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Dedicace

Je dédie ce travail avant tout a toute personne souffrant du cancer, pour leur bravoure et leur
force extraordinaire face a la maladie, au point qu’ils sont capables de sourire et d’envahir
de bonne humeur tout leur entourage. Il y a méme ceux qui arrivent a te consoler quand ils
remarquent des expressions de tristesse sur ton visage. Merci de m’avoir rappelé que la vie
est courte pour le regret, pour la rancune pour se blamer ou blamer les autres, ou a baisser
nos bras aux coups de la vie, il faut juste profiter de chaque seconde a apprendre a vivre a
étre utile...

A mes trés chers parents Mama Rafika et Baba Jamal. Mes exemples dans la vie
professionnelle et personnelle, vous étes ma plus grande fierte, vous étes uniques, sans votre
soutien, orientation et repere j aurais été perdue. Merci pour tous les sacrifices que vous avez

consentis pour nous, vos enfants, merci de nous avoir appris le respect de I’autre, la
tolérance, ’esprit de responsabilité, comment se relever et continuer le combat jusqu’ au
bout. Merci de vous étre occupés de mes enfants en période de pression interne lorsque mes
enseignements et surtout ma these m’accaparaient. Merci pour votre soutien continu. Merci
d’avoir réveillé en moi le sens du rationnel et de la curiosité scientifique des mon jeune age.
Merci de nous avoir fait comprendre que faire du bien et aider les autres ne sont pas une
option, mais un devoir. Surtout merci de m’avoir donné le plus beau cadeau de ma vie : mes
sceurs et mon frere.

A mon mari Sofiane, merci pour ta patience, pour ton soutien et ta compréhension, sans tes
encouragements je n’aurais pas osée élargir mon domaine de recherche (hors wilaya de
Constantine). Merci d’avoir veillé a mettre a ma disposition tout ce qui était nécessaire et
utile pour mes études.

A mes trésors a mes trés chers enfants et mes neveux : Mohamed Taha, Meriem, Abdullah,
Djoumana, Nour et Mohamed, vous étes notre bonheur, vous étes la chose la plus belle qui
nous soit arrivée, vous avez changé ma vision dans la vie. Que le bon Dieu vous protege
J'espere que je serais une source de fierté pour vous.

Une pensée a notre ange Nour tu seras toujours dans nos cceeurs ma belle.

A ma sceur Rayyane et mon Frére Yasser, je ne sais pas ¢ ’est quoi la recette magique de nos
parents pour rendre leurs enfants s aimant et se respectant si fort. Nous ressemblons aux
trois mousquetaires : un pour tous et tous pour un. Que le bon Dieu vous garde n’chalah et
vous protége. Merci infiniment pour tout ce que vous avez fait pour moi.

A mes petites sceurs Hiba et Yousra, dont je n’arrive toujours pas a réaliser que petites, elles
ne le sont plus : elles sont a |’Université maintenant, mais mon cerveau insiste a vous voir
toujours comme ¢a. Le jour ou j'ai commencé ma thése, vous ne compreniez méme pas ce

qu ’était une these et maintenant je discute mes résultats avec vous. Votre considérable
soutien mental a été tres important pour moi. Merci mes cheres, et que le bon Dieu nous
garde réunies tous les cing.



A mes trés chéres grand-méres, les plus belles des grands-méres : Mamie Claudine et Emma
Yamina, je vous ai toujours considérée comme amies plus que grand-meres ; cela me
permettait de profiter de votre sagesse et expérience pendant des heures lorsque [’on parlait
de tout et de rien, vous étiez toujours fieres de nous, nous avons toujours re¢u votre soutien
illimité. Je suis tres fiere d’avoir deux grands-meres combattantes qui ont surmonté toutes les
difficultés auxquelles vous avez fait face dans la vie, vous avez réussi quand méme a garder la
pureté de vos coeurs.

A mon grand-pére Beba «Elbakhouchey, un exemple réel d’un homme de principe, correct,
digne de confiance, qui a tant donné pour sa patrie et pour sa famille, un homme de grand
ceeur. Un exemple réel de [’équilibre entre la séverité et la tendresse, merci pour les
excellents souvenirs que je garde de toi.

Une pensée a mon grand-pere Ali qui était une des victimes du cancer bronchique et cela
nous a privé de faire sa connaissance, repose en paix grand-pere. On se verra au paradis
inchalah.

Une pensée a ma jeune tante Bouchra qui nous a quitté tres tot.

A Tata Nadia que je considere toujours comme une deuxieme mere, un exemple du courage et
de volonté je t’adore, que le bon Dieu te garde et me garde mon cher frere Yanis.

A mes beaux-parents : Tata Ratiba et 3ami Abdelouahed qui m’ont considéré toujours
comme leur fille, qui ont respecté mes choix et m’ont soutenu. Je suis tres contente de faire
partie de votre famille.

A chere Tata Jamila, merci pour tout ce que tu as fait pour moi surtout durant mon stage,
commengant par la découverte des rues de Paris, en arrivant a des opérations commando...
des souvenirs, difficile a oublier.

A mes oncles et mes tantes et leurs enfants, a chaque fois que je pense a vous je remercie
Dieu de m’avoir donné une si belle famille, que le bon Dieu vous garde tous.

A mon cousin Issam, je te remercie pour ta présence et ton aide importante lors de mon stage
a Setif
A ma cousine Nourelhouda, pour ta présence durant mon stage, et pour ton aide lors de la
« discussion de ma these »
A mes belles-sceurs et beaux-fiéres et leurs enfants et a toute ma BELLE belle famille.

A tata Ghania et ses enfants, tata mimi et 3ami Mouloud et ses enfants.

Une pensée a Khalti Bariza et 3ami Mohamed et sa femme tata Rabia, Rabi yerhamkom et
vejelkom men ahl eldjenna

A ’époux de ma soeur Abderrahim, chez qui nous sommes restés mon fils et moi durant
mon stage, merci pour ta générosité et d’étre si bien avec mon fils.

A mes amies : Asma Deliba, Asma Milia, Amina, Anissa, Batoul, Hadia, Hanane, Maya,
Meriem, Nour Elimen, Radja, Ryma, et Selma. Je me sens chanceuse d’avoir connu le vrai



sens de |’amitié avec vous, une amitié qui a duré pour certaines plus de 25ans. (Sans rancune
c’est par ordre alphabétique)

A notre association si brillante telle son nom indique : Sirius, ma deuxiéme famille dans
laquelle j’ai passé plus de 23 ans de ma vie, cette famille si grande et qui regroupe toutes les
spécialites, tous les dges, toutes les catégories de la société, aux SIRIUSSIENS, ces freres et

sceurs avec qui j 'ai partagé mes plus beaux souvenirs et les aventures les plus folles de ma

vie.

A mon groupe de scout El-Fadjr, dont je suis trés fiére.
A ma chére amie DAFRI Amel, tes encouragements continus ont compté beaucoup pour moi.

A mes chers voisins khala Sihem et notre cher couturier surdoué 3ami Abdelaziz, rassurez-
vous je vais bientot finir ce travail, mais apprenez a ne pas vous inquiéter pour mes études
parce que c’est juste le début...

A tata Najet, et son fils Dr HAFNAOUI Hichem, merci pour votre précieuse aide pour la
récupération des échantillons et les transporter a Constantine.

A BOUCHERIT Amine, département de mathématique, Batna pour ses conseils dans la
partie statistique et ses encouragements cOntinus.

A mon enseignant Dr REZGOUNE Med LARBI, qui est un des enseignants les plus
respectés et appréciés dans notre faculté grdce a son respect a l’étudiant, sa modestie, sa
disponibilité et surtout son professionnalisme. Merci pour vos réponses tres rapides bréves et
utiles, merci pour vos mots encourageants.

A mes enseignantes : Mesdames : ZIADA, BENLATRECHE, BECHKRI, GHERZOULI,
BENHIZIA, SEDRATI, Mme MEHNAOUI (TD Génétique) et tous mes enseignants a
["Université, pour leurs conseils et leur suivi et orientation durant toute cette période.

Au Pr. BELALOUI Ghania et, Pr. DAASAMIOUR Saliha de |'Université de Batna pour
leur aide importante en particulier dans le choix de la revue. Merci pour votre sollicitude et
votre bienveillante préoccupation lorsque facant des difficultés

A mon camarade MOSTFAOUI Hamid, merci de m’avoir aidé a trouver mes repéres et
débuter mon stage a I’hopital, ta présence et tes conseils étaient tres précieux.

Sans oublier mes camarades, doctorants généticiens, Sara, Sabrina, Roumeitha, Amira,
Soumia, Fatima, Yasmine, Yasmina, Ines, Asma, Fatima, Choubaila, Ahlam, Samah,
Mouna, Halima, Samiha et Rania.

A mes camarades des autres specialités : Gana Mohamed, Benjabdallah M ohamed, Aziz,
Zinou, Nadjib, Houssem, Sebti, Khaoula, Roumaissa, Basma, Maya, Leila, Yousra,
Badreddine, Hichem, Karim, Anes, Amir, Taha, Ihssen, Omar Hamza, Hamza et Tedj pour
leurs encouragements, leur conseil, et leur esprit scientifique.

A ROUIBI Amine et DJAWHARI Soha, de |'Université de Limoge, pour leur aide
considérable lors du stage.



A SEDDAM Hares, SAADBOUSID Rym, BENSAAD Sabri et Nourelhouda de [’ Université
de Batna, pour leur aide et les discussions scientifiques sources de connaissance et
d’inspiration, merci pour votre confiance, vos encouragements et votre haut esprit

scientifique

A Dr LABED Sara, service de médecine de travail Constantine, et ¢ Dr BENTCHIKOU
Asma, service d’épidémiologie, pour leurs informations précieuses, merci d’avoir toujours
ete prétes a répondre a mes questions.

Aux organisateurs du SUMMER UNIVERSITY AAF et a leur téte Pr MERGHOUB Taha,
qui nous ont donné l’occasion d’apprendre beaucoup de choses concernant les nouveautés et
les défis de la biologie moderne, en plus merci de m’avoir donné l’opportunité pour répondre
a mes questions restées sans réponses concernant ma these, vous étes une fierté pour
[’Algérie.
A Dr Amrani Asma, et Dr Dridi Walid pour leurs emails bien explicatifs et trés
encourageants.

Une page spéciale et des pensées trés respectueuses

Au Pr. MOREL Philippe de |’Astroclub de France pour son aide lors de la recherche du
stage et bien d’autres choses encore.

Aux membres de l'atelier d'optique de la Société Astronomique de France, dans la tour
astronomique de la Sorbonne, et surtout a Jean-Jacques Jourdanneau, Jean-Francois et
Julien, c’est difficile de trouver les expressions correspondant a ma gratitude, votre présence

était comme un reméde surtout durant la péeriode la plus dure du stage, méme les jours de féte
de fin d’années vous étiez a [’atelier juste pour que je ne reste pas seule...

A Uéquipe du service d’oncologie a I’Hépital Bichat, Paris, en particulier, Pr. GRAND
CHAMPS Bernard et Pr. LAMORIL Jérome qui ont toute ma reconnaissance pour
I’apprentissage et la pratique de la biologie moléculaire chez eux (année 2012).

A I'équipe de la bibliothéque, Palais de Culture, Malek Haddad Constantine de nous avoir
assuré une bonne atmosphere pour étudier, avec beaucoup de respect et de
professionnalisme.

11 est des personnes nombreuses, bienveillantes, rendant service juste pour El Ilm

Aux employés de la créche Green Garden, Constantine grdce a leur professionnalisme : j’ai

pu travailler en toute tranquillité et rassurement que mes enfants étaient entre leurs bonnes

mains. Merci Sidati Salima, Rym, Sihem, Ouided, Naouel, Samah, Loubna, 3ami Zoubir et
Mr Lamine.

Une pensée spéciale et ma gratitude pour mes enseignants du cursus scolaire, ce sont eux qui
m’ont mené jusqu’ au baccalauréat.

A I’école préparatoire, primaire : Mme Fella, Mme Ghedabna, Mme Benboulaid, Mr
Zaamouche



Au CEM : Mme Laib, Mme et Mr Tayeb, Mme Ayed, Mme Berlat, Mme Guerbi, Mme
Saouli, Mme Salmi, Mr Lachtar, Mme Teyar, Mme Belhaoues, Mme Boutouha

Au lycée :Mme Hamoud, Mme Kourta, Mr Krada, Mme Ghazi, Mr Khayet, Mr Boumezou,
Mme Benamira, Mr Belloum, Mme Logab, Mme Dembri, Mme Benmansour, Mme
Boulehia, Mme Menour, Mr Saida, Mme Zaibet.

Merci aussi aux profs en dehors de [’établissement scolaire : d’anglais Mme Bouchra et Mr
Akram de American Corner, mes profs de dessin Mme Samia et Mr Zinou, club de dessin,
prof de sport ; Mme Saouli, prof de la langue turque : Guessass Abdelhalim, Prof de Coran:
Mme Lkiket Radia, Mme Mechati Soued vous tous qui m’avez permis de découvrir d’autres
domaines de la culture et de la vie en dehors de la génétique.

A mes camarades durant mon cursus et les différentes formations.

Aux fumeurs pour leur dire arréter de vous vous empoisonnez, vous vous suicidez et faire du
mal a votre famille. Aux non-fumeurs pour leur dire vous avez fait le bon choix.

A mes étudiants, qui m’ont révélé beaucoup de respect, et qui m’ont permis d’exercer le
métier que j adore le plus, [’enseignement.

A tous les savants, les artistes et d toutes les personnes qui ont contribué par leurs
découvertes a nous rendre la vie plus facile et moins dépendante des aléas naturels... de
méme qu’ils ont permis par leurs efforts intellectuels de nous apporter une puissante vision,
méme si toujours incomplete, du Monde dans le lequel nous vivons et évoluons.



Remerciements

Au cours de chaque étape de ces neuf ans de la réalisation de ce travail j’ai confronté plusieurs
difficultés, mais en paralléle j’ai eu la chance d’étre entourée par des personnes de qualité qui
ont transformé ces difficultés a de bonnes legons et expériences, mais sans leur participation le
travail n’aura jamais été réalisé. Je profiterai de ce coin de ma these de leur exprimer ma
gratitude et ma reconnaissance, malgré que les mots ne soient pas suffisants pour les exprimer.

En premier lieu je tiens a remercier ma directrice de thése Pr. SATTA Dalila, responsable de
la filiere « Génétique moléculaire » a 1’Universitée des Freres Mentouri Constantine 1 et
directrice du laboratoire de Biologie Moléculaire et Cellulaire Univ. Freres Mentouri
Constantine 1. Ses cours de génétique en tronc commun m’ont fait aimer la génétique et m’a
fait décider d’y consacrer ma carriere de recherche. Je la remercie d’avoir accepté de diriger
ce travail, de m’avoir orienté durant toutes ces années et d’avoir cru en moi. Merci pour votre
disponibilite, vos conseils précieux et de votre soutien durant la période de mon stage.

J’adresse mes remerciements les plus respectueux aux membres du jury pour [’honneur qu’ils
me font en acceptant d’examiner cette these :

Tout d’abord j’adresse mon remerciement au Pr. ROUABAH Abdelkader d’avoir accepté de
preésider mon jury de these, de juger ce travail, permettez-moi de vous témoigner ma vive
reconnaissance et mon profond respect.

Merci @ Dr. ROULEAU Etienne, Chef de service de Génétique des Tumeurs a 1’Institut
Gustave Roussy, et la il m’est difficile de trouver les mots qui peuvent exprimer ma gratitude et
ma reconnaissance ; vos multiples qualités : compréhension, respect, positivité et modestie.
Grdce a vous, mon stage est devenu possible malgreé les circonstances pénibles auxquelles j’ai
eté confrontées. Merci d’avoir cru en moi ; votre confiance m’a poussé a continuer jusqu’ au
bout pour en étre digne. Merci aussi de m’avoir initié aux nouveautés dans le monde de la
Génétique et de la Biologie Moléculaire en général. J espere que ce travail sera juste le début
d’une série d’autres travaux en collaboration.

Merci au Pr. VIALARD Frangois pour son aide lors de la recherche du stage et pour son
soutien pratique fort.

Merci au Pr. ABADI Norreddine, Directeur du laboratoire de Biologie et Génétique
Moléculaire d’avoir accepté d’examiner notre these, et de nous avoir donné [’opportunité
d’effectuer ’extraction d’ADN au sein de son laboratoire.

Merci a Dr. CHAOUI-KHEROUATOU Naouel, Maitre de Conférences A a I’Université
Fréres Mentouri Constantine 1, pour qui j’ai le plus grand respect, d’avoir accepté de faire
partie de mon jury. C’est la personne a qui je me suis adressé lors du choix de ma spécialite,
et vos conseils sont restés ancrés dans ma téte et m’ont rassuré que j étais sur le bon chemin.
Votre professionnalisme et rigueur m’ont toujours impressionné et je suis sure que Vos
remarques vont valoriser mon travail.



Mercia Dr. REZGOUNE-CHELLAT Dijalila, je suis ravie que vous fassiez partie de mon jury,
durant notre Licence et Master vous avez eu une présence importante, nous avons appris
enormément grdce a vous, je respecte beaucoup en vous votre sérieux et travail raffiné. J’ai
hate de discuter mon travail avec vous et bénéficier de vos conseils.

Je tiens a remercier un grand Monsieur qui a marqué sa présence et son soutien des le premier
Jjour que je l’ai sollicité pour un stage au sein de sa structure La clinique Alfarabi a Annaba,
c’est Dr. AISSAOUI Mahmoud. Malgré ses responsabilités considérables, il était toujours a
[’écoute et prét a m’aider. Grand merci aussi pour m’avoir aidé a décrocher un stage a Gustave
Roussy. Merci pour votre soutien moral qui a compté énormément pour moi. Merci pour vos
conseils précieux, votre générosite, et votre professionnalisme, c’était un grand honneur de
travailler avec vous.

Merci a SAULINIER Patrick, Laboratoire de Recherche Translationnelle (LRT), Unité de
Biologie moléculaire « BMO » Institut Gustave Roussy, de m’avoir dirigé durant mon stage et
de m’avoir aidé a analyser mes données. Merci, Patrick pour ta disponibilité, ton suivi continu,
la bonne ambiance que tu as veillé a toujours maintenir. Merci de m’avoir appris les bases et
les bonnes manieéres a tenir dans un laboratoire. Merci pour votre professionnalisme, votre
sympathie et gentillesse.

Je tiens aussi a remercier Dr. LACROIX Ludovic de m’avoir accepté au sein de son service,
et a Mme JACQUES Nathalie pour ses efforts fournis pour le bon déroulement de mon stage.

Merci a Pr. OUDJEHIH Messaouda, Médecin chef du service d’épidémiologie a Batna, pour
son aide considérable dans la partie statistique et d’avoir mis gracieusement a ma disposition
sa base de données de témoins pour pouvoir réaliser une étude comparative. Merci pour votre
disponibilite, vos encouragements et votre générosité remarquable.

Merci au Pr. BEDDAR Leila, médecin-chef du service d’anatomopathologie, CHU de
Constantine, de m’avoir permis de travailler dans votre service et d’avoir mis a ma disposition
tout ce dont j’avais besoin. Merci de m’avoir consacré de votre temps précieux, et d’étre
toujours a l’écoute. J'ai appris énormément de choses chez vous.

Merci a Mme DADSI Yasmina, laboratoire de biologie et génétique moléculaire, CHU de
Constantine, pour avoir nous effectuer l’extraction d’ADN, sans votre aide cela aurait été tres
difficile d’avoir une si bonne qualité d’ADN. Merci Madame.

Un grand merci aux BENEVOLES PATIENTS ET TEMOINS qui ont accepté de m aider
dans mon travail de these.

Merci a Dr MAROAUNI Amina, service de pneumologie de Sétif, a Dr. BOUDERSSA Asma,

ancienne maitre assistante au CAC a Annaba, a Dr. HADDAD Bahria, Service de pneumologie

Batna, a Dr. KASSAH LAOUAR Chouaib, CAC de Batna, a Dr. RAMTANI Hacene, Service

de radiologie, la clinique Alfarabi, Annaba, Dr. REBAHI Fayc¢al et Dr. MAKHBOUCHE
Tarek, service de la chirurgie thoraciqgue CHUC, Pr. ABDELLOUCHE Djamel, Médecin-chef
du service anatomopathologie, Sétif, Mme GHALEM Habiba, service de pneumologie de Sétif,

pour leur aide énorme lors du recrutement des patients.



Merci au Mr. TEBBI Hamid, aux Chefs de service de chirurgie, CHU Batna et CHU
Constantine, au Pr. SALHI Nawel, Service d’hématologie, aux équipes des Centres de
transfusion sanguine CTS, des wilayas de Sétif et de Batna, a Mme BOUCAHAMA Zahia et
Mme GHELLOU Sara, CHU Sétif, Mme ZERDOUMI Hana, CHU Constantine. Mr
BOUABELLOU Faicel, CHU Constantine, pour leur contribution considérable lors de
recrutement des témoins.

Merci aux personnelles médical CAC d’Annaba, a leur téte Mme DEHBI, Dr BOULOUH et
surtout I’équipe des infirmiers (années 2015-2016) qui ont participé dans le recrutement des
témoins, je salut en vous votre amour du meétier, votre curiosité scientifique et votre
enthousiasme.

Merci a Dr. ABDELALI Mohamed Lamine, département de physique Constantine, a Dr.
LAKEHAL Abdelhak, service d’épidémiologie CHUC, merci Dr. BOUHEDJAR Khalid,
Service de bio-informatique et biostatistique, Centre de Recherche en Biotechnologie CRBT,
au Pr. HAMIDECHI Hafid, Université Constantinel, a Mr. BEN AOUN Rafik, CHU Batna,
pour l’analyse des données du tabac.

Merci a Dr. HIRECHE Ahmed, notre conseiller, toute option : statistique, biologie, génétique,
analyse de données, discussion ... en attendant de découvrir d’autres options, merci Merci a
Mme BOUDOKHANE Ibtissem pour son aide, conseils et partage.

Merci Pr SIFI Karima, Laboratoire de Biologie et Genétique Moléculaire, Univ. Constantine
3Pr. ZOUGHAILECHE Djamel, ancien médecin-chef du service d’Epidémiologie,
Constantine, Pr. FILALI Taha, médecin-chef du service d’Oncologie, Constantine, Pr
MOUMENI Abdelhak, médecin-chef du service de Pneumologie, Sétif, Pr. DJEBBAR
Abdelmadjid, médecin-chef du service de Pneumologie, Batna, Pr. MESSAADI Med Salah,
médecin-chef du service de Pneumologie, Pr. DJEDDI Hanane, médecin-chef du service
d’Oncologie d’Annaba, a Pr. BENBRAHIM Wassila, médecin-chef du service CAC, Annaba,
Merci a tous pour m’avoir accepté dans vos services.

Je remercie Pr MADACI Ibrahim pour sa disponibilité «surtout coté administratif ».

Merci a Dr. TAYEB Abderahmane, service de la pneumologie, Constantine, qui était la
personne a qui je me diriger quand je rencontre n’importe quel type de probleme au CHU de
Constantine. Merci, Abdou, pour ton aide et pour ta disposition durant toutes ces années.

Une pensée a Mme BOUMECHOUNE Saliha, service de chirurgie thoraciqgue CHUC, la
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Introduction

Le cancer bronchique primitif (CB) est un des fléaux contemporains en continuelle
augmentation occasionnant d’importants ravages a travers le monde avec une incidence de plus
d’un million de nouveaux cas par an [1]. Le CB représente prés de 20% des cancers chez
I’homme. Cette maladie est le plus souvent diagnostiquée a un stade avancé, car souvent
asymptomatique, elle est la premiere cause de mortalité liée aux cancers [2], [3].

