., 2004). L'Ang 11, en se liant & ses récepteurs,
fortement exprimés au niveau du tissu prostatique (Dolley-Hitze et al., 2013), influencerait la
progression tumorale, a travers la transactivation des récepteurs VEGFR2 (Vascular
Endothelial Growth Factor Receptor) et EGFR (epidermal growth factor receptor), favorisant
ainsi la prolifération cellulaire, I'angiogenése, la migration et I'invasion cellulaire
(Fujiyama et al.,2001; Uemura et al.,2003)

Ces constatations nous poussent a aller vers recherches thérapeutiques, et tester les bloqueurs
du systeme RAS, notamment l'angiotensine Il et lI'enzyme ECA, chez les patients mutés.
L’utilisation des Inhibiteurs de ’ECA (IEC) a montré des propriétés anti-tumorales et sont
considérés comme étant de nouvelles thérapies antinéoplasiques (Lever et al., 1998 ;
Abali et al.,2002). De méme, les inhibiteurs du RAS ont provoqué des réductions de la
croissance et de l'angiogenése dans les lignées cellulaires tumorales (Uemura et al.,2003,
Fujita et al.,2005). Aussi, cette classe medicamenteuse est un traitement largement utilisé et
connu dans la prise en charge de I’hypertension artérielle. Ainsi, il serait facile de les utiliser

pour les patients mutés dans le géne ECA en association avec la thérapie déja existante.
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Conclusion et perspectives

Le CaP représente un réel probleme de santé publique, car touchant de plus en plus de personnes
dans notre pays. Le CaP est un cancer insidieux évoluant le plus souvent de maniere tres lente. Il
pose un sérieux probleme aux cliniciens, car amenant le patient a se faire diagnostiquer a des stades
avancés de la maladie. D'un autre coté, le CaP est considéré comme un cancer trés hétérogene avec

une forte variabilité de la progression entre les patients, pour qui il est difficile de prédire I'évolution.

Le diagnostic du CaP se base essentiellement sur un examen pathologique (score de Gleason et
classification TNM). Cependant, I'examen invasif ne convient pas pour détecter le stade précoce de
ce cancer et encore moins son évolution. Par conséquent, il serait intéressant d'introduire une analyse

génetique, peu invasive, qui viendrait soutenir I'arsenal déja existant.

Du fait que notre étude soit une continuité d'un travail entamé en 2018, nos résultats nous ont permis
de confirmer ceux précédemment obtenus, par modification du protocole expérimental en utilisant du
DMSO a 5%.

Nos résultats montrent la présence du polymorphisme I/D dans la population Algérienne, a travers

I'existence des trois genotypes possibles (DD, ID et II).

Nos résultats mettent en évidence des différences dans la répartition des fréquences de la forme
délétion du polymorphisme 1/D du gene ECA, entre patients CaP et témoins. Cette délétion est
significativement associée, dans notre étude, aux formes évoluées (stade IV) et agressives du CaP,

présentant des scores de Gleason supérieurs a 7 et un caractere métastatique.

Au vues de nos résultats et dans le but d'approfondir la compréhension des mécanismes

physiopathologiques impliquant des facteurs génétiques, il serait intéressant :

» d’¢élargir I’échantillonnage a travers un recrutement multicentrique, plus représentatif de la

population Algérienne, permettant une interprétation plus juste et précise.

» d’améliorer le protocole expérimental par [1’utilisation d'amorces spécifiques au

polymorphisme d’insertion.

» d’analyser d’autres polymorphismes de ce géne mais aussi des polymorphismes d’autres

genes et de les correéler a plus de caractéristiques cliniques du CaP.
» dutiliser des modéles murins et/ou cellulaires pour saisir I’impact de la mutation et son action

» de tester les inhibiteurs de I'enzyme ECA comme un traitement, chez les patients muté dans le
géne ECA.