Le CB se développe le plus souvent a partir des cellules des bronches. Nous distinguons deux
grands types de CB : les cancers bronchiques non a petites cellules (CBNPC) qui représentent
environ 80 %, et les cancers bronchiques a petites cellules (CPC) seulement moins de 20 % des
CB. Ces deux types histologiques de cancer différent par leur présentation, leur évolution, leur
pronostic et leur traitement [4].

Le CB, a cause de son impact sur les populations, fait I’objet d’une attention soutenue qui a
permis de rendre disponible des méthodes thérapeutiques pour sa prise en charge.

Grace a l'appui de données épidémiologiques analytiques, le comportement tabagique est
identifi¢ comme le facteur de risque principal et incontestable des CB [5]. De plus, 1'exposition
professionnelle et environnementale (I’amiante, le radon, le nickel, le chrome, 1’arsenic, le
plomb, les radiations) peut causer ce cancer [6], [7]. Ces facteurs environnementaux sont

reconnus, agissant souvent comme facteurs synergiques avec le tabac.

Toutefois, la présence de certains ou méme de tous ces facteurs de risque ne débouche pas
nécessairement sur ’apparition du CB. A titre d’exemple, seulement <20 % des fumeurs
développent un CB, en plus du groupe des non-fumeurs qui meurent a cause d’un CB [8]-[10].
Les avancées de la génétique et des techniques de biologie moléculaire ont montré que certaines
personnes ont une plus grande probabilité de développer un CB a cause de leur configuration
génétique [11]. De plus, I’existence d’un antécédent familial de CB ou d’autres types de cancer
augmentent le risque de développer ce cancer. Chez les personnes qui sont génétiquement
prédisposées, le tabagisme et d’autres facteurs environnementaux augmentent ultérieurement
le risque ; cela suggere que le CB est une maladie multifactorielle qui résulte d'interactions
complexes avec de nombreux facteurs génétiques et environnementaux.

La prédisposition génétique aux maladies est un facteur de risque qui occupe de plus en plus de
place dans I’investigation et 1’exploration en mati¢ére de cause a effet. La recherche et
I’identification des altérations géniques par biologie moléculaire sont donc essentielles dans la
prise en charge des patients. Cela pourrait permettre de donner le traitement le plus adapté a

chacun en fonction du profil moléculaire de sa tumeur.



L’implication importante de la génétique, et plus particulicrement le séquencage des genes
extraits de tumeurs montre une trés importante variété d’altérations génétiques se concentrant
sur une quinzaine de geénes. Parmi eux, les génes KRAS, EGFR et BRAF sont les plus
fréquemment mutés avec des incidences respectives d’environ 30%, 10% et 5%. D’autres
altérations telles que le réarrangement du géne ALK ou ROS1 sont également impliquées avec
des fréquences variant de 1 a 7% selon les études [12], [13]. Toutes ces altérations sont
généralement mutuellement exclusives et celles-ci sont le plus souvent des mutations
activatrices des génes codant des récepteurs aux facteurs de croissance (EGFR, ERBB?2), ou
activatrices des genes codants pour des protéines de signalisation (KRAS, BRAF, MAP2K1,
NRAS, HRAS) [12], [13]. Des études d’association génétique Pan génomiques (Genome Wide
Association, GWAS) ; qui servent a étudier les associations génotype — phénotype ; et plusieurs
autres ¢tudes et méta-analyses ont été réalisées dans le but de rechercher des polymorphismes
ou SNP (pour Single Nucleotide Polymorphism) de prédisposition au CB [14]-[17]. Selon de
nombreux auteurs les génes TERT, CHRNAS et OGGI sont parmi les génes les plus marquants

dans la prédisposition au CB.

TERT, codé par le gene TERT, est I’un des principaux composants de la télomérase ; c’est une
transcriptase inverse qui peut ajouter une séquence nucléotidique (5'-TTAGGG) a I’extrémité
des télomeéres [18]. La région promotrice de TERT, située aux positions c.124: C> T et ¢.146:
C>T, est considérée comme un élément régulateur de ’activité télomérase [19].

Le géne OGGI est situé sur le chromosome 3p26.2. Sa protéine est une enzyme de réparation
de I’ADN, ayant a la fois des activités ADN glycosylase et AP lyse (lyase du site apurinique ou
apyrimidinique) pour éliminer la 1ésion 8-hydroxyguanine (8-0xoG) produite par les especes
réactives de I’oxygene [20].

Les genes CHRNA codent pour des protéines qui forment des récepteurs qui se lient a la nicotine
et a ses métabolites [21]. Dans une vaste étude GWAS, Hung et al (2008), [15] ont trouvé une
forte association de risque entre le CB et le SNP 1516969968 CHRNAS, il se traduit par la
substitution de I’arginine en acide aspartique au niveau d’un codon hautement conserve, le
codon 398 (D398N) de la protéine CHRNAS.

Notre theése s’inscrit dans une investigation des altérations moléculaires pouvant
¢ventuellement établir un effet de causalité avec ce cancer et les facteurs de risque
environnementaux. Ainsi nous nous sommes intéressés dans notre travail a I’aspect génétique
du CB en analysant les genes susceptibles d’€tre impliqués dans la prédisposition de

I’apparition de ce cancer, et plus particuliecrement les trois SNP de trois génes cités



précédemment, TERT (région promotrice rs2853669, c.-124C> T, c.-146C > T), OGGI
(rs1052133) et CHRNAS (rs16969968) [14]-[17]

Par ailleurs, nous avons étudié le profil épidémiologique, clinique, anatomopathologique, et
moléculaire du CB dans la population de I’Est algérien. Pour cela, les objectifs de nos travaux
soit de type cas témoin subdivisée en deux volets distincts. En premier, nous avons réalisé une
¢tude statistique transversale pour mettre en évidence ’association de certains facteurs de
risque. Le deuxiéme volet consiste en la réalisation d’analyse moléculaire de pour évaluer
d’éventuelles relations entre les polymorphismes de 12853669 TERT, rs16969968 CHRNAS et
rs1052133 OGGI et le cancer bronchique.
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La respiration est un processus physiologique permettant les échanges gazeux entre le
sang et le milieu extérieur : elle approvisionne 1'organisme en oxygene, et libére du dioxyde de
carbone. L’appareil respiratoire est le siege de la fonction respiratoire. Les globules rouges sont
responsables du transfert des gaz (O2 et CH2) dans tout le corps par le biais d’hémoglobine. La
respiration passe par cinq €tapes distinctes : la ventilation pulmonaire, 1’échange gazeux
alvéolo-capillaire, le transport des gaz (02 et CO2) par le sang, échange gazeux
hématocellulaire et la respiration cellulaire. L activité cellulaire nécessite I’ATP, pour cela les

cellules dégradent du glucose en présence de 1’02 selon I’équation :
C6H1206 (Glucose) + 602 ——» 6CO2 + 6H20 + ATP
En plus de I’échange gazeux, I’appareil respiratoire assure d’autres fonctions :

La régulation du pH du sang : par la concentration du CO2 dans le sang

La production de la voix et la parole : dii au mouvement de 1’air dans les plis vocaux.
L’olfaction : la sensation d’odeur se produit lorsque les molécules aéroportées sont attirées
dans la cavité nasale.

La protection : Il fournit une protection contre quelques microorganismes en empéchant leur

entrée dans le corps ou en les expulsant a I’extérieur ou les dégradant [22]-[25].

1. L’appareil respiratoire
1.1. Les poumons
Ce sont les organes de la respiration ou se passent les échanges gazeux. Ils forment une paire:
droit et gauche. Le médiastin est la région située entre les poumons. Les poumons sont
constitués de deux lobes a gauche et trois a droite, séparés par des scissures. Les lobes
pulmonaires se subdivisent a leur tour en segments pulmonaires et posseédent chacun leur artere,
leur veine et leur bronche segmentaire propres.[4] Chacun des deux poumons est desservi par

une bronche souche qui se divise en bronches lobaires qui se divisent en bronchioles-

- Chaque poumon est entouré de pleévre et rattaché au médiastin par des liens vasculaires et
bronchiques formant la racine du poumon. Les faces antérieure, latérale et postérieure des
poumons sont en contact étroit avec les cotes et déterminent un plan courbé appelé face costale
du poumon. L’extrémité supérieure du poumon, en pointe, est appelée apex du poumon ; elle
est située a I’arriére de la clavicule et au-dessus de la premiére cote. La face inférieure, concave,

est nommeée base du poumon, et elle repose sur le diaphragme [4], [23], [26].
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- La face médiastinale de chaque poumon porte une dépression, le hile du poumon, ou pénétrent
les vaisseaux sanguins des circulations pulmonaire et systémique, les bronches, des vaisseaux
lymphatiques et les nerfs. Toutes les subdivisions des bronches principales sont enfouies dans

la substance des poumons [4].

1.2. L’anatomie
L’appareil respiratoire est composé des voies aériennes, des poumons, de la plévre, le systéme
circulatoire pulmonaire et des muscles respirateurs insérés sur la paroi thoracique [4]. (Figure

01)
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Figure 01 : ’anatomie de I’appareil respiratoire [27]-[30].

1.2.1 Les voies aériennes

Les voies aériennes sont I’ensemble des voies que I’air emprunte pour aboutir aux poumons.
Elles ont un role clé dans I’adaptation de la température et I’humidité de 1’air inspiré a celles
du corps et elles jouent le role d’un filtre grace aux cellules ciliées, mucus et la toux. Elles sont

constituées des voies aériennes supérieures et voies aériennes inférieures [23].
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Les voies aériennes supérieures

Elles sont situées dans la face et le cou et comprennent les fosses nasales et les sinus paranasaux,

le pharynx, le larynx. Ces voies sont formées de structures tubulaires flexibles [4].
Les voies aériennes inférieures

Elles sont situées dans le cou et le thorax. Elles commencent par le larynx, et se continuent par
la trachée dans le thorax, pour se diviser en deux bronches primaires ou principales. Ces

dernieres se divisent en branchements (une vingtaine) pour se terminer dans les alvéoles [23].

1.2.2. Les bronches, bronchioles et alvéoles

- La bronchiole terminale est la partie distale terminale des voies de conduction, et elle est le
sicge des échanges gazeux. Cette derniére se divise en ramifications courtes appelées
bronchioles respiratoires, car leur paroi contient des alvéoles. Chaque bronchiole respiratoire
se divise en segments appelés canaux alvéolaires sur lesquels s’ouvrent des sacs alvéolaires et

des alvéoles [23].

- Les alvéoles sont la structure de base du poumon et le siége de 1’échange gazeux. Elles sont
au nombre de 300 millions dans les deux poumons donc la surface totale d’échange entre 1’air
et le sang est d’environ 100 m2 (un terrain de tennis). Leurs parois trés fines sont d’un c6té en
contact avec I’air et de I’autre avec les capillaires pulmonaires. Cette membrane est perméable
aux gaz. La membrane alvéolaire sécréte le surfactant, qui est un phosphoglycéride qui
maintient I’humidité des alvéoles (nécessaire aux échanges gazeux), et évite leur affaissement

et facilite I’expansion pulmonaire. C’est ce qui permet 1’¢lasticité pulmonaire [4], [23], [31].

1.3. L’histologie
Le tissu pulmonaire est macroscopiquement homogeéne spongieux. Il est tapissé par un
revétement respiratoire pseudostratifié cilié associant trois types cellulaires principaux : des

cellules épithéliales ciliées, des cellules mucosécrétantes et des cellules basales [23].

- La muqueuse bronchique contient aussi de rares cellules neuroendocrines porteuses de
granules de type neuro-sécrétoire. De nombreuses glandes sous-muqueuses muco- sécrétantes
sont distribuées tout le long de I’axe trachéo-bronchique a I’exception des bronchioles [23],

[24], [32].
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- La bronchiole terminale posséde un revétement cylindrique cilié dépourvu de cellules
caliciformes, mais contenant de rares cellules non ciliées appelées cellules de Clara. Ces

derniéres forment le type cellulaire principal de 1’épithélium des bronchioles respiratoires.

- Les parois alvéolaires (cloisons ou septums alvéolaires) sont constituées, en allant du sang
vers Iair alvéolaire, des éléments suivants : I’endothélium capillaire, une membrane basale, le

tissu conjonctif et 1’épithélium alvéolaire [23].

- Le tissu conjonctif voisin forme dans les parties les plus épaisses des cloisons alvéolaires,
I’espace interstitiel, contenant de fines fibres élastiques, de petits trousseaux de fibres
collagenes, de rares cellules fibroblastiques, musculaires lisses, des mastocytes et de trés rares
lymphocytes et histiocytes. Les cloisons alvéolaires ne sont pas continues, mais perforées par

de multiples pores de Kohn [23].
- L’¢épithélium alvéolaire est formé d’une couche continue de cellules de deux types :

Les pneumocytes de type I (ou pneumocytes membraneux ou cellules de Clara) aplatis,
tapissant 95% de la surface alvéolaire.
Les pneumocytes de type II responsables de la synthése de surfactant, possedent un noyau

volumineux nucléolé, et un cytoplasme éosinophile abondant avec de fines vacuoles claires

[31]. (Figure 02)
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Figure 02 : Sacs alvéolaires, alvéoles et pneumocytes I et IT [32].

2. Le cancer bronchopulmonaire
2.1. Généralités sur le CB

Le CB est une tumeur pulmonaire maligne caractérisée par une croissance cellulaire
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incontrolée dans les tissus pulmonaires. Cette croissance peut se propager aux tissus voisins
ou a d'autres parties du corps si elle n'est pas traitée. Le CB primitif est un probléme de santé
publique majeur, son pronostic est sombre, avec une survie a 5 ans inférieure a 15%, tous types
et tous stades confondus. Le paradoxe de ce cancer est qu’il fait des ravages alors qu’il est
accessible a la prévention primaire, vu que son principal facteur de risque, le tabac, soit
clairement identifié¢ et évitable. La plupart des CB sont des carcinomes dérivés de cellules

¢pithéliales [33], [34].

1.2 Les signes et les symptomes du CB

Aucun signe ou symptome ne permet de diagnostiquer spécifiquement le CB [35], [36].
Certains symptomes observés chez les patients atteints de CB se retrouvent également chez les
personnes qui fument ou qui souffrent d'autres troubles, y compris des infections des voies
respiratoires supérieures. Les signes et symptomes sont liés a la taille et a I'emplacement de la

tumeur primaire et a la présence d'une maladie métastatique.

2.2.1 Les symptomes d’un CB primitif

Les symptomes courants comprennent la toux, 1'hémoptysie, la respiration sifflante et la
dyspnée, bien qu'il ne soit pas rare qu'une 1ésion soit découverte par radiographie thoracique
chez un patient asymptomatique. Des symptomes supplémentaires peuvent apparaitre lorsque
les 1ésions s'agrandissent et commencent a se propager. La croissance dans une bronche conduit
souvent a une toux et une respiration sifflante et produit parfois du stridor. L'hémoptysie est
généralement lIégere et consiste en des expectorations striées de sang. L'obstruction des voies
respiratoires peut également entrainer une pneumonie et de la fievre. L'atteinte d'une plévre
peut produire une douleur pleurétique, ainsi qu'un épanchement pleural. Les signes
supplémentaires associés a la propagation locale comprennent le syndrome de la veine cave
supérieure (avec cedéme au visage, au cou et aux épaules), di a la compression de la veine cave
supérieure par une tumeur grossissante, et le syndrome de Pancoast (douleur a 1'épaule ou au
bras), di a la compression du plexus brachial par extension d'une tumeur apicale.
L'¢largissement de la tumeur ou des ganglions médiastinaux peut entrainer une pression sur le
nerf laryngé, entrainant un enrouement. Diverses paralysies nerveuses peuvent ¢galement

survenir [37].

2.2.2 Les symptomes d’un CB dans le cas d’une métastase
Les symptomes de la maladie métastatique sont liés a I'emplacement de la tumeur. Les sites les
plus courants de métastases a distance sont le foie, le cerveau, les os et les glandes surrénales.

Les patients atteints d'une atteinte cérébrale peuvent avoir des maux de téte, une diminution de

8
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la capacit¢ mentale, des convulsions et méme des signes d'encéphalopathie. Les I€sions
osseuses sont généralement trés douloureuses. Les 1ésions hépatiques peuvent entrainer des
douleurs abdominales et éventuellement une jaunisse. Les symptomes non spécifiques de la
maladie métastatique comprennent la fatigue et la perte de poids. L’implication d'une plévre

peut produire une douleur pleurétique, ainsi qu'un épanchement pleural [37].

2.3. Le traitement du CB

Trois types de traitements sont utilisés en premiére intention pour traiter les CB : la chirurgie,
la radiothérapie et les traitements médicamenteux (chimiothérapie conventionnelle, thérapies
ciblées, immunothérapie). Ces traitements peuvent tre utilisés seuls ou associer les uns aux
autres.

Les CBPC sont caractérisés par leur mauvais pronostic leur temps de doublement court et leur
chimiosensiblité primaire ; ils ne relévent pas d’un traitement chirurgical [34], [38].

Les CBNPC peuvent relever d’une chirurgie d’exérése pour les cancers localisés, d’une
radiothérapie pour les cancers localement avancés et d’un traitement systémique
(chimiothérapie, thérapie ciblée, immunothérapie) pour les cancers métastatiques [34].

Le choix de la stratégie thérapeutique dépend du type histologique, du stade de la maladie et
de I’état clinique du patient. Dans tous les cas, une aide au sevrage tabagique est nécessaire
[34]. Les soins de support doivent étre systématiques des le diagnostic. Une évaluation
moléculaire a la recherche d’une mutation de /’EGFR, et d’un réarrangement de ALK ou de
ROS1, est recommandée pour les adénocarcinomes de stade I'V. Les décisions thérapeutiques

doivent étre validées en réunion de concertation pluridisciplinaire [38].

2.3.1. La chirurgie d’exérese
Il s’agit du seul traitement curatif du CBNPC, il ne s’envisage que dans la situation ou 1’on
peut espérer une exérese tumorale compléte et cela concerne tous les stades I et I, certains
stades IITA et exceptionnellement les stades IV avec métastase unique accessible a la
chirurgie. Lors de I’intervention, il est indispensable de réaliser un curage ganglionnaire
médiastinal homolatéral, permettant de réaliser une classification TNM postopératoire pTNM

[34].

2.3.2. La chimiothérapie
Les agents les plus utilisés sont les sels de platine, la vinorelbine, la gemcitabine, les taxanes,
I’etoposide et I’ifosfamide. Il existe aussi les thérapeutiques ciblées (inhibiteurs des récepteurs
tyrosine-kinase et anti VEGF). Des médicaments sont en cours d’évaluation ou

d’homologation pour le CB [31].
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2.3.3 La radiothérapie
La radiothérapie est un traitement localisé des cancers. Elle utilise des rayonnements ionisants

pour détruire les cellules cancéreuses en les empéchant de se multiplier [34].

2.3.4 L’immunothérapie
C’est un nouveau traitement visant a stimuler les défenses immunitaires du patient contre les
cellules cancéreuses. Cette thérapie est aujourd’hui intégrée dans divers protocoles

thérapeutiques [31].

2.3.5. La thérapie ciblée dans le CB

C’est une thérapie qui cible les voies de signalisation impliquées dans la croissance et la survie
des cellules cancéreuses. Ce changement de perspective est lié a la connaissance sans cesse
approfondie de ces mécanismes, qui trouve ainsi une conséquence thérapeutique importante.
Ce domaine agit sur trois étapes différentes de la division cellulaire : I’inhibition du signal de
transduction cellulaire, I’inhibition de 1’angiogenése, et la modulation de 1’apoptose. Un
nombre croissant d’agents ciblant ces voies de signalisation est actuellement disponible sur le
marché ou en cours de développement, pour le CB les marqueurs moléculaires les plus étudiés
sont :

e Une mutation activatrice de genes de récepteurs de facteurs de
croissance (EGFR , HER2) et des voies de transduction intracellulaires
KRAS/BRAF/IMEK et PIK3CA/AKT/mTOR.

e Une translocation des génes ALK, ROS1, et RET.

e Des amplifications de génes ou une surexpression de protéines membranaires (MET)
[39].

Cliniquement, les molécules approuvées et utilisées en routine dans le traitement des CBNPC
sont des anti-EGFR et anti-ALK.
D’autres marqueurs moléculaires sont utilisés dans la thérapie ciblée : HER2, RAS, MET,

mTOR, ROS1 et RET [39]. (voir Annexe 01)

2.4. Le pronostic du CB
Le pronostic du CB est tres péjoratif, il est la premiére cause de mortalité par cancer en Algérie
et dans le monde. La fréquence d’incidence du CB est proche des fréquences de la mortalité.

La survie est a 5 ans tous stades confondus : 10% [34].

2.4.1. Le pronostic du CBNPC

Le CBNPC est un cancer de mauvais pronostic. Guérison possible uniquement en cas

10
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d’exérese chirurgicale compléte, rarement réalisable, car 70% des CBNPC sont diagnostiqués
aux stades Il ou IV.

La survie moyenne a 5 ans dépend du stade :

70% pour stade 1A,

55% pour IB et IIB,

40% pour 1IB,

25% pour IIIA,

-5% pour stade I11B ou IV [34].

2.4.2. Le pronostic du CBPC

Son pronostic est beaucoup plus péjoratif que celui du CBNPC, a cause de rechutes quasi
in¢luctables mémes aprés rémission complete. Il se caractérise par I’apparition d’une
chimiorésistance. La survie moyenne a 5 ans dépend de la tumeur si elle est localisée au thorax
ou disséminée, les fréquences sont 15% (médiane de survie 18 mois) et moins de 5% (Médiane

de survie 9 mois), respectivement [34].

3. L’oncogenése du CB

Le cancer primitif du poumon se développe a partir des cellules constituant les bronches,
moins souvent a partir des cellules des bronchioles ou des alvéoles pulmonaires pour cela
nous parlons du cancer bronchique ou bronchopulmonaire plutét que du poumon.

Apres des dizaines d’années d’exposition répétée aux multiples carcinogénes inhalés
contenus dans la fumée de tabac ou autres origines, des cellules de la muqueuse respiratoire
peuvent accumuler de nombreuses mutations et des modifications cytogénétiques ou/ et
épigeénétiques qui induisent la répression des geénes suppresseurs de tumeurs (Rb, p53) et/ou
I’activation des oncogeénes (myc, EGFR, VEGF) conférant progressivement un phénotype
malin a des cellules bronchiques [4], [38], [40]. Cependant, seul un petit nombre de ces 1ésions
progressent vers un cancer invasif et la majorité d’entre elles restent latentes et méme
régressent. Il y a peu de données informatives concernant la séquence des altérations

génétiques conduisant au CB.

4. L’histopathologie du CB

L’analyse histologique systématique des résections chirurgicales du CB a permis de confirmer
I’existence d’un vrai continuum lésionnel au niveau de 1’épithélium de 1’arbre bronchique,
allant de I’hyperplasie basale au carcinome invasif en passant par des stades de métaplasie

malpighienne, dysplasie légere, modérée et sévere, puis de carcinome in situ [41].
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La plupart des CB sont des carcinomes (les autres types histologiques représentent moins de
1 % des cas). Ces carcinomes se développent a partir de 1’épithélium bronchique des voies
respiratoires larges et moyennes, et des alvéoles pulmonaires [41]. La classification
histologique du carcinome pulmonaire repose sur la composante la plus différenciée, c’est-a-
dire se rapprochant le plus du tissu normal (malpighies, glandulaire ou neuroendocrinienne)

[23]-[25].

4.1. La classification histopathologique de ’OMS
La classification histopathologique de I’OMS qui a été présente depuis les années 1950 est
une classification qui a pour but la classification des tumeurs en se basant principalement sur
leurs caractéristiques microscopiques, des types cellulaires identifiables morphologiquement
et des aspects histologiques tels qu'ils sont observés en microscopie optique a l'aide de
techniques de coloration classiques. Cette classification permet de délivrer un diagnostic
aboutissant a ’inclusion des patients dans des protocoles thérapeutiques et sert de base

aux études épidémiologiques et biologiques [42].