-
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Annexe

Annexe.1l

Classification anatomopathologique (pTNM) :

T2b

T2a




Annexe

Annexe.02

Matériel, produits et appareils necessaires a la réalisation des experiences

Matériels nécessaires

Produits

Appareils

- Les gants

- Tube de 15 ml et 50 ml
- Falcon

- Eppendorfs

- Embouts bleu et jaunes
- Pipettes pasteur

- Béchers

- Eprouvettes

- Portoirs

- Micropipettes

-EDTA

- Tris

- NaOH

- HCI

- SDS

- NaCl

- Protéinase K (20mg/ml)
- Alcool 100%

- TEMED

-BET

- Phénol/chloroforme
- NTE (0.5%)

- TBE (0.5X-1X)

- DMSO (5%)

- Gel d’agarose

- Centrifugeuses

- Bain Marie

- Appareil a glace

- pH Métre

- Balance

- Thermocycleur

- Electrophorese verticale

- Electrophorese Horizontale




Annexe

Annexe.03

Préparation des solutions

e Solution de lyse des Hématies :

e Solution de lyse des leucocytes :

NACl e 30.28¢
TIIS 30.28¢
EDTA e 23.269
SDS . 0.5%
Protéine K ..., 200pg /ml

e Préparation du tampon TBE 1X:

THIS e 10,78 g
Acide borique .......ccevveecieieece e 5,509
EDTA e 0,58 ¢

e Préparation de gel d’agarose 1% :
AQAr0SE oo 0.4g

TBE 40ml
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Résumé :

Le cancer de la prostate (CaP) est la malignité la plus courante chez les hommes. Il se classe
en 2eme position en termes de mortalité par cancers dans le monde et en Algérie. Sa
physiopathologie est bien caractérisée, contrairement a son agressivité et son évolution. La
progression tumorale est fortement associée au processus angiogénique et semble étre sous
I'influence d'une base génétique sous-jacente. Dans notre étude cas/témoins (60 patients CaP
vs 71 témoins) nous avons recherché par PCR a examiner l'association entre le CaP et le
polymorphisme 1/D du gene ECA et sa potentielle association aux caractéristiques cliniques
de la maladie. Du fait que notre étude soit la continuité d'un travail entamé en 2018, nous
avons recherché a confirmer les résultats précédents, par modification du protocole
expérimental (utilisation du DMSO 5%). Nos résultats montrent la présence des trois variants
du gene ECA (DD, ID et IlI) dans notre population. Les variants DD et ID sont
significativement plus associés au stade le plus évolués du cancer (Stade 1V), ainsi qu'au score
de Gleason > 7 et au caractere métastasique. Le génotypage des patients pour le géne ACE
pourrait devenir une analyse de routine, peu invasive, utilisée comme marqueur de prédiction
de la progression tumorale.

Mots clés : Cancer de la prostate (CaP), Polymorphisme, PCR, géne ECA, DMSO.
Abstract:

Prostate cancer (CaP) is the leading cancer among men. Represents the second most common
malignancy in terms of mortality in Algeria and the world. His pathophysiology is well
characterized, contrary to his aggressiveness and evolution. Tumor angiogenesis is a crucial
factor associated with tumor growth and progression with an underlying genetic basis. In our
case/control study (60 CaP vs 71 controls), PCR was used to look for any possible association
between CaP and I/D polymorphism of the ECA gene and its potential association with the
clinical features of the disease. Since our study is a continuation of work begun in 2018, we
sought to confirm the previous results, by modifying the experimental protocol (use of DMSO
5%). Our results show the presence of the three variants of the ECA gene (DD, ID and II) in
the study population. DD and ID variants are significantly more associated with the most
advanced stage of cancer (Stage V), as well as Gleason score > 7 and metastasic character.
Patient genotyping for the ACE gene could become a routine, less invasive and used as a
predictor marker of tumor progression.

Keywords: Prostate cancer (CaP), Polymorphism, PCR, ECA gene, DMSO.