Des versions mises a jour de cette classification sont publiées régulicrement dans le but
d’inclure les nouvelles connaissances obtenues grace aux études et des techniques qui visent
a mieux connaitre et préciser le type histologique et en plus qui cherchent de nouvelles cibles
thérapeutiques plus personnalisées et efficaces. La plus récente révision de la classification
histopathologique OMS du CB est publi¢e en 2015 [40], [43], [44].[45]. Les changements
majeurs sont I’ajout d’un nouvel accent sur les études génétiques, en particulier l'intégration
des tests moléculaires pour aider a personnaliser les stratégies de traitement pour les patients
atteints d'un CB avancé, [40], [43]-[46]. Les détails de la classification OMS 2015 sont

présents dans les Annexes 02 - 04.

4.2. Les principaux types histologiques du CB

4.2.1. Les carcinomes non a petite cellule (CBNPC)
IIs sont généralement sous-catégorisés en adénocarcinome (ADK), carcinome épidermoide
(EPD) et carcinome a grandes cellules [47].

e Les adénocarcinomes (ADK)

IIs sont la classe majoritaire des CBNPC avec 40 a 50%. Les ADK sont localisés
préférentiellement en périphérie du poumon, mais ils peuvent aussi étre proximaux. En IHC,
ces cancers sont classiquement positifs pour un marquage par le Thyroid Transcription Factor-

1 (TTFI). Ils sont associés a une mutation d’EGFR dans 10% des cas, a un réarrangement de
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ALK dans 5% des cas et a un réarrangement de ROS! dans 1% des cas [38], [48], [40], [49].
Les détails de la classification des ADK sont en Annexe (2.

e Les carcinomes malpighiens ou épidermoides (EPD)

Les EPD sont des tumeurs de localisation proximale préférentielle (bronches lobaires ou
segmentaires) [38]. Les carcinomes malpighiens sont qualifiés de bien, moyennement ou peu
différenciés. Ce type histologique représente approximativement 30% des CB [32], [47].
(Annexe 02)

e Les carcinomes a grandes cellules

Le groupe des carcinomes a grandes cellules ne peut étre diagnostiqué que dans une tumeur

réséquée chirurgicale [43].

4.2.2. Les carcinomes neuroendocrines ou a petites cellules (CPC)
Cette catégorie représente des tumeurs neuroendocrines de haut grade constituées de cellules
de petite taille. Ils représentent 20% des carcinomes pulmonaires [23], [31], [38]. (Annexe
03)
En plus des deux grands types histologiques principaux (CBNPC) et (CBPC). D’autres types

histologiques rares sont existants. (Annexe 02)

5. La Classification pathologique TNM/AJCC 8e¢m* édition (2017)
Le systéme TNM est la classification de référence pour les cliniciens et les pathologistes pour
¢valuer I'ampleur de la propagation d’un cancer, régulicrement révisé depuis 1950 [50], [51].
Elle permet de définir le stade histopathologique d’extension d’une tumeur aprés examen
macroscopique et microscopique de la piéce de résection (Tableau I et IT). De méme que la
classification histologique, le systétme pTNM est une base indispensable pour la mise en place

de protocoles thérapeutiques adéquats, mais aussi a toute étude épidémiologique [23], [25].
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Tableau 1. La classification TNM 2017 [38], [51]

Tumeur primitive (T)

Tx : Tumeur ne peut étre évaluée sans visualisation de la tumeur par des examens
endoscopiques ou d’imagerie.

TO : Pas d’évidence de tumeur primitive.

Tis: Carcinome in situ.

T1 : Tumeur < 3 cm dans sa plus grande dimension, viscérale, sans évidence.

Tla: Tumeur < 1 cm dans sa plus grande dimension.

T1b : Tumeur > 1 cm, mais <2 cm dans sa plus grande dimension.

Tlc : Tumeur > 2 cm, mais < 3 cm dans sa plus grande dimension.

T2 : Tumeur > 3 cm, mais < 5 cm dans sa plus grande dimension,

T2a : Tumeur > 3 cm, mais <4 cm dans sa plus grande dimension.

T2b : Tumeur > 4 cm, mais < 5 cm dans sa plus grande dimension.

T3 : Tumeur > 5 cm, mais <7 cm.

T4 : Tumeur > 7 cm avec :

- Présence d’un ou plusieurs nodules tumoraux distincts dans un lobe homolatéral (différent
de celui de la tumeur primitive).

- Envahissement direct d’une des structures suivantes : diaphragme, médiastin, coeur, gros
vaisseaux, trachée, nerf récurrent, cesophage, corps vertébral, caréne.

Envahissement ganglionnaire (N)

Nx : L’envahissement ganglionnaire n’a pas pu étre évalué.

NO : Absence d’envahissement ganglionnaire.

N1 : Métastase aux ganglions péribronchiques et/ou hilaires homolatéraux.

N2 : Métastase aux ganglions médiastinaux et/ou aux ganglions sous-carénaires.
N3 : Métastase aux ganglions médiastinaux controlatéraux et/ou aux ganglions sus-
claviculaires, homo et controlatéraux.

Meétastases a distance (M)

Mx : les métastases a distance n’ont pas pu étre évaluées.

MO : Absence de métastase a distance.

M1 : Présence de métastase(s) a distance.

MIla : Nodule(s) tumoral(aux) distinct(s) dans un lobe controlatéral ;
M1b: Métastase extrathoracique unique.

MIc : Métastases extrathoraciques multiples, intéressant un ou plusieurs organes.
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Tableau II : Les quatre stades TNM du CBNPC et la survie a 5 ans [38], [51].

Stade | T N M Surviea 5 Surviea s
ans ans
cTNM pTNM
1A1 T1a NO MO 92% 90%
IA2 | T1b NO MO 83% 85%
IA3 | T1c NO MO 77% 80%
IB T2a NO MO 68% 73%%
1A T2b NO MO 60% 65%
1IB T1a-c N1 MO 53% 56%
T2a-b N1 MO
T3 NO MO
A | Tla-c N2 MO 36% 41%
T2a-b N2 MO
T3 N1 MO
T4 NO-1 MO
B | Tlac |[N3 | MO 26% 24%
T2a-b N3 MO
T3-4 N2 MO
c T3-4 N3 MO 13% 12%
IVA | ToutT | ToutN | Mia-b 10%% -
IVB | ToutT | ToutN | Mic 0% -

6. L’épidémiologie du CB

Le taux du CB a augment¢ rapidement, jusqu’a devenir un probléme majeur de santé publique
mondiale, il se situe, par sa fréquence, au ler rang chez I’homme et au troisiéme rang chez la
femme [1], [52]. Les grandes tendances épidémiologiques démontrent une augmentation de la

proportion de femmes, de sujets jeunes d’ADK et de non-fumeurs [53]-[56].

6.1. L’épidémiologie descriptive

L’incidence et la mortalité

e Dans le monde
Le CB est le cancer le plus fréquent a travers le monde, avec un nombre de nouveaux cas estimé
2 millions en 2018 (soit 11,6 % du nombre total de cancers) et un nombre de déces estimé de

1,7 million (soit 18,4 % du nombre total de déces) [1]. (Figure 03)
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Figure 03 : Taux d'incidence estimés du CB standardisé¢ sur I'age (monde) en 2020, les deux
sexes, tous ages [52].

e En Algérie

En Algérie, le cancer s’inscrit aujourd’hui parmi les nouveaux besoins prioritaires en santé
publique menant a un Plan national Cancer 2015-2019.[57] En 2017, le nombre de nouveaux cas
enregistrés pour toutes les localisations chez les deux sexes est de 19033, avec un taux brut de
143,3 pour 100 000 habitants, et un taux standardisé par rapport a la population mondiale de 178,0
pour 100 000 habitants [58].

Le CB est au premier rang chez ’homme suivi par le cancer du cdlon rectum, le cancer de la
prostate et de la vessie. L’incidence du CB est marquée par une augmentation constante chez les
deux sexes. Chez I’homme entre 2014 et 2017, le taux d’incidence brut et I’incidence standardisée
ont presque doublé (en 2014 : 8,6 et 12,4, respectivement / en 2017 : 17,1 et 22,0, respectivement)
[58]. Cette augmentation est concomitante avec 1'augmentation du tabagisme en Algérie, et au 31
décembre 2018, la prévalence quotidienne du tabagisme était de 28,1% pour les hommes et de
0,3% pour les femmes (14,3% pour les deux sexes),[57] alors que la prévalence globale était de
7,7 % en 1978 [57], [59]-[61]. 1l occupe une place intermédiaire entre les pays industrialisés et

les pays arabes [61].

6.2. L’épidémiologie analytique
Bien que les causes du CB soient presque exclusivement environnementales, il est probable

qu'il y ait une variation individuelle importante de la susceptibilit¢ aux carcinogeénes
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respiratoires. Le risque de la maladie peut étre conceptualisé comme reflétant les conséquences
conjointes de l'interrelation entre (1) l'exposition a des agents étiologiques (ou protecteurs) et

(2) la susceptibilité individuelle a ces agents [62].

6.2.1. Le tabagisme actif
Des ¢études récentes montrent qu'environ 15% a 24% des fumeurs a vie contracteront un
CB,[63] et le tabagisme représente plus de 85% des CB dans le monde [64], [65].
L'excés de risque chez les fumeurs par rapport au risque chez les non-fumeurs est de 10 a 20
fois. Le risque relatif global chez les fumeurs refléte la contribution des différents aspects du
comportement tabagique, notamment la consommation moyenne, la durée du tabagisme, le
temps €écoulé depuis le sevrage, 1’age de début, le type de produit du tabac et le schéma
d'inhalation ainsi que 1’ethnie [66].
La durée du tabagisme est le plus fort déterminant dans le risque du CB chez les hommes et
les femmes. Un age précoce de début du tabagisme est associ¢ a un risque ¢élevé de CB au
cours de la vie. L’intensité ou la quantité de cigarettes fumées est aussi significative, mais
pas autant que le nombre d’années de tabagisme. Le risque de cancer est plus important chez
les consommateurs de cigarettes sans filtre que ceux avec filtre. Enfin, les études ont montré
un risque accru avec une inhalation profonde comparativement aux inhalations moyennes
ou légeres [33], [48], [62], [66].
La composition chimique du tabac: La fumée de cigarette est un aérosol (gaz +
particules), constitu¢ de pres de 4000 éléments dont une soixantaine ont été reconnus
cancérigenes pour I’homme par I’Agence Internationale pour la Recherche sur le Cancer
(AIRC) [65], [67], dont approximativement 2500 proviennent du tabac naturel transformé,
tandis que dans le reste on y retrouve toujours la nicotine (responsable de la dépendance),
les goudrons et les agents de saveur, mais il en existe beaucoup d’autres composants, tels
que des gaz toxiques (monoxyde de carbone, oxyde d’azote, acide cyanhydrique,
ammoniac) et des métaux lourds (cadmium, plomb, chrome, mercure), des pesticides et
autres composants organiques [63], [65], [68], [69]. Les carcinogénes les plus puissants sont
les hydrocarbures polycycliques aromatiques (HPA) (comme le benzo-a-pyréne BaP), les
Nnitrosamines (tobacco-specific N-nitrosamines (TSNAs), le plus important la 4-
(méthylnitrosa-mino) -1 (3-pyridyl) -1-butanone (NNK)), et enfin les amines aromatiques

[63], [65], [68], [70].
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L’effet des carcinogénes du tabac : Le tabagisme cause des changements génétiques dans
les cellules pulmonaires, qui conduisent au développement du cancer. Les cancérogenes du
tabac, tel que le NNK et BaP, peuvent se lier a I'ADN et créer des adduits a ADN. Si les
adduits a I'ADN sont réparés par des enzymes de réparation cellulaire, I'ADN revient a son
¢tat normal non endommagg, mais si les adduits persistent pendant la réplication de I'ADN,
un mauvais codage peut se produire, ce qui conduira a une mutation permanente de la
séquence d'ADN [71]. Les cellules dont I'ADN est endommagé ou muté peuvent étre
¢liminées par apoptose. Si les mutations se produisent dans des régions particuliéres de
genes cruciaux, tels que 1’oncogeéne KRAS ou le géne suppresseur de tumeur 7P53, le
résultat peut étre une perte de la régulation normale du contrdle de la croissance cellulaire
et du développement de la tumeur, cette voie est considérée la plus impliquée dans la
carcinogenese par tabac. La nicotine et NNK peuvent également se lier directement a
certains récepteurs cellulaires, conduisant a 1'Activation de la sérine Thréonine Kinase
(AKT) (protéine kinase B), de la protéine kinase A (PKA) et d'autres facteurs [65], [71].
Ceci, a son tour, peut entrainer une apoptose réduite, une angiogenese accrue. D’autres
voies possibles de carcinogenése par tabac ont ét¢ identifiées (par épigénétique, promoteur

de tumeurs, cocarcinogénes) [67], [68]. (Figure 04)
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récepteurs '\-K',I PKT et + A_nglogenésle
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_ Activation Persistance Mutation de
Addiction a |Tabagisme Carcinoge métabolique| Adduits a de I'erreur KRAS, TP53et Cancer
- - — o —_— L] 2 > -
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métabolique Réparation
Excrétion Apoptose
ADN normal POp
Co carlcm&;gemcne, Inactivation de
. ;;]romouo.n ¢ dnmleur, suppresseurs de Carcinogénése
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Figure 04 : Les mécanismes du CB provoqués par le tabagisme [65].

Le Cannabis : La consommation de cannabis serait aussi un facteur de risque du CB. En
effet, la cigarette de cannabis dépose 5 fois plus de goudrons dans le tractus respiratoire

qu’une cigarette avec filtre de taille équivalente et contient de nombreux carcinogenes dont
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les PAHs et phénols a concentration plus élevée que dans la cigarette [3]. Certaines ¢tudes
cas-témoins menées dans 3 pays d'Afrique du Nord ont suggéré un risque de 2,4 fois plus
¢levé de CB chez les hommes apres ajustement en fonction du tabagisme et des expositions
professionnelles [72]. Une étude cas-témoins en Nouvelle-Z¢lande a révélé un risque de
CB 5,7 fois plus ¢levé chez le tiers le plus €levé des consommateurs du cannabis, apres
ajustement pour les variables de confusion [73].
Le Sevrage : Le sevrage tabagique est bénéfique a tout age. Il augmente I’espérance de vie et
il diminue le risque de cancer en comparaison avec les fumeurs. Ainsi, plus la durée de sevrage
est longue, plus le risque du CB diminue. Toutefois, méme pour des périodes de sevrage de 40
ans, le risque du CB chez les ex-fumeurs reste élevé par rapport aux non-fumeurs. En plus,
I’intérét d’arréter de fumer dépend aussi de la durée de tabagisme. En fait, pour une durée
donnée de sevrage, la diminution du risque du CB augmente si la durée de tabagisme diminue

[62].

6.2.2. Le tabagisme passif

Le tabagisme passif est I’inhalation par les non-fumeurs, de la fumée dégagée par un fumeur
c’est un mélange complexe de fumée.

Les preuves épidémiologiques biologiques soutiennent une association causale entre
l'exposition secondaire a la fumée de cigarette et le risque du CB chez les non-fumeurs [74].
Les preuves d'un risque relatif ¢élevé dans les études originales ont été contestées sur la base a
la fois d'une confusion possible due au tabagisme actif, a un régime alimentaire ou a d'autres
facteurs et a un biais de déclaration possible [75], [76]. Cependant, lorsque ces facteurs ont été
pris en compte, l'association a été confirmée, et I'exces de risque était de I'ordre de 20% a 25%
[74], [77]. Des études ont montré un risque augmenté du CB chez les femmes non-fumeuses
mariées a des hommes fumeurs ou c’est le cas aussi des personnes exposées aux fumées de la
cigarette au milieu de leur travail [78], [79].

En revanche, peu de preuves ont été trouvées pour un effet de I'exposition involontaire au

tabagisme chez les enfants [80], [81].

6.2.3 Les risques professionnels

D’autres facteurs environnementaux peuvent augmenter le risque du CB, essentiellement les
expositions professionnelles a des composés carcinogénes, qui augmentent le risque du CB.
Plusieurs études de cas-témoins ont montré que les expositions professionnelles aux facteurs
carcinogenes sont responsables de 9 a 15 % du CB [3], [48], [66].

La distinction entre exposition professionnelle et exposition environnementale aux

19



Etude Bibliographique

carcinogenes est faite en fonction de la proportion des produits dans 1’environnement et
la profession. Il est parfois difficile de prouver une origine professionnelle, c’est
pourquoi ’IARC lista les agents professionnels considérés comme carcinogenes. nous
citons ci-dessous les plus importants :
- L’amiante : C'est le premier des carcinogenes professionnels. Son implication dans
I'émergence des CB a été reconnue universellement des 1950. Doll et al ont observé que
les ouvriers manipulant les textiles ont un risque 10 fois plus que la population générale
de déclarer un CB [82], [83].
- Benzo a Pyrene : il est retrouvé chez les travailleurs exposés au goudron ou a la combustion
de coke,
- Les métaux : comme ’arsenic, le chrome, le cadmium, le béryllium, et le nickel.
- Les éthers de chlorométhyle et le chlorure de vinyle.
- Les Cristaux de silice.

- L’uranium : Une incidence ¢levée de CB a été trouvée chez les mineurs d’uranium
depuis longtemps.
- Le Radon : Des quantités relativement importantes de radon sont présentes dans
beaucoup de matériaux de construction d’origine volcanique (en particulier les sols et
certains types de briques).
- Les rayons X et gamma : Des radiations a plus faible transfert linéaire d’énergie (rayon X
et gamma) ont ét¢ €¢galement considérées comme facteurs de risque du CB [3], [33], [48], [62],

[66].

6.2.4. La pollution atmosphérique

La pollution de I’air intérieur et extérieur inquicte également les responsables de la santé
publique. Pendant une journée type, un homme adulte inhale en moyen, 15 000 I d’air par
jour [84]. Les carcinogenes dégagés par les industries, les centrales €lectriques, les véhicules
motorisés, les matériaux de chauffage dont le bois et le charbon, contaminent I’air extérieur
[62]. La pollution de I’air intérieur est divisée en 4 classes : produits de combustion,
substances chimiques, radon et substances biologiques. Les sources de combustion incluent
le tabagisme passif, mais aussi les produits de combustion des cuisini¢res et chauffages,
surtout dans les pays en voie de développement [33], [48], [62], [66]. En 2013, le Centre
International de Recherche sur le Cancer (CIRC) a classé la pollution de I'air comme une

cause ¢établie du CB chez I'homme [85].
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6.2.5. Les radiations
Les études épidémiologiques de populations qui ont été exposées a de fortes doses de
rayonnement montrent que le CB est l'un des cancers associés a l'exposition aux
rayonnements ionisants. Les catégories de radioactives incluant le Radon 222, Plomb 210 et
le Polonium 210 présent dans la fumée de tabac sont connues pour étre des carcinogenes.[86]
Des ¢études épidémiologiques sur des mineurs souterrains d'uranium et d'autres minerais ont
¢tabli que 1'exposition aux dérivés du radon était une cause du CB [87]-[90]. Chez les
mineurs exposés au radon au cours des siécles passés, des risques de CB trés élevés ont été
observés. Ces risques ont diminué pour les travailleurs plus récents, mais certaines études
épidémiologiques montrent encore des preuves claires du risque de cancer existant [62],
[66]. Le risque ¢élevé au CB est associé a la grande énergie et la grande masse de ces

molécules capables d’endommager I' ADN des cellules de I'épithélium respiratoire [86]—[88].

6.2.6. Le régime alimentaire

Les fruits et les 1égumes qui sont une source riche en vitamines antioxydantes et d'autres
micronutriments, en particulier les caroténoides, sont censés étre bénéfiques a la santé en
diminuant le risque du CB et d’autres cancers [91]-[95]. Certains produits diététiques, y
compris la viande rouge, les produits laitiers, les graisses saturées et les lipides, ont été
suggérés comme augmentant le risque du CB [92], [94]. 1l existe des preuves d'un effet
chimiopréventif du thé, notamment du thé vert, chez les fumeurs.[96] Cela était le sujet de
plusieurs études, mais les résultats sont trés controversés [48], [62], [66], [97].

Des études antérieures ont indiqué que la consommation d'alcool, en particulier la
consommation de bicre, avait été¢ associée a un risque accru du CB si le tabagisme était
controlé [98], [99]. Bagnardi et ses collégues (2015), [100] ont montré qu'il y avait une
augmentation de 15% du risque du CB chez les gros buveurs par rapport aux non-buveurs
ou aux buveurs occasionnels. La consommation d'alcool est liée a la mutation p53, ce qui
suggere que l'alcool pourrait augmenter les effets mutagenes de la fumée de cigarette dans

les poumons [101].

7. La génétique du CB
7.1. La Susceptibilité individuelle
La susceptibilité¢ génétique au CB a longtemps été postulée. Des €tudes épidémiologiques de
types cas-témoins et cohortes ont montré que I’histoire familiale augmente le risque du CB [33].
Une méta-analyse qui a inclus 28 études cas-témoin et 4 études de cohorte posant la question

du risque familial du CB, et a conclu a un doublement du risque en cas d’antécédent familial de
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CB, et ce quel que soit I’histoire tabagique personnelle [102]. Une association entre le risque
du CB chez les proches de premier degré et I’histoire familiale a ét¢ démontrée lorsque le
diagnostic a été fait dans la tranche d'dges de 40 a 59 ans par rapport aux personnes plus agées,
ce qui suggere que les facteurs génétiques sont plus importants quand le cancer survient a un
age précoce [103]. Les études biologiques ont montré que les variabilités individuelles touchant
les deux étapes de détoxification de carcinogénes pourraient étre responsables de la
prédisposition au CB [33], [65], [68]. D’ autres études ont identifi¢ des polymorphismes dans
diverses enzymes telles que les enzymes du cytochrome p450 et les génes de réparation de
I'ADN [113], ainsi que des mutations germinales dans 'EGFR [104].

Pour étudier la génétique moléculaire du CB, il est important de distinguer ses deux volets
principaux : les altérations somatiques (elles se trouvent seulement dans les cellules tumorales)
et les altérations de prédisposition (elles sont germinales qui, se trouvent dans toutes les cellules

du corps, elles se subdivisent en familiales et sporadiques) [105]-[108].

7.2. Les altérations somatiques

Sont les changements qui ont eu lieu au niveau des cellules tumorales et qui résultent de
I’exposition aux facteurs de risque tel que le tabac [62]. Le développement d’une tumeur
bronchique nécessite l'accumulation de multiples altérations génétiques et épigénétiques
(I'nypothese de Knudson), et ces tumeurs se caractérisent par une grande diversité et complexité
génétique avec relativement peu de mutations qui se produisent a haute fréquence [109]. La
technologie moléculaire moderne a facilit¢ une identification rapide et efficace de ces
altérations. Une étude de séquencage d'exome a grande échelle de 31 échantillons du CBNPC
a identifié 727 geénes mutés non signalés auparavant dans la littérature ou dans la base de
données COSMIC [110]. L’identification de ces altérations, non seulement ¢largira notre
compréhension de la biologie sous-jacente, mais fournira également des marqueurs
moléculaires pour 1'évaluation du risque de cancer, la détection précoce et la classification
moléculaire [109]. Ces altérations sont classées dans deux groupes de genes : les proto-
oncogenes et les génes suppresseurs de tumeurs conduisant a l'expansion clonale et a la
transformation maligne [111]-[115].

Les genes les plus étudiés et les plus fréquents sont :

Les oncogenes : La famille RAS (KRAS, HRAS et NRAS), La Famille ERBB (EGFR, HER?),
FGFRI, BRAF, MET, la voie PI3K / AKT / mTOR, ALK, ROS1, RET, MYC, MEK et DDR2
[109], [116]-[119].
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Les suppresseurs de tumeurs : 7P53, PTEN, la voie p16-cycline D1-CDK4-RB, MTS]1,
LKBI et FHIT [109], [116]-[119].

D'autres altérations moléculaires clés peuvent avoir lieu sur des geénes intervenant dans des
fonctions considérées comme des caractéristiques du cancer, notamment 1'évasion de 'apoptose

et de la sénescence, l'angiogenése, l'invasion tissulaire, et métastases.

7.3. Les altérations de prédisposition (germinales)

L’existence d’une susceptibilité¢ génétique au CB a initialement été identifiée dans les séries de
cas familiaux du CB [11], [120], [121]. Les genes liés a cette prédisposition familiale ne sont
pas connus. Par ailleurs, des études sur des jumeaux montrent clairement qu'il existe des
facteurs génétiques liés a l'initiation et a la persistance du tabagisme [122]. Parmi les aspects
majeurs de ce phénomene, la dépendance a la nicotine et le métabolisme des carcinogenes
dérivés du tabac, c'est un nouveau domaine de recherche qui se base est l'identification des
facteurs génétiques et des polymorphismes prédisposant au CB et d'oncogénes germinaux [3],
[41].

Ainsi, les geénes impliqués dans la dépendance a la nicotine, nous citons les principaux,
CYP2A46, les récepteurs de la dopamine D (1), D (2) et D (4), le transporteur de la dopamine et
genes du transporteur de la sérotonine.[123] Les génes impliqués dans le métabolisme des
carcinogenes dérivés du tabac : ATM,[124] CYP1A1,[125]-[127] ERCC2,{128] GSTM1,[129]
MDM?2,[135] MPO,[131] NQOI1,[131] ou XRCC1, [128], [132] font 1'objet de nombreuses
analyses moléculaires.

La possibilité de cartographier plusieurs milliers de SNPs a 1’aide de puces spécifiques, et la
mise a disposition de centres de génotypage assurant une gestion rigoureuse de la qualité des
données permettent la caractérisation plus compléte des profils SNPs [127]. Des études de type
GWAS ont permis d’identifier des régions génomiques spécifiquement associées a la maladie
en comparant les SNPs des individus porteurs d’une maladie a ceux de contrdles sains.

Trois études type GWAS ont identifié trois régions chromosomiques ayant un risque accru au
CB: 5p15.33, 15g25.1 et 6p21.33 [14]-[17]. Le locus 5p15.33 contenant deux genes bien
connus TERT et CLPTM1L. La région 15g25.1 posséde trois geénes codant pour des récepteurs
d'acétylcholine nicotinique (CHRNAS, CHRNA3 et CHRNA4). La troisiéme région 6p21.33 est
la région des antigénes des leucocytes humains (en abrégé, HLA, de I'anglais Human Leukocyte
Antigen). Par ailleurs un autre géne, OGG/ situé sur la région 3p26.2 est fortement incriminé

dans le CBP.
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8. Les génes d’intérét
Dans notre étude nous nous sommes s’intéresser a trois génes dont I’implication avec le CB a
été largement discutée : le géne qui code pour la télomérase TERT, le géne de réparation OGGI

et un geéne qui code pour un récepteur nicotinique CHRNAS.

8.1. Telomerase Reverse Transcriptase (TERT)

Le geéne télomérase reverse transcriptase (7ERT) se situe dans la position p15.33, il code pour
un ADN polymérase appartenant a la famille des transcriptases inverses [133]. Il est constitué
de 16 exons codant une protéine de 1132 acides aminés (127 kDa). Dans notre étude le choix a
porté sur la partie promotrice du géne, car elle posséde des mutations qui sont couramment
retrouvées dans différents cancers tels que le cancer de la thyroide, les leucémies, le cancer

bronchique et les glioblastomes [134]-[137]. (Figure 05)
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Figure 05 : Illustration schématique du locus du gene TERT et son promoteur [138].

8.1.1. La protéine du géne TERT

La protéine TERT est la sous unité de la transcriptase inverse de la télomérase qui est essentielle
pour l'activité enzymatique de la télomérase et la maintenance des télomeres en synthétisant la
séquence TTAGGG qui termine le chromosome avec la coopération d’autres protéines [139].
Elle a un rdle essentiel dans la production d'enzymes de télomérase, la stabilité génomique et
I'immortalité cellulaire [18], [140]. La télomérase est responsable de la régénération des
télomeres, qui est une étape vitale pour la plupart des formes de carcinogeneése,

en effet, 90% des échantillons de tumeurs humaines montrent une activité télomérasique,
suggérant que la régénération des télomeres est une étape essentielle pour la plupart des formes
de carcinogenese [141]. L'expression de TERT est ¢levée dans les cellules souches et les cellules
germinales, mais silencieuse dans la plupart des types de cellules somatiques. L’analyse in
silico de la séquence de TERT a permis d’identifier 7 domaines trés conservés (1, 2, A, B’, C,

D et E) caractéristiques des transcriptases inverses, elle posseéde également des motifs (GQ, CP,
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QFP, et T) spécifiques de la télomérase ainsi qu’une courte région C terminale [142]. (Figure

06)
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Figure 06 : Représentation schématique de la structure de la protéine TERT.
NT : Nterminal, RT : Reverse Transcriptase, CT : C-terminal. 1,2, A, B', C, D, et E (I a
IV) :domaines caractéristiques des protéines a activité transcriptase inverse [143].

8.1.2. Les polymorphismes du gene TERT

Un nombre croissant d'études suggérent que des mutations somatiques (-124C>T et -146C> T)
et des polymorphismes au sein du promoteur 7TERT (TERTp) pourraient influencer le risque et
le pronostic des cancers humains [144]-[150]. En particulier, le SNP rs2853669 (T> C), situé
a -245 pb du site ATG de TERT, il est associé au risque de divers cancers notamment le CB
[151], [152]. 11 affecte I'activité de la télomérase et la longueur des télomeres [153]-[156]. Ce
SNP T349C interféere avec liaison au facteur de transcription Ets2 et abaisse I'expression de
TERT a la fois chez les hétérozygotes T / C et les homozygotes C / C [154]. A I’heure actuelle,
il a été jugé tres intéressant d’étudier les inhibiteurs de la télomérase afin d’établir un protocole

de chimioprévention potentielle, mais plus encore de chimiothérapie [157].

8.2. 8-Oxoguanine DNA Glycosylase (OGG1)

Le géne OGGI est situé sur la région 3p26.2 qui présente fréquemment une perte
d'hétérozygotie dans plusieurs cancers humains, il comprend 8 exons [158]. Ce géne code pour
l'enzyme responsable de l'excision de la 8-oxoguanine, un sous-produit de la base qui apparait

a la suite d'une exposition a l'oxygene réactif [159].

8.2.1. L’ARNm et la protéine du gene OGG!1
L'épissage alternatif de la région 5’-terminale de ce géne peut produire deux isoformes selon le
dernier exon de la séquence, et donnant des protéines de 345 et 424 acides aminés avec des

poids moléculaires de 39 kDa (OGG1 Alpha avec 7 exons) et 47 kDa (OGGI Béta 8 exons),

25



Etude Bibliographique

respectivement [160]. Les deux isoformes ont en commun une extrémité N terminale au niveau
de laquelle il se présente un motif MTS (pour Mitochondrial Targeting Sequence) de
localisation mitochondriale, mais divergeant par leur extrémité C-terminale incluant ou pas un
motif NLS (pour Nuclear Localisation Signal). La signification biologique de ce
polymorphisme n'a pas encore été €lucidée [46]. Cependant, la forme de la protéine hOggl
alpha semble étre la plus abondante et localisée dans le noyau et les mitochondries
contrairement 8 hOggl Beta située exclusivement dans les mitochondries [161].

On retrouve chez toutes les protéines Oggl identifiées, deux motifs de fixation a I'ADN, le
motif trés conservé du site actif hélice-épingle a cheveux-Hélice-K/PDV (HhH étant
caractéristique de la superfamille Nth) ainsi que d'autres régions trés conservées dont les
fonctions ne sont pas encore connues [162]. Ce geéne code pour l'enzyme responsable de
I'excision de la 8-oxoguanine (via la voie de réparation BER). Le 8-OxoG pourrait étre
responsable des mutations qui conduisent a la carcinogenese. Cette protéine est une glycosylase
d'’ADN 8-Ox0G / AP lyase (DNA-(apurinic or apyrimidinic site) lyase) bifonctionnelle [158],
[163]. (Figure 07)
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Figure 07 : Représentation génomique du géne humain OGGI, ses ARNm (B : Epissage
alternatif) et ses protéines (C) [164].

26



Etude Bibliographique

8.2.2. Les polymorphismes du géne OGGI

Plusieurs polymorphismes du géne OGGI correspondant a une substitution d'acide aminé ont
été enregistrés, le polymorphisme Ser326Cys est le plus communément répandu [162], [165].
1y a d'autres polymorphismes moins fréquents que Ser326Cys, comme Oggl-Arg46Gln (deux
fois moins efficace) et Oggl-Argl54His retrouvé dans les cancers du rein et de 1'estomac) [20],

[163], [166], [167].

8.3. Cholinergic Receptor Nicotinic Alpha 5 (CHRNAS)
Le Cholinergic Receptor Nicotinic Alpha 5 Subunit est un géne appartenant a la famille des
récepteurs nicotiniques de 1’ Acétylcholine Neuronale CHRNA, il est composé de six exons. Il

est situé¢ dans la région 15925.1 [168].

8.3.1. La protéine du géne CHRNAS

Le CHRNA)S code pour une protéine nAChRa5 constituée de 468 acides aminés et d’un poids
moléculaire de 53 kDa. C’est une sous-unité (a5) du récepteur d'acétylcholine nicotinique
(nAChRs) et un membre d'une superfamille de canaux ioniques spécifiques d’un ligand qui
assure la transmission de signal rapide aux synapses.[169] Chaque protéine nAChR est
constituée d'une combinaison de cing sous-unités, habituellement deux sous-unités alpha (a) et
trois sous-unités béta (). De nombreuses combinaisons différentes sont possibles et les
caractéristiques de chaque protéine nAChR dépendent des sous-unités qu'elle contient. Les

mutations dans ce géne ont été liées a la susceptibilité¢ au CB[170]. ( Figure 08)

(B) ﬁAa

(A)
N
¢ 9
c <€
- > ) Extracellular Homomeric nAChR
[ ﬁirtrcc‘ (e.g. aT)

eecoed Je Je b beesse B4 @ & a g2 B2
© € 9€ 9¢ 9
& -2 X2
Heteromeric nAChRs

(e.g. a3p4, a5a3p4 and aS5adp2)

s 5
TEBATO06 TEBEGAED TBRETES TE913IR2 TR916836 TB933587
¥ £ H—a - ——i—8 r

rs 16969968

{eeeessssm—— CHRNA3 < —==ssm CHRNB4

Figure 08 : Structure du CHRNAS et son produit.(A) Représentation schématique d'une sous-
unité nAChR individuelle.(B) Exemples de sous-types de nAChR homomeres et hétéromeres.
(C) Représentation schématique du cluster de génes humains CHRNAS5 / A3 / B4.
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8.3.2. Les polymorphismes du gene CHRNAS

Les récepteurs de l'acétylcholine peuvent se lier aux substances cancérigénes du tabac, comme
la nicotine et les nitrosamines, dans le corps, par la suite, les récepteurs nicotiniques de
l'acétylcholine activés peuvent favoriser la conversion tumorigene des cellules, 1'angiogenese
et la croissance cellulaire, contribuant ainsi au développement de la tumeur.[168]

Nombreuses é¢tudes de GWAS ont démontré un risque accru au CB associ¢ aux SNPs de
CHRNAS essentiellement rs16969968, situé dans la région codante, au niveau de I’exon 5 qui
conduit a une substitution d'acide aminé (D398N) dans la deuxiéme boucle intracellulaire de la

protéine.[14]—-[17] (Figure 09)

a1 T80 | 76569970 | 7666980 | 16669490 |
S>TCTAGAAACACATTGGAAGCTGCGCTCOGATTICTATTICGCTACATTAC

e B BN W W e mm omm owm |
Vetebrate Multz Ahgreent & PhastCons Conseraton (28 Speoes)

Mammai Cons mis-sense cSNP, rs16969968

Hoon TCTAGAAACACATTGGAAGCTGCGCTCGATTCTATTCGCTACATTAC

Figure 09 : Représentation génomique du polymorphisme rs16969968 de CHRNAS.
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La démarche méthodologique

11 s’agit d’une étude descriptive transversale de type cas témoin sur la population de I’Est
algérien, réalisée entre la période de juin 2015 et juillet 2016, et portant sur le cancer
bronchique, les patients et les témoins inclus dans cette étude ont été recrutés au niveau de
différents services, dans différents Centres Hospitalier Universitaire (CHU) :

= CHU de Constantine CHUC, Service d’oncologie, Service de pneumologie et Service

de chirurgie thoracique.

= CHU de Sétif, Service de pneumologie et centre de transfusion sanguine.

= (CHU de Batna, Service de pneumologie et centre de transfusion sanguine.

= Le Centre Anti Cancer (CAC) de Batna.

= Le CAC d’Annaba.

= Laclinique privée Alfarabi a Annaba, service de radiologie.
Les objectifs de cette étude sont la détermination de 1’association de polymorphismes

distincts de trois genes différents (TERT, CHRNAS5 et OGG1) dans I’apparition du CB.

1. Les patients et les témoins

1.1. Les critéres d’inclusion et d’exclusion

L’échantillon de notre étude est subdivisé en deux groupes : un groupe des patients atteints
du CB et un groupe des témoins présumés en bonne santé¢ pris au hasard. Des critéres

d’exclusion et d’inclusion ont été établis pour chaque groupe.

1.1.1. Les patients
Les sujets inclus dans notre étude sont tout patient ayant un CBNPC confirmé par une
analyse histologique, tout ages confondus, homme ou femme, habitant dans 1’Est algérien.
Les sujets exclus dans notre étude sont tout patient :
Ayant un autre type histologique du CB que le CBNPC.
N’ayant pas répondu au questionnaire, en cas de manque d’information.

Patients immunodéprimés (1’extraction de I’ADN a échoué).

1.1.2. Les témoins

C’est une population générale de référence.

Les sujets inclus : Femme ou homme sain presumé indimne de tout type de cancer, habitant
a I’Est Algérien et agé entre 25 et 80 ans.

Les sujets exclus : Les sujets présentant des antécédents personnels du CB ou autres types de
cancer ou tumeur bénigne.

Ce qui concerne le facteur-tabac, pour faute d’informations chez nos témoins et vu le role
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primordial de ce dernier dans 1’apparition du CB. Nous avons comparé¢ les données de nos
patients avec un groupe de témoins recrutés a partir de la base de données utilisées dans une
¢tude réalisée par Oudjehih et a/. 2020 [171] au niveau de la wilaya de Batna et qui a été mise
gracieusement a notre disposition.
Description de la base de données de Oudjehih et a/
Dans le cadre de 1’étude intitulée : Tabac non fumé et cancers des voies aérodigestives
supérieures, étude cas-témoins wilaya de Batna 2008-2011. Elle a recruté 384 témoins (192
des témoins hospitaliers et 192 des témoins provenant de la population générale). Nous avons
inclus dans notre groupe de témoins (spécial tabac) que les personnes les mieux appariées
selon age et sexe a notre groupe de patients. Pour éliminer tout risque de biais ou d’interaction
de I’effet d’autres facteurs.

Les phénotypes du tabagisme :

Un non-fumeur : est un individu qui a fumé moins de 100 cigarettes au cours de sa vie,

Un ex-fumeur : est un individu qui a arrété le tabac > 1 an avant le diagnostic du CB [172].

La consommation quotidienne du tabac a été stratifiée en trois niveaux : les fumeurs légers,

consomment de 1 a 10 cigarettes par jour (cpj). Les fumeurs modérés, consomment de 10 a

20 cpj, les grands fumeurs, consomment plus de 20 cpj [173].

1.2. Les consentements et les questionnaires

1.2.1. Le consentement

Des consentements éclairés ont été signés par tous les patients et les témoins. (Annexe 05)

1.2.2 Le questionnaire

Une base de données Excel a ¢été constituée a partir d’'un questionnaire réalisé soit
directement par un interrogatoire avec le patient présentant un CBNPC (ou un parent) ou
indirectement a partir de son dossier médical. Ce questionnaire comprend tous les
renseignements nécessaires sur les sujets de la population étudiée : age, sexe, fonction,
wilaya, type histologique, symptomes, antécédents personnels et familiaux, habitudes

tabagiques et alcooliques, stade TNM, type de traitement dont le patient a bénéficié. (Annexe
06)

1.3. Le recueil du matériel biologique
Nous avons extrait I’ADN a partir des prélévements du sang périphérique des patients et des

témoins pour le génotypage des trois genes étudiés.
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2. Les méthodes

Le prélevement sanguin est recueilli dans un tube de type Vacutainer a EDTA (Ethylen-
Diamine Tetra-acetic Acid, anticoagulant et un inhibiteur des nucléases) en quantité de 6 a 8
ml du sang sous vide. Les tubes sont conservés a une température de 4°C jusqu’au moment de

leur utilisation. (pendant une semaine a 15 jours)

Dans cette partie de I’étude, nous commengons par I’extraction de I’ADN et pour le génotypage
des trois geénes, deux techniques différentes ont été utilisées, Polymerase Chain Reaction PCR
en temps réel TagMan (pour les génes OGGI et CHRNAS) et PCR suivie d’un séquencage
Sanger pour le géne TERT. L’extraction de I’ADN a été réalisée dans le laboratoire de biologie
moléculaire au sein du CHU de Constantine, et les autres techniques au laboratoire de recherche
translationnelle biopathologie moléculaire, plateforme de biologie moléculaire, a 1’institut

Gustave Roussy, Paris.

2.1. L’extraction de ’ADN
L’extraction de ’ADN dans notre étude repose sur la méthode d’extraction au NaCl qui

n’utilise pas des solvants organiques. Les leucocytes sanguins représentent la source majeure

d’ADN.
Le principe

L’ADN de chaque patient est extrait a partir de leucocytes du sang périphérique recueillis
dans un tube EDTA, suivant la technique au NaCl. Ainsi, les leucocytes sont séparés du sang
total par une lyse hypotonique et traités ensuite par un détergent Sodium Dodécyle Sulfate
(SDS) et une protéinase K. ainsi, I’ADN nucléaire est libéré dans le milieu est associé¢ aux
différentes protéines qui seront éliminées par une précipitation au NaCl. La pelote d’ADN est
formée dans le surnagent par précipitation avec 1’é¢thanol. L’ADN est solubilisé en phase

aqueuse. (Annexe 07)

2.1.1. L’estimation de la qualité et de la quantité d’ADN

e L’estimation qualitative

La contamination de I'ADN extrait par des protéines a été appréciée en mesurant la densité optique
des extraits a 260 et 280 nm qui correspondent, respectivement, aux longueurs d’onde
d’absorption des acides nucléiques et des protéines, le rapport de DO a 260 nm sur la DO a 280
nm a été effectué¢ pour s’assurer de la pureté d’ADN de toute contamination par des protéines

ou d’ARN.
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e Si le rapport DO260/DO2s0 est compris entre 1.6 et 2 => 1’ ADN est suffisamment pur.
e Si le rapport DO260/DO280 >2 =>1’ADN est contaminé par les ARN.
e Si le rapport DO260/DO2s0 < 1,6 =>1’ADN est contaminé par les protéines.

Tous les tubes de I’ADN pur sont étiquetés soigneusement, portant le nom et prénom associé a
la numérotation 1, 2, 3, 4... du plus ancien aux plus récents, et rangés et classés dans une boite
identifiée, conservés a -20°C jusqu’a utilisation, et dans le cas de contamination, une
réextraction est nécessaire pour un bon usage.
e L’estimation quantitative

Pour cette mesure le spectrometre/ NanoDrop™ One a été utilisé, c’est un spectrometre UV-
Visible compact et autonome, développé pour 1’analyse de microvolume (1-2 ul) d’acides
nucléiques purifiés. Il est capable de mesurer des échantillons hautement concentrés sans devoir
les diluer. Les données sont présentées sous forme de spectre. Cette étape confirme les résultats

de I’étape précédente. (Annexe 08)

2.1.2. La dilution de ’ADN pur

Les concentrations obtenues de la quantification de I’ADN par le NanoDrop sont trés variées
(de 0.2 ng/ ul a 11362 ng/ ul). Pour réaliser le reste des analyses, le protocole exige une
concentration de 5 ng/ ul donc une série de dilutions a été¢ effectuée pour aboutir a une

concentration homogene pour tous les échantillons de Sng/ ul.
Le principe

Le procédé de dilution consiste a obtenir une solution de concentration inférieure a la solution
de départ. La dilution n'affecte pas la quantité de matiere de soluté: disant que:

n' (finale) = n (initiale)

La concentration est égalea: | C=n/V =nombre de moles / volume en Litre

_C’x'V’

nN'=n=>C'xV'=Cxyv ==> v=
C

v : Le volume a pipeter de I’ADN pur.
C : La concentration de I’ADN pur.

V’ : Le volume de la solution diluée (50 ul).
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C’ : La concentration finale de la solution diluée (5 ng/pl).

On dilue les ADN avec le tampon TE Buffer, 1X, Molecular Grade (pH 8.0).

V’=v+VTE => VTE=V’-V

Les dilutions des ADN ont été effectuées sur des plaques identifiées et orientées de 96 puits
(dont le plan de la plaque est réalisé préalablement). Une fois les dilutions sont réalisées, les
plaques sont couvertes puis passées au vortex puis centrifugées pendant 30 secondes et puis

conservées a +4 °C.

2.2. Le génotypage de CHRNAS et 0GG1
Pour la mise en évidence du génotype des polymorphismes rs16969968 CHRNAS et rs1052133

OGG]1, nous avons utilisé la technique PCR en temps réel TagMan.
Le principe

Une amplification PCR contenant le SNP a génotyper est réalisée, en ajoutant une petite sonde
qui se fixe au niveau du SNP. Cette sonde est marquée de chaque c6té par un fluorochrome
(rapporteur et quencher), de sorte que le rapporteur n'est fluorescent que lorsqu'il est séparé
physiquement du quencher. Lors de sa progression le long de la matrice pendant la phase
d'¢longation de la PCR, la Taq polymérase dégrade l'extrémité 5' de la sonde lorsqu'elle la
rencontre. Cela libére le rapporteur, qui devient alors fluorescent. Si l'allele au SNP ne
correspond pas au nucléotide présent sur la sonde, celle-ci n'est pas complétement hybridée, et
n'est donc pas dégradée. En pratique, nous utilisons un mélange de deux sondes, marquées avec
des fluorochromes émettant dans des longueurs d'onde différentes, et qui sont chacune
complémentaire de 1'un des all¢les attendus au SNP. C'est donc le rapport des intensités de

fluorescence aux deux longueurs d'onde qui permet de déterminer le génotype de 1'échantillon.

2.2.1. La préparation de la PCR TagMan

La PCR TagMan a été effectuée sur un appareil ViiA 7 (Applied Biosystems) avec un kit de
TagMan® SNP Genotyping assays (Applied Biosystems) pour chaque polymorphisme
(rs16969968 et rs1052133) qui se compose d'un seul tube prét a 'emploi contenant :

» Deux amorces spécifiques a la séquence pour amplifier le polymorphisme d'intérét

* Deux sondes TagMan® MGB spécifiques a 1’allele pour détecter les deux alleles du

polymorphisme d'intérét
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Chaque sonde TagMan® MGB spécifique a 1'alléle possede un colorant rapporteur a son

extrémité 5 : le colorant VIC® est li¢ a I'extrémité 5 'de la sonde de 1’Allele 1, et le colorant

FAM ™ est 1i¢ a la fin 5 de la sonde de I’ Allele 2. (Figure 10)
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Figure 10 : Schéma représentant le principe de la PCR Taq Man

2.2.2 Les amorces utilisées

Tableau III : Les amorces utilisées dans le génotypage de rs1052133, OGGI et rs16969968,

CHRNAS5 par PCR TagMan
SNP Informations sur les amorces
rs1052133 | Amorce CTGTTCAGTGCCGACCTGCGCCAAT[C/G]CC
0GG1 GCCATGCTCAGGAGCCACCAGCA
rs16969968 | Amorce TAGAAACACATTGGAAGCTGCGCTC[A/GJATTC
CHRNAS TATTCGCTACATTACAAGACA

Le tableau ci-dessous (Tableau III) posséde les renseignements concernant les amorces

utilisées pour les génotypes 151052133, OGG1 et rs16969968, CHRNAS.

2.2.3. Le protocole de la PCR TagMan

Pour le génotypage par PCR fluoréscente des « calibrateurs » (alléle sauvage et allele muté)

sont nécessaires. Nous avons choisi comme calibrateurs des ADN commercialisés dont le

génotype €té antérieurement connu. Le calibrateur alléle sauvage (allele 1) était un sujet
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homozygote sauvage (molécule fluorescente : VIC-MGB) et le calibrateur allele muté (allele2)

était un sujet homozygote muté (molécule Fluorescente :Fam-MGB).

Un mix est préparé pour chaque polymorphisme selon Annexe 09 et ensuite mis dans une
plaque PCR de 96 puits (de 0.1 pl) 8 ul du mix préparé et 2 ul de I’ADN dilué (5ng/ ul). Nous

couvrons la plaque avec un film de scellage spécifique a la PCR TaqMan.

En suite , un fichier est rempli a partir du logiciel ViiA 7 identifiant le plan de la plaque, le

contrdle négatif et positif, le SNP testé et les différents génotypes du SNP.

Nous mettons en place la plaque dans le TagMan, nous vérifions le programme ( cité ci-dessous)
et nous mettons en marche la PCR TagMan (pendant environ 1 heure), une fois fini nous

récupérons le fichier des résultats et nous faisons la lecture.

Conditions PCR :
40 cycles
30 sec a 60°C 10 min 95°C 15 sec a 95°C 30 sec 60°C
1 min a 60°C

2.3. Le génotypage du géne TERT
Pour la mise en évidence du génotype du promoteur 7ERT, nous avons effectu¢ une PCR suivie

par un séquencage Sanger qui consiste en la réalisation des étapes suivantes :

2.3.1. L’amplification par PCR
Le principe

La PCR est une méthode de biologie moléculaire permettant d’amplifier des séquences d’ADN
cible, définies (I’Amplicon) en plusieurs millions d’exemplaires. La PCR est une réaction en
chaine de n cycle successifs d’amplification, au cours desquels deux amorces dirigent
I’amplification du fragment d’ADN double brin quelles encadrent. Dans un milieu relationnel
(Mix) en plus de I’ADN a amplifier il faut un couple d’amorces oligonucléotidiques spécifiques,
les précurseurs nucléotidiques (dATP, dCTP, dGTP,dTTp) le cation Mg?* et I’enzyme Taq
polymérase (résistante aux T° €levées). Un cycle d’amplification est composé de trois étapes

effectuées dans des T° différentes : dénaturation, hybridation et ¢longation.
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e La préparation de la PCR

Pour la PCR du géne TERT nous avons utilisé un Kit PCR (Promega), les amorces utilisées

sont :
F:5’ACCGTTAGTTAGCGATTTC-CCACGTGCGCAGCAGGAC3’
R : 5 CGGATAGCAAGCTCGTCTCCCAGTGGATTCGCGGGC3’
Taille de la séquence amplifiée et séquencée : 220 pb.

On prépare le Mix selon Annexe 10

Apres la préparation du mix de la PCR, dans une plaque identifiée et orientée de 96 puits (plan
de la plaque tracé).nous mettons 8 pl de ce mélange avec 2 pul d’ADN dilué pour chaque puits
et pas d’ADN pour le témoin négatif (Annexe 10). Ensuite le déroulement des cycles de la PCR
a ¢été assuré¢ par le thermocycleur (Ref: Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler) en

respectant les conditions d’amplification citées ci-dessous.

Conditions PCR :
X 42 cycles
2 min 95°C 30sec 95°C Tmin 72°C Infini 4°C
30sec 61°C
30sec 72°C

e Le controle des produits PCR

Ce controle se fait grace a une électrophorese sur un gel d’agarose 1 % (pour 200 ml deTris-
Borate-EDTA (TBE) 1X nous mettons 2 g d’agarose ultrapur) additionné de 20 ul du SYBR

Safe 1000X. Le gel est déposé sur une plaque d’une cuve horizontale.

Dans chaque puits du gel, nous déposons 3 ul d’amplifia en présence de 1 pl du colorant bleu
de Bromophénol (BBP) qui permet de suivre le font de migration. Parallélement un échantillon
sans ADN (blanc) est inclus dans la série a amplifier et sert de controle négatif et un autre pour
le marqueur de poids moléculaire Ladder 100 pb (3 pl). Le dépdt se fait de coté cathode et le
systéme est soumis a une migration sous un courant de 120 a 140 volts pendant 40 min a 1

heure.
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Apres la migration, le gel est soumis au rayon UV, ou le BBP migre avec ’ADN et émet une
coloration rouge. Le gel est photographié et permet de visualiser les fragments amplifiés sous
forme de bandes fluorescentes de méme taille. Ce controle permet aussi de vérifier si une
¢ventuelle contamination de ’ADN est survenue au cours de PCR grace au puits contenant le

blanc.

2.3.2. Le séquencage Sanger

Le principe

Le séquencage génétique de Sanger est un moyen de déterminer 1'ordre des quatre nucléotides
dans un brin d'ADN. La technique la plus utilisée est celle mise en évidence par Frederick
Sanger elle utilise, en plus des dNTP, des nucléotides didésoxyribonucléotides (ddNTP) qui ont
un atome d'hydrogene a la place du groupement OH sur le carbone 3' du ribose. L'allongement
du brin s'arréte apres chaque ddNTP incorporé, et donc la terminaison de la syntheése de 'ADN
[174]. Chaque dANTP est marqué par un fluorochrome spécifique. Ces fluorochromes émettent
apres excitation par un faisceau laser des fluorescences de couleurs différentes. Chacune de ces
couleurs physiques est convertie en une couleur informatique par un logiciel dédié au traitement

de ces différentes fluorescences, aboutissant a la détermination de la séquence cherchée [175].

Le séquencage a été effectué sur un séquenceur 48 capillaire ABI 3730, selon les étapes

suivantes :

e La purification des produits de PCR :
Avant tout séquencage, il est impératif de purifier les amplicons, pour cela une purification

enzymatique est nécessaire. ExoSap1 est une enzyme a activité exonucléasique clivant le simple
brin, elle est mise au contact des produits de PCR pour éliminer les dNTP libres, les amorces
non fixées et le MgCly en exces et tout autre produit susceptible de géner les étapes de la

manipulation.

Sur 5 pl de produit PCR, nous ajoutons 2 pl d'enzyme ExoSap diluée au 1/2 dans de I'eau stérile,
sceller la plaque avec un film de scellage. La plaque est placée dans un thermocycleur (20 min

a37°C, 15 min a 80°C et 10 min a 25°C). La plaque peut étre conservée a -20°C.

e Les réactions de séquence
C'est une réaction qui permet I'amplification de chacun des brins des exons étudiés séparément

en utilisant pour chaque exon, une fois l'amorce F (foward) et une autre fois l'amorce R
(reverse). Un kit Big Dye Terminator V1.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems, Réf

4336776) a été utilis€é. Deux mix différents (F et R) sont préparés selon Annexe 11, nous
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préparons une plaque F et une autre R, ensuite nous rajoutons 1 pl de produit de PCR purifié

dans chaque puits sans oublier un puits contenant que du Mix (controle négatif).

La plaque est mise au thermocycleur selon les conditions mentionnées ci-dessous.

Conditions PCR :
X 40 cycles

10 min 95°C 10 sec 95°C Infini 4°C
5 sec 50°C
2 min 60°C

e La purification des réactions de séquence sur G50
Laréaction de séquence est purifiée par chromatographie pour piéger les ddNTP libres en exces,

des amorces non incorporées ou des sels qui pourraient parasiter les signaux de fluorescence
spécifiques. Cette purification est effectuée a I'aide de colonne de gel d'exclusion d'une résine
super fine. La colonne de gel sephadexe G50 est constituée de billes perforées dont les trous
ont un diameétre déterminé (de 20 a 50 um). Les petites particules de diamétre inférieur a ceux-
ci entrent et sont piégées. A l'inverse, les grosses particules vont passer autour et étre éluées

trés rapidement.

v’ La préparation de la plaque G50

Préparer la résine Sephadex G50 (50g de la poudre Sephadex G50 superfine + llitre de 1'eau
stérile) dans une bouteille, bien dissoudre la poudre dans 1'eau. Laisser gonfler la résine G50
une nuit a 4°C. Le lendemain, enlever délicatement l'eau et conserver a 4°C. Avant toute

utilisation de la résine G50, il faut bien I’agiter.

Utiliser une plaque 96 puits a filtre Millipore avec un intercalaire et une base de 96 puits a fond
rond. Mettre 360 ul de résine G50 dans chaque puits et centrifuger 5 min a 910g. Ensuite elle

peut étre conservée la journée dans un sac plastique.

v" La purification des réactions de séquence
- Ajouter 15 pl d'eau stérile a la plaque de réactions de séquence (contenant 5 pl).
- Placer la plaque G50 sur une plaque PCR avec code barre et déposer les 20 pl de la

réaction de séquence diluée au centre de la surface de la résine. Centrifuger a 910g

pendant 5 min.
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- Récupérer la plaque PCR avec code-barre et la fermer avec un film de scellage en
aluminium pour l'analyse au séquenceur.

- Préparer le plan de la plaque pour le séquenceur avec les codes-barres des plaques.

- Mettre la plaque dans le séquenceur et la laisser migrer et a la fin du séquencage, la
récupération des résultats a partir de 1’ordinateur branché avec le séquenceur.

- L’analyse était réalisée par le logiciel SeqScape.

3. Le choix des genes
Nous avons effectué une étude bibliographique pour chercher les génes qui peuvent étre
impliqués dans la prédisposition au CB (TERT, MUTYH, U241, POLE, POLD, OGGI,
EGFR, génes de réparations, CHRNA5/3/4 ...). Selon les résultats obtenus de la littérature,
parmi les geénes qui ont une forte susceptibilité d’¢lever le risque de 1’apparition d’un CBNPC
sont 152853669 TERT, r1s16969968 CHRNAS et rs1052133 OGGI, et c’est ce qu’on souhaite

confirmer avec notre étude.

4. L’analyse statistique

4.1. L’estimation de la taille de I’échantillon
Pour estimer la taille de I'échantillon, nous avons utilisé des fonctions du package R 'epiCalc’
(version 2.9.0.1) avec des données de fréquence d'alleles mineures obtenues de NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/) et une puissance d'étude fixée a 80%. Ce package est

disponible sur le lien : https://biostatgv.sentiweb.fr/?module=etudes/sujets#.

4.2. L'équilibre de Hardy-Weinberg
La loi de Hardy-Weinberg est une théorie qui se définie comme suit : Dans une population
de dimension infinie, ou les unions se font au hasard, ou il n’existe ni migration, ni sélection
contre un phénotype particulier, et ou le taux de mutations est constant, les fréquences
génotypiques et les fréquences alléliques restent constantes d’une génération a 1’autre. Cet

équilibre a été évalu¢ chez nos sujets témoins a l'aide d'une fonction du package R

‘HardyWeinberg’ (Version 1.6.1).

4.3. Les tests statistiques utilisés
La force de l'association entre les trois polymorphismes et le risque de CB est évaluée en
calculant le rapport de cotes (OR) avec I’intervalle de confiance correspondant (IC a 95 %).
Nous avons utilisé le test du chi carré de Pearson pour comparer les distributions des
variables démographiques, le statut tabagique et les génotypes des trois génes entre les cas

et les témoins. Pour calculer les OR et I'IC a 95 %, des analyses de régression logistique
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inconditionnelle sont effectuées. De plus, plusieurs analyses de régression logistique
inconditionnelle avec ajustement pour les facteurs de confusion possibles (age, sexe et
tabagisme) sont effectuées pour calculer les OR ajustés et I'IC a 95 %. Les tests statistiques
ainsi que les OR et les CI correspondants sont effectués a l'aide des packages disponibles
publiquement de R Project for Statistical Computing (R version 3.5.1), et en particulier des
fonctions des packages MASS et questionr (Version 0.7.0). Toutes les analyses statistiques

sont bilatérales et le niveau de signification est fixé a p = 0,05.

4.4 Les modeles génétiques utilisés
Vu que la relation de dominance et de récessivité, entre les alléles des polymorphismes n’est
pas bien définie, nous avons effectué les cinque modeles génétiques possibles pour chaque
polymorphisme. Le modele allélique (A vs a ou A : allele majeur ; a: allele mineur), le
modele codominant homozygote (Aa vs AA), le modéle codominant hétérozygote (AA vs

aa), le modele récessif (AA+Aa vs aa) et le modéle dominant (AA vs Aa+aa).
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- Dans le premier volet de notre travail, nous avons effectué une étude statistique transversale
dans le but d’étudier I’association de certains facteurs de risque comme les facteurs
démographiques, exposition tabagique et professionnelle et facteurs cliniques et biologiques,
dans le développement du cancer du poumon dans la population de I’Est algérien durant la
période allant de juin 2015 a juillet 2016 sur 207 patients recrutés et atteints d’un CB, colligés
aux différents services de pneumologie, de radiologie, d’oncologie et chirurgie thoracique de
I’Est algérien (Sétif, Annaba, Batna et Constantine) en plus de la clinique Alfarabi d’Annaba,
service de Radiologie (le seul lieu ou s’effectue la biopsie écho-guidée de tout I’Est algérien),
et de 211 témoins volontaires présumés en bonne santé¢, nous avons exclu :

* 7 patients pour un manque d’informations (pas de questionnaire ou questionnaire incomplet).
* 21 patients pour une erreur de diagnostic.

* 8 patients dont I’extraction d’ADN a échoué¢ (immunodéprimé).

* 2 patients ont été prélevés deux fois.

Au final, nous sommes arrivés a une cohorte de 169 patients et 211 témoins.

- Le deuxieme volet de 1’¢étude est la réalisation d’une étude transversale de type cas-témoins

portée sur 144 patients ayant un CBNPC et 211 témoins (exclusion des 25 patients ayant un

CPC) pour établir d’éventuelles relations entre les polymorphismes de 752853669 TERT,
rs16969968 CHRNAS et rs1052133 OGGI et I’apparition du CBNPC (TERT, OGGI et

CHRNAS5 connus dans la littérature par leur forte association avec 1I’apparition du CB).

1. La description de la population d’étude

A partir des questionnaires élaborés et remplis pour les patients ainsi que pour les témoins a
travers les réponses données lors du questionnement de ces dérniers et/ ou leur dossier
médical, nous avons pu répartir I’ensemble des sujets selon le sexe, la tranche d’age, le statut
tabagique, la profession et la région géographique. Ainsi que selon les données cliniques a
savoir le type histologique, le stade, le grade tumoral, les ATCD personnels et familiaux.

(Tableau IV).

41



Résultats et Discussion

Tableau IV : Caractéristiques générales de la population d’étude

Parameétres Patients (%) Témoins (%) p Value
Sexe
Hommes 142 (84) 134 (63,5) 0,01
Femmes 27 (16) 77 (36,5)
Tabac
Oui 123 (77,3) 60 (34,5) 0,01
Non 23 (14,5) 74 (42,5)
Passif 13 (8,2) 40 (23)
Pas d’information 10 37
Type histologique
Adénocarcinome 93 (55) / /
Epidermoide 48 (28,4) /
Carcinome non différenci¢ 3 (1.8) /
A grande cellule 1 (0,6) /
A petite cellule 23 (13,6) /
Carcinoide 1(0,6) /
Total 169 (100) 211 (100)

2. La répartition selon les facteurs démographiques, tabac et profession

2.1. La répartition selon le sexe

La répartition de nos patients et témoins selon le sexe a été représentée dans la Figure 11.

Patients Témoins

—

= Hommes = Femmes = Hommes = Femmes

Figure 11 : Répartition des patients et des témoins selon le sexe.

Dans notre cohorte, 84% (n=142) des patients sont de sexe masculin contre 16% (n=27) de
sexe féminin, soit un sex-ratio (H/F) de 5,26. Ces résultats concordent ceux obtenus par
Globocan 2018 pour 1’ Algérie (sex ratio H :F = 6,76), [1] et de 1’étude récente de Bounedjar
et al. (2020), [57] sur 897 patients Algériens ou le sex-ratio (H/F) est 6,04. Par ailleurs la
comparaison de nos résultats a été effectuée en regroupant des études Algériennes, Nord-

africaines ou internationales dans le tableau ci-dessous. (Tableau V)
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Tableau V : Regroupement des résultats des études travaillant sur le CB selon le

sexe et I’age

Auteur Pays N de cas Sex- Age Extrémes Tranche
Année Période % de ratio moyen (ans) d’age
méle H/F Majoritaire
Notre étude Algérie 169 5,26:1 60 26 - 80 60 — 69
2015-2016 84 61/53,7 33%
Bounedjar Algérie 897 6,04 :1 64 - -
et al 2020 2016-2017 64/62
[57]
Hamdi Algérie 20 4,8:1 - - -
Cherifetal  2014-2017  registres
2020 [58] de cancer
Ketfi et al Algérie 357 7,4:1 63,9 - -
2020 [176] 2014-2019
Adila et al Algérie 640 9:1 68 29-87 -
2018[177] -/-
Ketfi et al Algérie 206 4:1 63,6 - -
2018 [178] 88%
Otsmane et Algérie 94 5,25:1 62 16 — 87 -
al 84 -/-
2018[179]
Bourkadi et Algérie 123 48:1 61.6 21 -87 -
al 2018 [180] 2016-2017 83% -/ -
Thadadane Algérie 242 2,84 :1 - - -
etal 2018 2015 - 74% 61,5/59,2
[181] 2017
Harir et al Algérie 772 11,9 :1 63,4 13-96 60 — 69
2015 [182] 2008-2013 92%
Belmokhtar Maroc 738 10:1 59,13 15-91 50-59
et al 2005 - 91% 59,08 / 60%
2019[183] 2014 59,58
Kaanane et Maroc 120 12,3 :1 60,76 36-81 -
al 2019 2017-2018 92,5%
Mejri et al Tunisie 94 2,6:1 - - -
2015[184]  2009- 2011 76.6 % 61/64
Kchiére et al Maroc 63 - 50 (F) - -
2009 [185] (Femmes)
Berthiller et Algérie 167 (H) - 65 (H) - -
al 2003-2004
430 cas Tunisie 149 (H) - 57 (H)
(Hommes) 2000-
20003 114 (H) - 59,6 (H)

Maroc
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1996-1998
Joobeur et Tunisie 118 10,8 438 23-49 -
al 2020 [186] 1999-2016 91,5%
Moins de 50
Alaoui Maroc 140 98:1 58 33 -84 -
Yazidi et al 91%
2013 [187]
Agrebi et al Tunisie 344 (H) / 61,65 (H) 35-90 (H) -
2018 [188] 2010-2015
(Hommes)
Thiam et al Sénégal 25 1,27 :1 54,6 15-84 55-64
2018 [189] 2008-2013 44%
Non Fumeu
Wang et al Taiwan 48 296 1,35:1 - - -
2019 2009-2014

L’analyse montre que le sex-ratio obtenu dans notre étude 5,26 est presque similaire a ceux
rapportés par certains travaux menés en Algérie [179], [178], et [180] qui sont respectivement
de lordre de 5,25, 4,1 et 4,8, respectivement. Le sex-ratio obtenu semble par contre
relativement inferieur comparé a ceux rapportés par d’autres études menées en Algérie [177],
[182] et [181] a Alger, avec un sex-ratio de 9 :1, 11,86 :1 et 2,84 :1, respectivement. Du fait
de I’absence de compléments d’information dans ces diverses études au sein de la population
Algérienne, il est difficile de déduire la cause de cet écart, mais il est a signaler que 1’étude de
Adila, [177] a été réalisée au sein du service de pneumologie de 1’hopital central de I’armée,
ou les patients sont principalement des membres de 1’armée, et la prédominance du sexe
masculin dans ce secteur est évidente.

Concernant 1’étude de Harir et al. 2015 [182], elle a été réalisée entre 2008 et 2013, la période
de la réalisation de cette étude pourrait expliquer la différence de ces données avec ceux
obtenus par les études plus récentes, regroupées par Hamdi Cherif et a/, (2020) [58] a partir
des données de 20 registres de la région Est et Sud-Est d’Algérie, entre 2014 et 2017, le sex-
ratio (H/F) en 2014 était de 6,14, avec un taux standardisé des femmes ayant un CB
1,7/100.000 habitants et il est passé en 2017 a 4,5 avec un taux de 4,5/ 100 000 habitants, ce
qui montre que I’atteinte des femmes par cette maladie est en augmentation continue.

A I’échelle maghrébine, deux études Marocaines, [183], [187] ont montré un sex-ratio (10 :1)
plus élevé que le notre, mais ce sex-ratio est proche de celui trouvé par Ketfi et Adila., tandis
qu’une autre encore effectuée pour une population Tunisienne [184] a montré une fréquence
trés ¢levée des femmes ayant un CB par rapport aux hommes- comme en France [190]- avec
un sex-ratio de 2,66 :1 et 1,9 :1 respectivement. Cela peut étre expliqué par le tabagisme
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féminin. Il est important de noter que le taux des femmes fumeuses en Algérie est connu pour
étre tres faible et/ ou tabou (dans notre échantillon 1/104 femmes), et cela est due a des raisons
socio-culturelle.

Toutefois, la prédominance des hommes ayant un CB peut étre expliquée par 1’incidence
accrue du tabagisme au sein de ce groupe par rapport aux femmes, et de plus une rareté de la
présence féminine est observée dans les métiers concernés par 1’exposition professionnelle
tels que le secteur de batiment et travaux publics, les mines, les usines et autres.

De nombreuses études ont essayé d’expliquer le CB féminin malgré 1’absence des deux
facteurs de risque majeur menant a ce cancer, ce qui est le cas pour nos 27 patientes femmes.
Parmi les explications suggérées: des facteurs biologiques et moléculaires, le manque
d’activité, 1’alimentation, 1’exposition a [’amiante, 1’émanation d'huiles de cuisson,

I’exposition aux produits ménagers, et en plus la pollution atmosphérique [191]-[193].

2.2. La répartition selon I’age

Nous avons divisé notre cohorte en tranches d’age de 10 ans (Tableau VI)

Tableau VI : Répartition des patients et des t¢émoins selon 1’age

Tranche Patients (%) Témoins (%)
d’age

20-29 2(1) 2(0,9)
30-39 8(5) 12 (5,7)
40-49 17 (10) 80 (38)
50-59 51 (30) 72 (34)
60-69 56 (33) 26 (12,3)
70-79 33 (20) 13 (6,1)
>80 2(1) 6(3)
Total 169 211 (100%)
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Figure 12 : Répartition des patients selon la tranche d’age.

Au regard de I’histogramme (Figure 12) nous observons des extrémes d’age entre 26 et 80
ans et une moyenne d’age de diagnostic a 59.9 ans

Le taux de patients atteints augmente avec 1’age montrant un pic entre 60 et 69 ans (33%),
suivi par la tranche d’age entre 50 et 59 (30%). Il est rare avant 1’age de 40 ans (5%) et apres
I’age de 80 ans (1%). le CB prend des décennies a se développer apres le début du tabagisme
[194], et répond a I'hypotheése de Knudson. Groot et al. 2018 [3] ont expliqué que la fréquence
augmentée de la maladie chez les sujets 4gés est associée aux facteurs biologiques parmi
lesquels les altérations a ADN en plus du raccourcissement des télomeres qui s’installe avec
le temps. D’un autre part, le tabac est la cause principale du CB a cause des carcinogeénes qu’
il contient.

Nos résultats sont proches de ceux rapportés par d’autres études portant sur la population
Algérienne, a I’exception de 1’é¢tude de Adila et a/. 2018 [177] ou la moyenne d’age était plus
¢levée que les autres, soit 68 ans [178]-[180], [182]. Notre moyenne (€gale a 60 ans) est en
corrélation avec deux études Marocaines par Yazidi et al. 2013 [187] et Belmokhtar et al.
2019 [183]. (Tableau V)

A T’¢échelle internationale la moyenne d’age au diagnostic est de 70 ans pour les hommes et
les femmes, avec une distribution comme suit : environ 53% des cas surviennent chez des
personnes de 55 a 74 ans et 37% surviennent au-dela de 75 ans, avec une rareté de la maladie
avant 1'age de 30 ans et apres 1’age de 80 ans. [3]

En France, la moyenne d’age de diagnostic est stable depuis 2008 : 66 ans chez les hommes

et 65 chez les femmes.[190].
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Ces différences avec notre population pourraient s’expliquer par la jeunesse de la population
Algérienne, dans le groupe de nos cas, ’age moyen des hommes (61 ans) est ¢levé que I’age
moyen chez les femmes, 54 ans, de fait 66% de nos patients ont moins de 60 ans.

Ihadadene et a/. 2018 [181] et une autre étude sénégalaise 2019 [189] ont rapporté une valeur
de 57,12 et 54,6 ans, respectivement.

Si I’on considére les non-fumeurs, leur moyenne d’age de diagnostic est inférieure que la
moyenne générale (55,13 ans). Dans notre cas, deux patients ayant moins de 30 ans (26 et 29
ans) et sont non-fumeurs.

Il apparait que le groupe faisant partie de la tranche d’dge de moins de 50 ans a plusieurs
particularités. En effet, une étude a indiqué que les jeunes patients atteints d'un CB sont le plus
souvent des femmes, leur histologie est présentée majoritairement par I'ADK, ce sont
généralement des non-fumeurs et présentant un stade avancé de la maladie. [3], [195]. Sur le
plan moléculaire, cette catégorie des jeunes adultes a montré un profil génétique différent des
patients agés avec significativement plus de marqueurs génétiques « targetable genotype »
utilisé pour la thérapie ciblée (EGFR, ALK) que 1’autre groupe, ce qui augmente ’efficacité

des traitements ciblés et donc I’amélioration de la survie [196], [197].

2.3. La répartition selon le tabac

Dans cette partie de 1’étude, nous allons réaliser une comparaison de nos patients avec deux
cohortes différentes de témoins (& cause du manque d’informations concernant les
caractéristiques liées au tabac tels que durée, intensité, sevrage et début du tabagisme dans
notre groupe de témoins), la premicre est celle qui a été réalisé par nous et la deuxieme le
groupe de témoins étudiés par Pr Oudjehih Messouda a Batna [171].

En premier lieu, nous avons étudié nos groupes de témoins et de patients. La répartition selon
le tabac est représentée dans Figure 13 et 14.

En observant les données de notre cohorte concernant le tabac, nous avons constaté que dans
le groupe des patients 77,3 % sont des fumeurs actifs et 14,5% sont des non-fumeurs. La
différence entre les patients et les témoins selon le tabac est significative p < 0,01.

Dans le but d’éviter le biais possible résultant de la distribution inégale des femmes dans nos

groupes de patients et de témoins, nous avons exclu le sexe féminin de 1’analyse du tabac
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Figure 13 : Répartition des patients et des témoins selon le tabac
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Figure 14 : Distribution des patients et des témoins selon le statut tabagique.
Selon notre étude nous constatons un taux ¢levé de la consommation du tabac chez les patients
hommes (92,5%) par rapport aux témoins hommes (33,7%), cette différence significative
qualifie le tabac comme facteur de risque au CB. Le tabac est considéré associé a I’apparition
du CB a plus de 90% [3]. Dans ce contexte, Doll, Hill et Peto ont effectué¢ des travaux connus
sous le nom de << British Doctors Study>>, une étude de cohorte menée de 1951 a 2001 sur
34440 médecins britanniques suivis pendant 50 ans [198]-[205],[206]. Ces travaux sont
considérés comme la premicére preuve statistique solide d’association entre le tabagisme et de
nombreuses maladies, dont le CB avec les résultats suivants : les fumeurs avaient 14 fois plus
de risque que les non-fumeurs d’avoir un CB [207]. Ce risque peut varier de 10 a 30 fois en

fonction du taux et la durée du tabagisme et ce risque diminuent avec le sevrage [80].
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La comparaison de nos résultats avec ceux d’autres auteurs en Algérie et ailleurs montre une
disparité dans les données, mais toutes les études font apparaitre une prédominance des
fumeurs masculins dans le groupe des patients. (Tableau VIII)

Au sein de notre cohorte, nous avons comparé notre groupe de patients avec un groupe de
témoins mis gracieusement a notre disposition par I’auteur d’une étude épidémiologique [171]
réalisée au niveau de la wilaya de Batna. Pour éviter les biais d’age et du genre, nous avons
exclu le sexe féminin et apparier 1’age des deux groupes, la médiane d’age pour les patients et
les témoins correspond a 62,1 et 60,3 respectivement.

Les caractéristiques liées au tabac concernant les patients et les témoins sont présentes dans

le Tableau VII.

En considérant les résultats de notre enquéte (Tableau VII), nous constatons que les fumeurs
et les ex-fumeurs réunis ont un facteur de risque d’avoir un CB de 4 fois plus important que
les non-fumeurs (p = 0,0024). Le risque est deux fois plus bas chez les ex-fumeurs par rapport
aux fumeurs actifs avec p =0,049 et p = 0,0002, respectivement. Il est admis que le sevrage a
n’importe quel age est bénéfique et diminue progressivement le risque au CB. Parmi nos
patients, 63 % ont arrété le tabac au cours de leur vie, dont 39,4% avant un an, le motif du
sevrage dans ce groupe est généralement 1i¢ a I’apparition des symptomes qui deviennent plus
séveres avec le tabagisme. Le risque au CB dans ce groupe reste élevé (OR = 4,47 et p=0,004).
Le risque au CB diminue fortement chez les ex-fumeurs, apres 5 ans de sevrage et plus, mais
ne disparait pas complétement [66].

Dans I’intervalle de 5 a 10 ans de sevrage, le nombre faible de patients pourrait étre la raison
pour laquelle le risque n’est pas apparu (p = 0,19), tandis que dans ’intervalle de 10 a 15 ans
le risque est présent (p = 0,015, OR= 3,32), mais il est moindre comparé a celui de 1 4 5 ans,
qui pourrait s’expliquer par un déni des patients. Au-dela de 15 ans de sevrage, aucune
association significative au CB n’est notée.

Pour le taux de consommation, nous I’avons étudié en utilisant deux unités, cigarette / jour
(Cg/ jr) et Paquet année (P/A). Paquet /année est égal au nombre de paquets fumés par jour
multiplier par le nombre d’années de tabagisme. Dans la premiére situation, une signification
avec le risque est observée dans les trois catégories (1éger, modéré et grand fumeur), le risque
le plus élevé est dans le groupe des fumeurs modérés qui fument de 10 a 20 Cg/jr avec un OR=
6,36, contrairement a ce qui est attendu dans la catégorie des grands fumeurs, cette

contradiction avec la littérature serait due a I’effectif bas ou bien la durée du tabagisme qui
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influence le risque au CB plus que la quantité de tabac.
Tableau VII : Répartition des patients et des témoins selon les caractéristiques liées au

tabac. ( Cohorte de Batna)

Parameétres Témoins (%) Cas (%) OR IC |

N =262 N =142
Tabac
Non-fumeurs 61(23,3) 10 (7,5) Ref
Fumeurs ou ex-Fum 200 (76,7) 123(92,5) 3,75 1,85-7,6 0,00024
Passif 3(1) 4(2,8) 7,8 1,14 - 61 0,017
Fumeurs 200 123 3,75 1,85-7,6 0,00024
Fumeurs actuels 74 (37) 51 (53,7) 472 1,97-8,97 0,0002
Ex-Fum 126 (63) 44 (46,3) 2,13 1-4,51 0,049
Non précisé 0 28 / / /
Taux de (Cig/jr)
0 61 (23,7) 10 (7,5) Ref
1-9 Léger 39 (14,9) 0 / / /
10420 70 (26,7) 73 (49,7) 6,36 3-13,4 1,119e-06
>20 91 (34,7) 38 (25,8) 2,54 1,18-5,5 0,017
Durée (année) N=200 N=123
<20 66(33) 11(10) 1,01 0,4-2,56 0,97
20-40 80 (40) 44 (39,6) 3,35 1,56-7,2 0,0019
>40 54 (27) 56 (50,4) 6,32 2,94-13,6 2,36°-06
Taux (Pk/ années)
Moyenne 34,19 43,36 / / /
<40 138 (69) 48 (41) 2,12 1-4,47 0,048
>40 62 (31) 69 (59) 6,79 3,2-14,4 5,88°-07
Le sevrage
Oui 126 (63) 69 (72,6)
Non 74 (37) 26 (27,4)
Non précisé 0 28 / / /
Durée du sevrage
(Années)
Arrét < 1 0 24 (39,4) / / /
I <arrét<5 15 (12) 11 (18) 4,47 1,6-12,5 0,004
5> arrét > 10 17 (13,5) 6 (9,8) 2,15 0,68-6,77 0,19
10 > arrét >15 22 (17,5) 12 (19,7) 3,32 1,26-8,8 0,015
> 15 72 (57) 8 (13,1 0,68 0,25-1,82 0,44

Si ’on se réfere a la durée de tabagisme dans notre échantillon, nous remarquons que le
risque au CB est passé de 3,35 fois pour la durée 20 et 44 ans (p=0,0019) pour atteindre un
risque de 6,32 fois pour les patients qui ont fumé plus de 40 ans (p=2,36°-06). Ainsi, pour le
taux P/A le risque a triplée pour les patients qui fument plus de 40 P/A (p= 5,88°-07) par

rapport a ceux qui fument moins de 40 P/A (0,048). Donc, nos résultats montrent que la durée
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de sevrage et I'unité de mesure du tabac ont un effet sur le risque du CB : le nombre de

patients augmente avec ces deux parametres.

Les résultats de la comparaison de nos fréquences avec celles d’autres travaux sont assemblés

dans le Tableau VIII

Tableau VIII : comparaison des résultats des études précédentes selon le tabac

Pays, Année

Auteur

Fumeur Moyenne H/F Durée moy Sevré Passif
% Pk/A % (ans) % %
Algérie Notre étude 77,3 41,74 P/A 92,5/0 36 63 2,8
2015-2016
L. Bounedjar et al 81,3 40 P/A 95/4 48.9 23,3
Algérie
2020 [57]
Ketfi et al 76,5 42P/A
[176] (+20PA :85%)
Ketfi et al 80,6 41P/A
[178]
Otsmane et al 84 94,6 (H) 59,42 5,8
. [179]
Azlg‘fg‘e Bourkadi et al 81 54 33 (F)
[180]
Ihadadane et al 60 82/9,5 19
[181]
Algérie Harir et al 86 100//0
2015 [182]
Maroc Belmokhtar et 86,15 37,58 P/A 95/1,54 30,9
2019 al [183]
Kaanane et al 93,3
Maroc 2009 Kchiére et 6,3 (F) 12,6 (F)
al[185]
Maroc 2013 Alaoui Yazidi 89,3 30 P/A - 343 18,6
etal [187]
Tunisie Joobeur et al 89 32,9 P/A - 14,4
2020 2020 [186]
Moins de 50
Tunisie Agrebi et al 49,45 P/A 96 (H)
2018 [188] -
(Hommes)
Bengladesh | Safiqu ELislem 97 54% 26,4
2013 et al [208] (>40 PA)
Europe et Jan Hovanec et 92 38,5 P/A (H) 96/73 32
Canada 2018 al [209] 22,5P/A (F)

Les valeurs obtenues des différentes études sont corrélés aux notres et entre elles.

La moyenne de la durée du tabagisme se trouve dans la plupart des études aux alentours de

30 ans.
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Le taux de tabagisme P/A, se situe autour de 40 P/A et le pourcentage de fumeurs hommes
est de 90%. Par contre, les fréquences de taux de fumeurs sont de 60 a 97%.
Le taux du tabac passif passe de 2 a 19%, les fumeurs sevrés oscillent entre 14% et 63%.
(Tableau VII)
Les autres types d’habitude toxiques tels que le cannabis et 1’alcool sont pratiquement absents
dans les réponses a nos questions (1 et 11 patients, respectivement), car la consommation de
ces deux substances est prohibée par la loi Algérienne pour la premiére et par la religion pour
la deuxiéme , donc les patients ne déclarent pas leur consommation, ceci est confirmé par
Kanaane (Maroc) d’autres études ont rapporté un taux ¢élevé dans la population des patients
ayant un CB. Les habitudes toxiques au sein de la cohorte de Alaoui Yazidi (toujours au
Maroc) sont considérables (33,6 alcooliques et 27,9% sont des consommateurs de Hachich
ou Cannabis) [187], [210].

v Le CB chez les non-fumeurs
Dans notre cohorte, 36 sur 169 patients ne sont pas fumeurs dont 26 de non-fumeurs sont des
femmes ce qui représente la totalit¢ des patients féminins (tabagisme absent chez les
femmes). Il est a noter que le tabagisme chez la femme Algérienne est un sujet tabou donc il
se peut qu’il existe des femmes fumeuses, mais qui ne déclarent pas leur tabagisme.
Les non-fumeurs atteints d'un CB représentent un sous-ensemble unique de toutes les
personnes atteintes de ce cancer. A I'échelle mondiale, environ 15% des cas de CB chez les
hommes et 53% chez les femmes ne sont pas liés au tabagisme [211]. Le risque de CB est
2,5 fois plus ¢€levé chez les non-fumeurs de sexe féminin que chez les non-fumeurs de sexe
masculin [211]. L’exposition a la fumée de tabac ambiante est I’un des facteurs de risque les
plus importants pour les femmes non fumeuses. Une méta-analyse de 55 études sur le
tabagisme conjugal et son association avec le risque de CB chez les femmes non fumeuses a
montré qu'une femme non fumeuse exposée au tabagisme passif conjugal de 27% plus de
risque de développer un CB qu’une femme non fumeuse et non exposée au tabagisme passif
conjugal [212], [191], [192].
Mais ces facteurs concernent une petite fraction des femmes non fumeuses atteintes d’un CB.
D’autres facteurs liés au genre ont été suggérés comme la pollution atmosphérique, le
manque d’activité, I’alimentation, I’exposition a I’amiante ... mais le manque des données
ne permet pas d’aboutir a des résultats concluants.
De nombreuses études ont montré que les femmes sont plus sensibles aux carcinogeénes du
tabac que les hommes. Ainsi pour une femme et un homme qui ont fumé la méme dose de
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tabac, la femme a de 1,5 a 3 fois plus de risque de développer un CB qu’un homme. [213]-
[216]. L'ampleur de 'accélération du risque de CB chez les femmes et le lien plus faible avec
le tabac ont fait poser I'hypothése d'une vulnérabilité hormonale et génétique. Différents
mécanismes ont été¢ évoqués pour expliquer cette éventuelle vulnérabilité :

- Des adduits d'ADN induits par les hydrocarbures aromatiques polycycliques ont été
observés plus fréquemment chez les patientes atteintes d'un CB que chez leurs homologues
masculins, méme si le taux de carcinogénes du tabac était plus faible chez les femmes que
chez les hommes [217], [218].

- La capacité de réparation de I'ADN s'est avérée plus faible chez les patientes atteintes du
CB que chez leurs homologues masculins [219].

- Une fréquence plus ¢levée de mutations G-to-T transversion dans le géne de la protéine p53
de la protéine suppressive de la tumeur a été observée chez les femmes [220].

- Les CBNPC chez les femmes semblent étre plus susceptibles, que celles chez les hommes,
d'héberger des mutations du récepteur K-ras, c-erbB-2 ou du facteur de croissance
épidermique[221]-[223].

- Des différences entre les sexes ont été identifiées dans I'expression du géne du cytochrome
P4501A1 (CYPIAI) et du gene du récepteur peptidique libérant de la gastrine, les femmes
présentant une expression génique supérieure a celle des hommes pour ces deux genes.

Le CYP1AI est associé a un risque accru de CB chez les femmes non-fumeuses (OR= 3,97,
IC 95% = 1,85-7,28). 1l joue un role dans la conversion des agents cancérigénes du tabac en
métabolites de liaison a 'ADN qui sont importants dans la formation d'adduits d'ADN. La
glutathion S-transférase GSTMI et GSTTI sont pertinentes pour la détoxification des
cancérogenes. Le génotype nul GSTM1 a été associé a un risque accru de CB dans certaines
¢tudes, mais pas dans d'autres [127], [224]-[226].

Afin de mieux comprendre 1'étiologie du CB chez les femmes non fumeuses, The Female
Lung Cancer Consortium in Asie (FLCCA), a été¢ fondé. La FLCCA a identifié un modele
distinct de facteurs de risque environnementaux liés de manicre causale au CB chez les
femmes Asiatiques qui ne fument jamais, ainsi qu'un phénotype moléculaire distinct du CB
chez les non-fumeurs par I'identification de trois nouveaux loci de susceptibilité a 10g25,2,
6q22.2 et 6p21.32 [227]. Chez six femmes coréennes n'ayant jamais fumé, de nouvelles
aberrations génétiques, qui comprenaient 47 mutations somatiques et 19 transcriptions de
fusion, ont été identifiées. La plupart des geénes altérés étaient responsables de perturbations
de la transition G2 / M et de la progression mitotique, li¢es de maniere causale a la

53



Résultats et Discussion

tumorigenese chez ces patients [228].

Il a été reconnu que les hormones sexuelles ont également une influence significative sur les
cancers des organes et tissus non reproducteurs, mais en particulier pour le CB [229]. Le
mécanisme exact par lequel les cestrogénes peuvent étre impliqués dans la cancérogenése
pulmonaire n'est pas clair, mais certains chercheurs ont signalé qu'ils pouvaient agir comme
des ligands des récepteurs aux cestrogeénes (ER) et activer la prolifération cellulaire, ou bien
comme cancérogenes directs via la formation d'adduits d'ADN [230], [231]. Dans un mod¢le
de CB génétiquement défini chez la souris, I'cestrogéne a agi comme un promoteur de tumeur
[232]. Il existe également des preuves solides suggérant que I'cestrogeéne simule I'angiogenése
[233], [234]. Cependant, un ensemble de preuves ont apparu qui montrent que non seulement
les stéroides sexuels endogeénes, mais aussi exogenes peuvent contribuer au CBNPC chez les

femmes [235], [236].

2.4. La répartition selon la profession

Les facteurs professionnels représentent la seconde cause de CB chez I’homme. Dans notre
groupe de patients une cinquantaine de fonctions ont été présentes, nous les avons réparti
selon leur secteur en 8 catégories ( Tableau IX).

Groupe 1 : Administration et enseignement regroupe également les fonctions de directeur,
cadre administratif, fonctionnaire, comptable, enseignement de tous les niveaux, ils étaient au
nombre de 31 patients, 18%.

Groupe 2 : Agriculteurs,

Groupe 3 : Toutes les fonctions du secteur sécurité publique, regroupent agent de sécurite,
policier, gendarme, protection civile, armée et pompier.

Groupe 4 : Toute fonction ayant un rapport avec la construction, chantier (Secteur batiments
et travaux publics), les plus représentatifs sont architecte, électricien, magon, menuisier,
peintre, agent de maintenance, manceuvrier, soudeur.

Groupe 5 : Conducteurs, mécaniciens.

Groupe 6 : Femmes de ménage, femmes au foyer et chefs cuisiner.

Groupe 7 : Ouvriers exposés aux produits chimiques (du carrelage, du verre, produits
chimiques divers, pieces détachées, SNTA, imprimerie) en plus du mineur et du ferrailleur.
Groupe 8: Employé, commergant ou autres fonctions non appartenant aux groupes

précédents (Couturier, écrivain patissier, boucher...).
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Tableau IX : Répartition des patients selon la fonction.

Groupe N %
Administration et enseignement 31 18
Agriculteurs 11 7,2
Sécurité public 10 7
Batiment et travaux publics 20 13,5
Conducteurs ou mécaniciens 12 8.5
F de ménage, F au foyer, chef cuisiner 19 12,6
Ouvrier, mineure, ferrailleurs 14 9,4
Employé, commergant, ou autres 31 20,5

Professions non concernées par I’exposition aux facteurs de risques
Les groupes 1, 3, 6 et 8 ne sont pas exposés de maniére directe pourtant ils sont présents avec
des pourcentages considérables. Pour les secteurs administratif et d’enseignement, le tabac
actif est fréquent en particulier dans les bureaux administratifs (places fermées), surtout que
dans notre pays la loi qui interdit le tabagisme dans les bureaux et les espaces publics est
rarement respectée. Une autre explication possible, le facteur de stress qui est élevé dans ces
secteurs ce qui incite les personnes de fumer plus. En plus, les administrations et les écoles
sont souvent localisées dans des anciennes batisses susceptibles d’avoir un taux ¢élevé de
I’amiante, ceci peut augmenter le risque du CB.
Les employés dans la sécurité publique (7%), sont souvent sollicités dans le cas d’accidents ou
de catastrophes ; ils seront exposés aux différentes fumées et produits chimiques industriels.
Les femmes au foyer, les femmes de ménage et les cuisiniers sont exposés aux produits
domestiques qui sont souvent des produits chimiques toxiques en plus de la pollution interne
et le tabagisme passif. De plus, le réle de I’exposition domestique au radon est maintenant
reconnu avec un petit risque additionnel. Ce risque additionnel a été estimé au Canada a 10 %
de I’ensemble des CB, mais il est probablement variable avec la richesse du sous-sol en granit
et le degré d’aération des maisons [237]
Pour le groupe des employés, leurs emplois n’ont pas été précisés et donc nous ne pourrons
pas en retirer de conclusion quant aux sources d’exposition possible.
Professions concernées par I’exposition aux facteurs de risques
Parmi nos 151 patients, 60 (39,7%) cas sont exposés aux facteurs professionnels. Le groupe

des macons et ouvriers du batiment et travaux publics occupe la premiére place (33%), suivi
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par des ouvriers dans des usines des produits chimiques (dont 2 mineurs et 3 ferrailleurs)
(23%), puis celui des chauffeurs et mécaniciens (20%), et enfin les agriculteurs (18,3%). Une
exposition plus élevée (50,7%) retrouvée par Ketfi et al. 2020 [176] dont 26,5% pour les
professions de chauffeurs poids lourds et conducteurs d’engins. Alors qu’une fréquence moins
¢levée des notre, a été rapporte par Otsman et al. 2018 [179] avec une exposition
professionnelle de 15% et une fréquence majoritaire pour le secteur magonnerie et construction
(11.36%). Une fréquence encore plus basse a été retrouve chez Ihadaden et a/. 2018 [181] ou
seulement 10 patients de 242 sont exposés. Cette variabilité des fréquences d’une étude a une
autre peut étre expliquée par le manque de données et la banalisation de ce facteur par les
médecins lors du remplissage des questionnaires.
A I’échelle maghrébine, 50% des patients de Alaoui Yazidi et al. 2013 [187] étaient touchés
par le risque professionnel, les carcinomes. Il s’agissait principalement de 1’amiante, la silice
et HAP.
A D’échelle internationale, ces taux restent élevés par rapport & leurs données: 25 % des CB
sont d’origine professionnelle en Europe [238], 12 % en France [239], [240] et 9 a 15 % aux
Etats-Unis [241].
Ce risque relatif semble augmenter de fagon linéaire et significative avec le nombre d'années
passées dans des professions a risques, augmentant de maniere significative de 28% tous les
10 ans dans une profession a risques.
Si de telles professions étaient combinées a une exposition au tabagisme, alors dans le cas des
gros fumeurs, une carriere de 20 ans ou plus dans des professions a risque signifierait tripler la
possibilité de développer un cancer du poumon pour la profession [242].
Généralement, dans les différentes études les métiers du secteur de batiment et travaux publics
sont fortement exposés et cela peut €tre expliqué par le fait qu’ils font face a de nombreux
carcinogenes, tels que 1’amiante, la silice de fer, 1’arsenic, le souffre, la poussi¢re de bois et
autres [187], [243]. Une étude égyptienne récente qui s’est intéressée aux dangers potentiels
d'une exposition a la poussiére de bois, a reporté des fréquences significativement plus élevées
d'aberrations chromosomiques et d'échanges de chromatides sceurs, chez le groupe exposé a la
poussiere toxique du bois, et cela les prédispose au CB [244].
Le groupe des agriculteurs est considéré comme une population a risque pour le CB a cause de
I’exposition forte a ’amiante a la silice, aux produits chimiques et surtout les pesticides et
engrais [187].

En effet, I"'imputabilit¢ des CB a 1 origine professionnelle est loin d’étre négligeable, mais
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souvent méconnue du fait du caractére multifactoriel et le role joué principalement par le
tabac, en plus du temps de latence entre 1" exposition et 1"apparition de la maladie. Le nombre
de déclarations en maladie professionnelle reste rare en Algérie. Il existe peu de données et
d’¢tudes ¢épidémiologiques consacrées aux cancers professionnels en général et plus

particulierement aux CB [176].

2.5. La répartition selon la localisation géographique
En regroupant nos patients selon leur Wilaya de résidence, nous remarquons que nos cas
parviennent de 18 wilayas et les fréquences les plus élevées ont été notées au niveau des
wilayas de Sétif, Constantine et Batna, avec des fréquences de 45%, 32% et 28%,
respectivement, ce qui était attendu du fait qu’ils sont les grands centres de population de
I’Est dans lesquels nous avons recruté nos patients. La fréquence élevée de Sétif avec 45
patients est intéressante, il est possible que cette fréquence €levée soit due a 1’accessibilité
aux patients vu la bonne collaboration de la maitre-assistante chargée des CB au sein du
service du pneumo, mais malgré cela, il parait que cette justification n’est pas suffisante pour
expliquer la raison pour laquelle Batna a un tel taux, alors que nous avons eu une bonne
collaboration aussi avec les personnes chargées des patients ayant un CB et en plus le recueil
des données a eu lieu dans le service du pneumo et du CAC méme. Pareillement pour
Constantine ou nous avons fait nos recrutements dans les services de pneumologie, CAC et
chirurgie thoracique. Il est possible que cette fréquence ¢levée soit spécifique a la Wilaya de
Sétif, et cela a été confirmé par Bounedjar et al. 2020 [57]. Par contre, les résultats de Hamdi
Cherif et al. 2020 [58] ne sont pas concordants avec les ndtres, dont les incidences les plus

importantes ont été enregistrées au niveau des wilayas de Bejaia, de Batna et de Jijel.

3. L’analyse des parameétres cliniques

3.1. La localisation de la tumeur
De point de vue localisation de la tumeur nous avons observé une fréquence élevée des
tumeurs droites (63%) par rapport aux tumeurs gauches (34,8%) et une rareté des tumeurs

bilatérales (2,2%). (Figure 15)
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Patients

= COté droit = Coté gauche Bilatéral

Figure 15 : Répartition des patients selon la localisation des tumeurs
Des résultats superposables aux notres, obtenus par Ketfi et al. 2018 [178] avec 67,5 tumeurs
situées sur le coté droit. Par contre le taux des tumeurs bilatérales est plus ¢élevé que nos
résultats avec une fréquence de 11%. Belmokhtar et al. 2019 [183] a abouti a des fréquences
de 54,81%, 33,24% et 0,73 pour le coté droit, le coté gauche et bilatéral, respectivement. Une
¢tude a examiné les corrélats épidémiologiques de la latéralit¢ cancéreuse dans cinq
principaux organes appari€s : les seins, les poumons, les reins, les testicules et les ovaires. Le
résultat pour le CB s’exprimait par une prédominance du c6té droit ainsi qu’ il a été constaté
que les différences d'incidence du cancer par latéralité coincidaient étroitement avec les
différences de taille des organes, trés nettement pour les poumons, a la fois chez les hommes
et les femmes, ainsi que pour les testicules et les reins, ce qui suggere que la taille des organes

est un facteur important sous-jacent a l'asymétrie de l'incidence du cancer [245].

3.2. Le type histologique

La répartition de nos patients selon le type histologique est représentée dans le graphe (Figure
16).

Les patients

_—

= ADK = EPD APC Autres

Figure 16 : Répartition des patients selon le type histologique.
La classe majoritaire de nos patients (55%) a eu un ADK ; au deuxiéme rang se trouve I’EPD
avec un pourcentage de 28.4% suivi par le CPC avec 13,6%. La répartition des types

histologiques dans nos résultats est similaire a ceux de 1’é¢tude Algérienne de Bounendjar et
58



Résultats et Discussion

al. 2020 [57] menée sur 897 patients ayant un CB. Cependant Harir et al. 2014 (Oran) [182]
ont eu une prédominance claire d’EPD suivie par CPC et enfin I’ADK. Leurs résultats
concordent avec I’étude Marocaine de Alaoui Yazidi et al. 2013 [187], mais différent de nos
résultats. L’étude de Otsman et al. 2018 [179] révele un nombre plus bas du CPC par rapport
aux autres ¢tudes (4%).
Des résultats trés variables concernant les fréquences des types histologiques ont été
trouvés, mais la majorité¢ des études communiquent des fréquences élevées du type
histologique ADK par rapport a I’EPD et une fréquence basse du CPC. Pour comparer
nos résultats avec les autres résultats des études Algériennes maghrébines et
internationales, nous les avons regroupés dans I’ Annexe 08.

v La distribution des types histologiques selon le sexe, I’Age et le statut tabagique

Pour mieux analyser nos données concernant le type histologique, nous avons stratifié ces
derniéres selon les facteurs : sexe, age et tabac. (Tableau X)

Tableau X : La répartition des types histologiques selon le sexe, I’age et le statut tabagique

Parameétres ADK % EPD % CPC %
Sexe Homme 71(50)  45(31,7) 21(14.,8)
Femme 22 (81,5) 3 (11,1) 2 (7,4)
Age <50 ans 18 (66,7) 6(22.2) 2(7.4)
> 50 ans 75(52,8) 42(29,6) 21 (14,8)
Tabac Fumeur 60 (48,8) 42(342) 16(13)
Non-Fumeur 29 (80,6) 4 (11,1) 3(8,3)
Pas d’info 4 2 3

3.2.1. La stratification des types histologiques selon le sexe
En observant le graphe ci-dessous Figure 17, nous constatons facilement 1’écart important
entre la fréquence d’ADK chez les femmes et les hommes 81,5 vs 50, respectivement, ainsi
que les fréquences basses des femmes ayant un EPD ou CPC par rapport aux hommes. C’est
ce qui a été retrouvé par les cing études qui ont communiqué les fréquences des femmes et
des hommes dans les différentes classes histologiques, les fréquences variant d’une étude a

une autre [57], [183], [185], [209], [246], [247]. (voir le tableau dans I’Annexe 08)
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Figure 17 : La stratification les types histologiques selon le sexe

3.2.2. La stratification des types histologiques selon I’age
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Figure 18 : La stratification les types histologiques selon 1’age

De point de vue age ( Figure 18), I’ADK est plus fréquemment présent chez les sujets jeunes

adultes que les sujets agés tandis que le CPC est rare chez les sujets jeunes contrairement aux

sujets agés. Ces résultats sont consitants avec ceux obtenus par 1’étude Tunisienne récente

menée par Joobeur et al, 2020 [186] ils ont retrouvé des résultats similaires aux notres.
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3.2.3. La stratification des types histologiques selon le statut tabagique

Stratification des types histologique selon
le statut tabagique
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Figure 19 : La stratification les types histologiques selon le statut tabagique

Selon le profil tabagique (Figure 19) 80,6% non-fumeurs présentent un ADK contre 48,8%
fumeurs ce qui est considéré comme différence frappante, alors que pour I’EPD et le CPC la
prédominance est pour les fumeurs avec un écart plus remarquable pour ’EPD (43,2%
fumeurs vs 11,1% non-fumeurs), les constats de Thadaden et Thiam sont en accord avec les
notres [181], [189]. Méme si tous les types histologiques de CB sont significativement
associés au tabagisme, une méta-analyse a montré que le tabagisme est plus fortement associé
au CPC et a 1' EPD et moins associé a 'ADK [228].

Il est a noter que la distribution des différents types histologiques du CB primitif a nettement
changé ces derniéres années, marquées par une incidence de plus en plus ¢élevée de I” ADK
aux dépens d'un déclin de celle de I'EPD [66]. Ceci pourrait étre expliqué par les variations
des habitudes tabagiques et des composants des cigarettes. De méme, l'amélioration des
techniques diagnostiques pour les tumeurs périphériques qui sont souvent des ADK, et les
progrés importants des techniques anatomopathologiques faisant intégrer les données
immunohistochimiques peut expliquer cette tendance [62], [248].

L'ADK est la forme prédominante du CB chez les hommes jeunes de moins de 50 ans, chez
les femmes de tous ages, chez les non-fumeurs et chez les ex-fumeurs. Il existe quelques liens
suggestifs de type histologique avec les différences dans les types de cigarettes (y compris les
versions filtrées et a faible teneur en goudron) ainsi que la prédisposition génétique et les
expositions environnementales [33], [48]. Il est également a noter un lien possible présent
entre le type histologique avec les facteurs de risque professionnels. Des études ont signalé

que le CBPC était en exces chez les travailleurs qui sont exposés aux éthers chlorométhyliques
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et chez les mineurs souterrains en rapport avec le radon.[62]. L’ADK ¢était plus présent chez
les artisans exposés aux métaux lourds alors que ’EPD prédominait chez les ménageres

[189].

3.3. La répartition selon le stade et le grade TNM
Tableau XI : la répartition des patients selon leur stade et grade TNM

Stade et Patients (%)
Grade
Stade
1 0
11 7 (5,6)
111 21 (16,8)
v/ 97 (77,6)
Grade T
TO 0
T1 1(1,5)
T2 15 (22)
T3 14 (20,6)
T4 38 (55,9)
X 0
Grade N
0 16 (24,2)
1 8 (12,1)
2 33 (50)
3 9(31,7)
Np 67
Grade M
0 28 (22,2)
1 98 (77,8)
X 43

En interprétant nos résultats (Tableau XI), nous observons que 55,9% de nos patients ont un
grade T4 tandis que 50% sont classés grade N2, ce qui signifie un envahissement tumoral et
ganglionnaire avancés. Ces résultats sont proches de ceux de Wang et a/l. 2020 [247] (40%
T4 avec NO et N3 respectivement de 33% et 32%). Des résultats contradictoires sont
rapportés par Tsukazan et al. 2017 [246] ou les grades les plus répandus étaient T2 avec
47,8% et NO avec 63,5% le T4 et N2 avec 4,6 et 16,9% respectivement.

Aucun de nos patients n’a été diagnostiqué a un stade I, et seuls 5,6% présentent un stade II,
les 94,4% restant ont été¢ diagnostiqué a un stade avancé (III et IV) avec 77,6% qui ont
présenté des localisations secondaires. Ces résultats sont en accord avec ceux de Bourkadi
et al. 2018 (75,5%) [180] , Otsman et al. 2018 (66,95%), [179] et Bounedjar et al. 2020

(66,9%),[57]. Par contre, les travaux de Harir et al. 2015 [182] avec un stade IV a 58,94%
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et un stade III a 31,09 %.

Les sites de la localisation secondaire de nos 98 patients métastasés sont organisés comme
suit : 15 ayant une localisation osseuse, 10 ayant une localisation pleurale, 6 ayant une
localisation hépatique, 4 ayant une localisation cérébrale, 4 ayant une localisation
pulmonaire. Pour les localisations secondaires de la thyroide du rein et du médiastin, il y a
un patient pour chaque localisation, et 10 patients ont présenté de multiples localisations
secondaires.

Dans la littérature, les localisations les plus répandues sont par ordre de fréquence : les
localisations osseuses suivies par celles hépatiques et puis celles cérébrales avec des
fréquences variables [178], [179]. Dans notre travail, les métastases pleurales et pulmonaires
¢taient considérables. Bourkadi et a/. 2018 [180] ont déclarés que 20,7% cas des métastases
localement avancées. Par contre, 10 de nos patients ont des localisations multiples (20 %),
ce qui est bien plus élevé que ce qui a été retrouvé par Ketfi et al. 2020 (6,2%) [176].

La découverte du CB a des stades avancés dans la majorité des patients est devenue une
¢vidence et I’explication de ce fait est que le CB est un cancer silencieux qui se développe
progressivement. Les symptomes apparaissent a un stade tardif de la maladie, et méme quand
il devient symptomatique, les symptdmes sont souvent négligés par les patients, vu qu’ils
ressemblent aux symptomes du rhume (la toux surtout). Cela devient plus délicat quand les
patients s’auto-prescrivent des médicaments pour calmer les symptdmes (sans consulter le
médecin), ce qui mene a la disparition de ces symptomes alarmants pour une courte durée et
retarde un peu plus la découverte de la maladie. C’est ce que nous avons remarqué lorsque
nous avons étudié les délais entre I’apparition des symptomes et la consultation (moyenne de
3 mois).

Bourkadi et al. 2018 [180] expliquent que méme les délais apres la consultation pour arriver
au diagnostic et traitement sont longs : ainsi le délai moyen entre la consultation du
pneumologue et la premicre radiographie thoracique était de 19,5 jours, celui pour
I’hospitalisation depuis les premiers symptomes était de 116,9 jours, tandis que celui pour le
diagnostic histologique depuis 1’hospitalisation était lui de 17,75 jours.

Il est a noter que tous nos patients ayant un CPC sont découverts avec une localisation
secondaire; cela est explicable par le mauvais pronostic et 1’agressivité et le développement
rapide de ce type histologique par rapport aux autres types. Ce résultat a été retrouvé

¢galement par Mejri et al. 2015 [184].
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3.4. La répartition selon les symptomes

Tableau XII : la répartition de nos patients selon les symptomes

Les symptomes  Patients ADK EPD CPC
La toux 81 (50) 46 21 11
Dyspnée 79 (49) 44 21 10
Hémoptysie 50 (31) 29 16 5
Douleur 96 (60) 54 27 12

Dans notre série des patients, les symptomes étaient dominés par les douleurs thoraciques,
qui atteignent les 60% des patients au moment du diagnostic ( Tableau XII). Elles
surviennent souvent a la suite d'une infection ou d'une infiltration de la surface pleurale par
la tumeur, ou en raison d'une métastase des cotes, ou d'une invasion directe des cotes ou des
vertebres par la tumeur [182]. En deuxiéme rang survient la toux (50%). Le mécanisme de
la toux était diversifié¢ et peut étre dii a une croissance locale dans un emplacement central,
ou moins fréquemment dans les zones périphériques ou il peut étre la caractéristique d'une
grande obstruction des voies respiratoires provoquant une pneumonie post-obstructive, ou
bien causée par une hypertrophie des ganglions lymphatiques [182]. En troisiéme et
quatriéme place se trouvent la dyspnée et I’hémoptysie avec les fréquences de 49%, 31%,
respectivement.

En comparant nos résultats avec d’autres études, nous avons remarqué que la douleur et la
toux sont les symptomes les plus fréquents, suivis par la dyspnée et I’hémoptysie, tandis que
les fréquences différent d’une étude a une autre.[176], [178]-[183], [185], [186]

En plus de ces symptomes principaux cités ci-dessus, d’autres symptomes ont été€ notés,
mais avec un effectif négligeable : Fiévre, gonflement du pied, hoquet, briilure, lourdeur,
céphalées, hippocratisme digital et paralysé du doigt du pied, cedéme du membre inférieur,
maladie de zona, amaigrissement. En revanche, trois de nos patients n’ont eu aucun

symptome. Un épanchement pleural était présent chez 68% de nos patients.

3.5. La période de découverte aprés symptomes
Dans notre cohorte, 94,4% des patients arrivent a un stade tardif, cela pourrait étre expliqué
par I’aspect silencieux de la maladie et I’apparition tardive des symptdmes. Nous avons
¢tudié dans cette partie le délai entre I’apparition des premiers symptomes et la découverte

de la maladie pour mieux comprendre les causes de cette découverte tardive (Figure 20)
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Figure 20 : Répartition des patients selon la période de découverte apres symptomes.

Le délai moyen de découverte de la maladie chez nos patients entre I’apparition des

symptomes et la premicre consultation était de 98 jours. Des résultats semblables ont été

retrouvés par les autres études Algériennes et maghrébines ou la moyenne était dans les

alentours de 3 mois [177], [180], [184], [187], [188]. Un effort est attendu en santé publique

pour le dépistage précoce.

3.6. La répartition selon le traitement

La répartition de nos patients selon le profil thérapeutique a révélé les donnes regroupées dans

la Figure 21.

Figure 21 : Répartition des patients selon le mode de traitement

Distribution des patient selon le mode de
traitement
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Concernant les modalités thérapeutiques, la chimiothérapie a été préconisée chez 87,4% des

patients, la radiothérapie dans 15,4% et la résection chirurgicale a été réalisée chez 8,2% des

sujets. Toutes les études qui se sont intéressées au profil thérapeutique des patients ayant un

CB ont abouti aux mémes constats : une fréquence majoritaire pour la chimiothérapie le plus
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souvent palliative suivie par la radiothérapie avec une fréquence modeste, car la radiothérapie
concerne les patients ayant un stade de I a III, alors que 77,6 % de nos patients ont été
diagnostiqués stade I'V.

La fréquence la plus basse est celle de la chirurgie et cela est dii au fait que la découverte de
la maladie est le plus souvent tardive, ce qui rend la tumeur inopérable et donc une

intervention chirurgicale impossible [176]-[178], [182]-[184], [248].

3.7. La répartition selon les antécédents personnels et familiaux
En stratifiant nos patients selon leurs antécédents personnels, les antécédents les plus
répandus étaient I’hypertension artérielle dans 24 patients, le diabéte avec un effectif de 17.
Concernant les maladies pulmonaires, nous obtenons la bronchopneumopathie chronique
obstructive BPCO dans 11 cas, la tuberculose chez 6 individus tandis que 1’asthme était
présent chez 4 patients et ’allergie chez 3 individus. Des résultats trés proches aux notres
ont été rapportés par Belmokhtar et al. 2019 [183] prédominance par HTA et diabéte suivi
par les pathologies pulmonaires, en particulier la BPCO et la tuberculose. Aucun cas
d’antécédents familiaux pour le CB n’a été déclaré dans notre cohorte, ce qui a été confirmé
par Bounedjar et al. (2020) [57], par contre dans nos travaux en collaboration avec Mme
Boudokhane Ibtissem (2020) [249], nous avons trouvé un pourcentage de 23% des cas ayant
une histoire familiale du CB, des études plus approfondies sont nécessaires pour comprendre

I’origine de cet écart entre ces deux cohortes de I’Est algérien.

4. L’étude Moléculaire
Bien que le CB soit li¢ a l'exposition environnementale aux cancérogénes, en particulier au
tabagisme, seuls 20% de fumeurs développent un CB, ce qui suggere qu'il existe une
différence interindividuelle de sensibilité a la maladie. Pour cela dans ce deuxiéme volet de
notre étude et dans le but de tenter d'expliquer cette différence interindividuelle, nous avons
¢tudié I’association de trois polymorphismes de trois genes différents impliqués dans le
métabolisme des cancérogenes ou dans la réparation de I'ADN endommagé dans les cellules

pulmonaires, pour mettre en évidence une éventuelle association. Il s’agit des genes TERT

(rs2853669), OGGI (rs1052133) et CHRNAS (rs16969968).

4.1. Les caractéristiques des sujets
Dans cette partie de notre travail, nous avons exclu les patients ayant un CPC et cela est da
aux caractéristiques tres spécifiques de cette catégorie, de point de vue anatomopathologique

moléculaire et pronostic. En plus, I’effectif modeste de ce groupe peut mener a des résultats
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non fiables.

Une étude type cas témoins a été réalisée sur 144 patients et 211 témoins de la population de
I'Est algérien. Les distributions par age, sexe, antécédents de tabagisme et type histologique
chez ces sujets ont ¢té résumées dans le Tableau XIII.

Tableau XIII : Les caractéristiques des patients et des témoins de 1’étude moléculaire.

Parameétres Cas (%); (n= 144) Témoins (%); (n=211) P Value
Sexe <0,01
Homme 119 (83) 134 (63,5)
Femme 25 (17) 77 (36,5)
Age (Ans) <0,01
<60 72 (50) 170 (80,5)
>60 72 (50) 41 (19,5)
Moyenne d’age (Intervalle) 59,85 (26-80) 52,33 (20-88)
Statut tabagique <0,01
Fumeurs 104 (73) 61 (38)
Non-Fumeurs 38 (27) 100 (62)
Pas d’information 2 50
Histologie /
ADK 96 (66) /
EPD 48 (34%)

P Value est basée sur le test de Chi-square Pearson’s.

Notre groupe de patients ayant un CBNPC est prédominé par la présence masculine avec une
fréquence de 83 % d’hommes et un sex-ratio de 4,8. Ces résultats sont compatibles avec la
littérature.[57], [58], [179]. La fréquence faible des femmes est corrélée avec les faibles
prévalences du tabagisme féminin: aucune femme fumeuse dans notre cohorte. Cette
situation peut étre expliquée par la culture des pays arabes et africains ou la femme ne
bénéficie pas de la méme permissivité que I’homme a 1’égard de certains comportements -
fumer reste tabou- de méme que c’est lié au niveau de développement socioéconomique.
D’autre part, I’atteinte de 25 femmes dont 1’étiologie principale de la maladie qui est le tabac
est absente peut-€tre expliqué par le tabagisme passif, I’exposition environnementale et

professionnelle aux xénobiotiques ainsi qu’a des facteurs génétiques et hormonaux.
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L’age moyen de nos patients est de 59,85 dans un intervalle de 26 a 80 ans. Le CB se
caractérise par son apparition tardive et cela est di a I’accumulation des altérations au cours
des années a cause de I’exposition au tabac et d’autres facteurs professionnels et
environnementaux qui peuvent altérer les genes de prédisposition.

Lors du recrutement des témoins, nous nous sommes heurtés a un écueil : notre population
était incompleétement appariée. Pour contourner tout biais, nous avons effectué une régression
logistique multivariée, ou nous avons ajusté la p value selon I’age, le sexe, le tabac et le type
histologique et pour ¢liminer toute interaction possible de ces facteurs avec le risque au CB

(noté dans les tableaux pAdj). La distribution du sexe et celle de 1'age étaient statistiquement
significatives entre les cas et les témoins (p <0,01).

L’analyse histopathologique effectuée a partir des pieces biopsiques ou chirurgicales de nos
patients a révélé que 66% de nos cas avaient un ADK et 34% un carcinome EPD, ce qui est
compatible avec les résultats d’autres études [57], [176], [179], [210].

Par ailleurs, notre population comporte 73% des patients fumeurs. Le taux tabagique montre
un niveau significativement ¢levé en faveur d’une implication du tabac comme facteur de
risque avec P =<0,01 dans la survenue du CBNPC [57], [179], [210].

Le lien de causalité entre le CB et la cigarette du point de vue chimique a été largement
étudié. L’ IARC a identifié plus de 20 carcinogenes dans la fumée de la cigarette qui induisent
le CB [74], [250]. La nicotine est la source de 1’addiction a la cigarette qui incite les fumeurs
a continuer de fumer [68]. Chaque bouffée de cigarette associée a la nicotine contient un
mélange de cancérogenes bien établi, ainsi que des milliers d'autres composés
cocarcinogenes et promoteurs de tumeurs [250], [251]. Les plus impliqués sont les BaP et
les NNK, car de nombreuses études ont montré qu’ils induisent de manicre reproductible et
robuste des tumeurs du poumon chez les animaux de laboratoire [69], [252], [253]. Des
données détaillées montrent l'absorption de ces cancérogenes par les fumeurs et confirment
les niveaux plus élevés de leurs métabolites que chez les non-fumeurs [254]. La réponse de
l'organisme a une exposition cancérogene est similaire a celle de tout autre composé ou
médicament étranger [67] : ce processus est appelé détoxification métabolique [255], [256].
Dans la mesure ou ce processus est efficace, I'organisme sera protégé et il est considéré
comme la premicre barriére de protection contre 1’effet des carcinogénes. L'équilibre entre
l'activation métabolique et la détoxification est indispensable pour le maintien de 1’équilibre
de I’organisme et son efficacité varie selon les individus et est susceptible d'affecter le risque
de cancer, les personnes ayant une activation métabolique plus ¢€levée et une capacité de
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détoxification plus faible étant les plus a risque.[67], [68], [254], [257]. Par exemple, certains
des métabolites formés par l'interaction des enzymes du cytochrome P450 avec des
carcinogenes réactifs, et réagissent avec I'ADN, formant des adduits a ADN,[71] et c’est
l'activation métabolique [97]. Si les adduits persistent et échappent a la réparation a cause du
nombre ¢élevé des altérations géniques ou le manque d’efficacité du systéme de réparation,
I’ADN polymérase incorpore, lors de la réplication, le mauvais nucléotide et des mutations
se produisent [254]. Si ces mutations permanentes se produisent dans des régions cruciales
des oncogenes tels que RAS et MYC, ou dans des génes suppresseurs de tumeurs tels que
TP53 et CDKN2A (qui code p16), il peut en résulter une perte des mécanismes normaux de
contrdle de la croissance cellulaire et le développement d'un cancer [41], [71]. Certaines
cellules endommagées de facon permanente sont €liminées par apoptose, qui est considérée
comme une autre barriere de protection. L'équilibre entre les mécanismes conduisant a
l'apoptose et ceux supprimant l'apoptose est un impact majeur sur la croissance tumorale
[254], [258].

Des études plus récentes indiquent cependant que des effets déléteéres supplémentaires de la
nicotine et des nitrosamines spécifiques du tabac telles que NNK pourraient étre médiés par
des récepteurs de surface cellulaire. La nicotine, la NNK et probablement la NNAL se lient
aux récepteurs nicotiniques-acétylcholine et a d'autres récepteurs, conduisant a 1'activation
de la sérine / thréonine kinase AKT (protéine kinase B), de la protéine kinase A et d'autres
facteurs.[71], [259], [260]. Cela conduit a des effets en aval tels qu'une diminution de
I'apoptose, une formation accrue de métabolites de 1'acide arachidonique, une prolifération
et une transformation cellulaires accrues. La nicotine stimule également l'angiogenése et la
croissance tumorale [261], [71], [262]-[267]. Les études de cancérogénicité de la nicotine
ont ¢été pour la plupart négatives, sauf lorsque la nicotine a été¢ administrée en présence

d'hyperoxie, qui a provoqué certaines tumeurs chez les hamsters [268], [269].

4.2.1’analyse moléculaire
Le séquencage du promoteur du géne 7ERT a été réalisé dans la perspective de trouver les
mutations évoquées dans la littérature en relation avec le CB (¢.124C> T, ¢.146C> T) et le
SNP 1s2853669. Aucune des mutations décrites n'est apparue. Cependant, le SNP a été
retrouvé a une fréquence ¢€levée dans notre cohorte de patients et témoins, aussi nous nous
sommes attachés a évaluer son éventuel impact avec le CB. Ce polymorphisme rs2853669

se trouve dans le promoteur a -246 pb.
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4.2.1. La répartition des patients selon les fréquences alléliques
Les fréquences alléliques des trois polymorphismes chez les témoins étaient cohérentes avec
1'équilibre de Hardy-Weinberg ; les valeurs P sont les suivantes : 0,15 pour TERT, 0,49 pour
OGG]I et 0,15 pour CHRNAS.
Les fréquences des alleles mineurs (FAMs) des polymorphismes de rs2853669 TERT,
rs1052133 OGGI et rs16969968 CHRNAS chez les cas vs témoins étaient respectivement C:
24% /20%, G: 26,4% / 29% et A: 35,7% / 31%.
La distribution allélique des trois polymorphismes des patients et des témoins est représentée
dans le Tableau XIV. Aucune différence significative n’a été distinguée, aprés comparaison
entre les cas et les témoins. Les fréquences alléliques étaient 1égérement différentes de celles
trouvées dans d'autres populations et proches de celles de la population Caucasienne, mais
différentes radicalement de celles de la population Asiatique et africaine [270].

Tableau XIV : La distribution des fréquences alléliques des SNP des génes TERT, OGGI et
CHRNAS

Génes Génotype/ Cas Témoins P OR" P’
o 1)
Mode * (%) (%) (@)
TERT T 191(76) 150 (80) Ref - -
rs2833669 C 61(24)  38(20) 1,22 0.45
(0,72 —2,07)
CHRNAS" T 191(76) 150 (80) Ref - -
AU C 61 (24) 38 (20) 1,22 0,45
(0,72 —2,07)
0GGI® C 212(73,6) 297 (71) Ref - -
rsl032133 G 76 26,4) 123 (29) 1,01 0,92
(0,68 —1,5)

OR = Odds Ratio. IC = intervalle de confiance. * OR ajusté en fonction de I'dge du sexe et de la consommation de tabac.
2 Le mode dominant: AA vs Aa + aa, ou A, alléle majeur; un alléle mineur; le mode récessif: AA + Aa vs aa. ® Les
nombres peuvent ne pas correspondre au nombre total de patients en raison d'échecs génotypiques.

4.2.2. Le polymorphisme du géne TERT
Les Figures 22-25 représentent les profiles des séquengages obtenus apres le s€équencage du
promoteur. L’absence de mutations ¢.124C>T, ¢.146C> T dans notre groupe de patients peut
étre en rapport avec la nature de ’ADN étudié ; ces mutations sont fréquentes dans les
¢chantillons d’ADN provenant des tumeurs alors que nos échantillons d’ADN sont d’origine
sanguine. Cependant en ce qui concerne le SNP rs2853669, ses trois génotypes (sauvage
homozygote : TT (Figures 23) , le muté homozygote : CC (Figures 24) et 1 hétérozygotes :

TC (Figures 25) ont été présents dans nos cohortes de patients et de témoins.
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Figure 22 : L’analyse du promoteur du gene TERT séquencé,
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Figure 23 : le profil du séquencage du gene rs2853669 TERT, le génotype CC
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Figure 24 : le profil du séquencage du geéne rs2853669 TERT, le génotype TT
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Figure 25 : le profil du séquencage du gene rs2853669 TERT, le génotype TC

Les FAMs 152853669 dans notre groupe témoin sont C = 20%. Selon la littérature et les
données HapMap, il n'y a pas de grande différence entre les FAMs de rs2853669 dans les
populations Caucasiennes et Asiatiques, C : 26% - 37% [151], [271].

La répartition des patients selon les génotypes du polymorphisme rs2853669 est présentée
dans le Tableau XV

Tableau XV : Répartition des patients et t€émoins selon le génotype rs2853669 TERT

Génes Génotype/ Cas Témoins P OR" P
Mode * (%) (%) (IC)
TERT 126 94
12853669
TT 71(563)  57(61) Ref ; ;
TC 49(389) 36 (38) 0,755 0,99 0,99
(0,53 - 1,89)
cC 6 (4,8) 1 (1) 0,11 4,15 0,21
(0,61 —83,73)
Récessif 0,12 4,72 0,17
(0,68 — 97,04)
Dominant 0,52 1,11 0,75

(0,59 — 2,07)

OR = Odds Ratio. IC = intervalle de confiance. * OR ajusté en fonction de 1'dge du sexe et de la consommation de
tabac. ® Le mode dominant: AA vs Aa + aa, ou A, alléle majeur; un alléle mineur; le mode récessif: AA + Aa vs
aa.

Dans I’ensemble, aucune association significative n'a été trouvée entre les rs2853669 et
CBNPC dans les quatre modéeles étudiés, avant ou aprés ajustement. Deux études ont été
réalisées sur le CB et qui ont été menées exclusivement sur la population Asiatique, elles ont
trouvé une forte association entre rs2853669 et le risque du CB.[152], [272]. Une large méta-
analyse a été réalisée, ou treize études impliquant 16 ensembles de données ont été
regroupées pour évaluer 'association entre le rs2853669 et le risque du cancer, les chercheurs

ont démontré que le rs2853669 seul n'augmente ni ne diminue le risque global et le pronostic
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du cancer. Dans I'analyse stratifiée par type de cancer, un effet protecteur a été trouvé pour
le cancer du sein et une association significative a été trouvée pour le CB et le glioblastome,
cependant, le petit nombre d'études a limité sa crédibilité.[273]. Parallélement, une autre
méta-analyse avec le méme objectif que la précédente avait les résultats regroupés indique
que le polymorphisme rs2853669 était significativement associé a un risque accru du cancer
dans un modele homozygote. Dans I'analyse stratifiée, un risque de cancer significativement
accru a été observé pour les Asiatiques, mais pas pour les patients Caucasiens. Une analyse
en sous-groupe par type de cancer a également révélé une augmentation significative du
risque au CB, mais pas de cancer du sein [151].

Une étude stratifiée selon tabac et type histologique était réalisée (Tableau XVI)

Tableau XVI : Etude stratifiée du SNP rs2853669 TERT selon le tabac et type histologique.

Population ~ Génotype Cas/ P ORag  ICag; Pag;
Témoin *
Fumeurs® TT 46 /20 Ref
TC 40/19 0,81 0,86 (0,39-188) 0,71
CcC 5/0 0,14 - - 0,99
Dominant (TC+CC)  46/20 0,93 0,97 (0,44-2,10) 0,94
Récessif (TC+TT) 86/39 0,13 - - 0,98
Non- TT 23/30 Ref
fumeurs TC 9/9 0,62 1,32 (0,42-4,19) 0,63
CcC 1/1 0,85 1,54 (0,05-41,59) 0,76
Dominant (TC+CC)  10/10 0,61 1,38 (0,46-4,17), 0,55
Récessif (TC+TT) 32/39 0,89 1,71 (0,06-47,92) 0,71
ADK"™ TT 50/57 Ref
TC 33/36 0,88 1,01 (0,50-2) 0,97
CcC 31 0,26 3,39 (0,39-72,50) 0,31
Dominant (TC+CC)  36/37 0,73 1,09 (0,55-2,13) 0,79
Récessif (TC+TT) 83/93 0,27 3,90 (0,43-85,93) 0,26
EPD™ TT 21/57 Ref
TC 16/36 0,63 1,10 (0,43 -2,77) 0,83
CcC 3/1 0,03 10,87  (0,67-573,04) 0,15
Dominant (TC+CC)  19/37 0,38 1,26 (0,51 - 3,12) 0,60
Récessif (TC+TT) 37/93 0,04 7,60 (0,65-208,01) 0,14

OR = Odds Ratio. IC = intervalle de confiance. Adj = ajusté. * OR ajusté pour le sexe et 1'dge. ** OR Ajusté pour le
sexe, l'age et 'habitude de fumer. * Les nombres peuvent ne pas correspondre au nombre total de patients en raison
d'échecs génotypiques

Les résultats montrent que les patients avec le génotype CC ont tendance a avoir un type
EPD plutot qu'un ADK. Apres ajustement, aucune signification statistique n’a été observée.
Rien a mentionner concernant le statut tabagique. Yoo et al. 2015, [152] ont rapporté un
risque significativement élevé pour ce SNP avec I’ADK avec un p = 0,02.
PS : Nous avons assemblé les données de I’étude stratifiée selon le sexe et dge dans un seul
tableau pour les trois polymorphismes Tableau XXI.
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4.2.3. Le polymorphisme du géne OGG!
Apres une réalisation de la PCR Taq Man sur le polymorphisme rs1052133 d'OGG1, les trois
génotypes de ce polymorphisme ont été trouvés présents dans notre groupe de patients et de
témoins.
Des études antérieures ont montré que les porteurs homozygotes du variant semblent avoir
une capacité de réparation réduite des lésions d'ADN oxydé et des preuves antérieures
indiquaient des niveaux plus ¢élevés de 8-0xoG dans les tissus pulmonaires des patients
atteints de CB que dans les tissus pulmonaires de patients sans cancer [274],[275]. De
nombreuses ¢tudes ont étudié l'association entre CB et ce SNP et les résultats sont
contradictoires [160], [165], [276].
La distribution de nos patients selon les trois profils génotypiques possibles est présentée
dans le Tableau XVII

Tableau XVII : Répartition des patients et t¢émoins selon le génotype rs1052133 OGG1

Génes Génotypes/  Cas Témoins P OR" P
Mode ® (%) (%) (€1
0GGI® 144 210
rs1052133
ccC 79 (54.,9) 107 (50,9)  Ref - -
CG 54 (37.,5) 83 (39.3) 0,58 0,88 0,62
(0,52 —1,48)
GG 11(7,6) 20 (9,5) 0,46 1,45 0,46
(0,53 —4,07)
Récessif 0,53 1,44 0,45
(0,55 —3,83)
Dominant 0,46 0,94 0,79
(0,57 — 1,54)

OR = Odds Ratio. IC = intervalle de confiance. * OR ajusté en fonction de I'dge du sexe et de la consommation de tabac. ®
Le mode dominant: AA vs Aa + aa, ou A, alléle majeur; un alléle mineur; le mode récessif: AA + Aa vs aa. ® Les nombres
peuvent ne pas correspondre au nombre total de patients en raison d'échecs génotypiques

Dans notre étude, les FAMs du groupe témoin de rs1052133 étaient G = 29%, ce qui est
légeérement plus élevé que les fréquences précédemment rapportées pour les Caucasiens (15%
a 25%), et inférieures a celles rapportées pour les populations Asiatiques (40% a 62%), mais
cohérentes avec celles obtenues (33%) pour la population Turque, et similaires a celles
trouvées (G = 27%) dans une étude sur la population Nord-africaine [165],[277],[278]. La
fréquence des individus porteurs de l'allele variant homozygote GG était 1égérement plus
¢levée chez les témoins (9,5%) que dans les cas (7,6%), ce qui suggere un effet protecteur,
mais cette différence n'est pas statistiquement significative (p = 0,46). Deux études ont montré
que ce SNP pourrait avoir un effet protecteur contre le CB [277], [279]. Dans 1'ensemble, les

rs1052133 n'ont aucun effet sur le risque du CBNPC dans notre population. Ces résultats sont
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en accord avec les conclusions de trois études [20], [277], [280],[281], [282]. Duan et al. 2012,
[165] ont fait une méta-analyse (données de 8 études), et aucune association n'a été trouvée
entre 11052133 OGGI1 et le risque du CBNPC. Il semble que les Asiatiques puissent avoir
une sensibilité beaucoup plus ¢levée au CB que les autres, en raison d'une fréquence plus
¢levée pour l'allele variant G [283], [284].
Une explication possible pour la non signification de nos résultats est que les
polymorphismes du géne OGGI ne sont que 1'un des nombreux parameétres susceptibles
d'affecter l'activité de /'OGG1. Une autre explication suggérée par Lee et al. 2005 [285], est
que le génotype GG est déficient dans la réparation des dommages a I'ADN générés par
oxydation uniquement dans des conditions de stress oxydatif cellulaire. Cependant, ces deux
hypotheses devront étre confirmées dans des études futures.
Une étude stratifiée pour le polymorphisme rs1052133 de OGG1 selon les facteurs sexe, age,
tabac et type histologique est présentée sur le Tableau XVIII
Tableau XVIII : Etude stratifiée du SNP rs1052133 de OGGI selon le tabac et le type

histologique
Population Génotype Cas/ P ORAag ICag Pagj
Témoins *

Fumeurs™ CC 59/35 Ref
CG 36/23 0,82 0,81 (0,40-1,63) 0,56
GG 9/3 0,40 2,01 (0,53-9,80) 0,32
Dominant (CG+GG) 45/26 0,93 0,92 (0,48-1,78) 0,82
Récessif (CG+CC) 95/58 0,37 2,03 (0,57-9,59) 0,30

Non- CC 18/48 Ref

Fumeurs™ CG 18/45 0,86 0,94 (0,42-2,10) 0,89
GG 2/7 0,74 0,83 (0,10-4,23) 0,84
Dominant(CG+GG)  20/52 0,94 0,91 (0,42-1,99) 0,82
Récessif (TC+TT) 25/21 0,28 - - 0,99

ADK™ cC 50/107 Ref
CG 39/83 0,98 0,95 (0,53 -1,67) 0,86
GG 7/20 0,53 1,61 (0,52 -4,80) 0,39
Dominant (CG+GG) 46/103 0,85 1,00 (0,58-1,73) 0,97
Récessif (CG+CC) 89/190 0,52 1,49 (0,50-424) 045

EPD"™ CcC 29/107 Ref
CG 15/83 0,24 0,64 (0,28 - 1,42) 0,28
GG 4/20 0,60 1,50 (0,31-6,72) 0,59
Dominant (CG+GG) 19/103 0,23 0,71 (0,33-1,52) 0,39
Récessif (CG+CC) 44/190 0,79 1,67 (0,38 - 6,66) 0,46

OR = Odds Ratio. IC = intervalle de confiance. Adj = ajusté. * OR ajusté pour le sexe et I'dge. ** OR Ajusté pour
le sexe, I'dge et I'habitude de fumer. ? Les nombres peuvent ne pas correspondre au nombre total de patients en
raison d'échecs génotypiques

Le rs1052133 OGGI n'a montré aucune signification statistique avec les facteurs stratifiés,

profil tabagique et type histologique.

75



Résultats et Discussion

4.2.4. Le polymorphisme du géne CHRNAS
La répartition des patients et témoins selon le profil génétique du SNP rs16969968 du gene
CHRNAS est présente dans le Tableau XIX
Tableau XIX : Répartition des patients selon le SNP rs16969968 CHRNAS.

Geénes Génotype/  Cas Témoins P OR" P’
Mode ? (%) (%) (I10)
CHRNAS® 143 211
rs16969968
GG 60 (42) 93 (44,3) Ref - -
GA 64 (44.,8) 105(49,8) 0,8 0,98 0,93
(0,58 — 1,63)
AA 19 (13,2) 13 (6,2) 0,03 1,75 0,25
(0,68 — 4,69)
G 184 (64,3) 291 (69) Ref - -
A 102 (35,7) 131 (31) 1,16 0,41
(0,80 —1,68)
Récessif 0,02 1,83 0,16
(0,78 - 4,48)
Dominant 0,69 1,07 0,78
(0,65 —1,76)

OR = Odds Ratio. IC = intervalle de confiance. * OR ajusté en fonction de 1'dge du sexe et de la consommation de tabac. ?
Le mode dominant: AA vs Aa + aa, ou A, alléle majeur; un alléle mineur; le mode récessif: AA + Aa vs aa. ® Les nombres
peuvent ne pas correspondre au nombre total de patients en raison d'échecs génotypiques

La distribution génotypique de CHRNAS était significativement différente dans les modes
récessif et homozygote (p = 0,02 et p = 0,03, respectivement). Apres ajustement pour le sexe
et I'age, la signification devient marginale (données non présentées) et apres ajustement pour
les facteurs de sexe, d'dge et de consommation de tabac, nous avons constaté que la
corrélation disparaissait (pAdj = 0,16 OR = 1,83, IC = (0,78 - 4,48 ), et pAd j = 0,25, OR =
1,75, CI = (0,68 - 4,69), respectivement). Ces résultats sont conformes aux conclusions de
nombreuses études, mais contradictoires avec d'autres, [168], [173], [273], [286], [287]. Une
récente méta-analyse 2020, [287] a inclus 32 études avec un total de 52 795 patients atteints
de CB et 97493 de contrdle pour évaluer des polymorphismes dans le cluster de geénes
CHRNAS5 / A3 / B4 dans la région 15q25, le SNP 1516969968 CHRNAS et cette analyse
groupée a démontré un lien significatif avec le risque du CB dans 5 modéles, les OR du
modele allélique 16969968-C étaient manifestement €levés dans les cas du CB.

Le polymorphisme rs16969968 CHRNAS5 a fait I'objet d'un grand nombre de recherches
[208], [286], [286]-[292]. Différentes études sur l'expression génique et l'association des
maladies ont montré que le risque de dépendance a la nicotine et le risque de CB sont
influencés par ce polymorphisme. Une étude récente de 2021, [291] menée sur 9270 sujets

blancs non hispaniques participants dans une sous-¢tude de fumeurs a haut risque et qui les
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a suivie pendant une moyenne de 6,4 ans, ils ont étudié¢ 1’association entre les génotypes
rs16969968 avec ’addiction tabagique, le CB et la BPCO, le résultat est une triple association
significative et indépendante entre le génotype AA du SNP et I’addiction tabagique, le CB
la BPCO.

Cette variante est courante dans les populations d'origine Européenne et moyen-orientale
(FAMs = 37% a 43%), mais rare dans les populations d'Afrique, d'Asie de I'Est et des
Amérindiens (<5%) [293]. Pour la population Algérienne, les FAMs des rs16969968 dans le
groupe témoin sont A = 31%, ce qui est en désaccord avec le résultat trouvé pour 1'ethnie
mozabite (FAMs = 18%) [294]. Ce résultat s'explique par le fait que l'ethnie mozabite se
distingue génétiquement de la population restante en raison de sa pratique de 1'endogamie
[294]. Nos résultats montrent une diminution de 1'all¢éle variant chez les cas et non chez les
témoins, mais aprés ajustement pour le sexe, I'age et le tabagisme, la signification disparait
(p = 0,16). Ainsi, nos données ne soutiennent pas un role important pour le SNP dans le
risque de CBNPC. Cependant, des études antérieures sur différents groupes ethniques,
principalement Caucasiens, ont montré une association assez importante entre le rs16969968
et le risque au CB.

Une analyse stratifiée a eu lieu pour rs16969968 CHRNAS et les résultats sont présents dans
Tableau XX.

Le constat qui ressort de 1’étude stratifiée du polymorphisme selon le tabac est que les
fumeurs avec un alléle AA ont un plus grand risque de CB que les fumeurs avec un génotype
GG ou GA (p = 0,02). Apres ajustement pour l'age et le sexe la signification persiste avec
pAd j = 0,03 ORAdj = 3,91, CI = (1,24 - 17,34). Donc les fumeurs avec le génotype AA
présentent un risque quatre fois plus élevé au CBNPC par rapport a ceux porteurs du
génotype GA et GG.

Les résultats rapportés par Le Marchand et al. [170] vont dans le sens d’expliquer cette
association. Ces auteurs ont constaté que les fumeurs de génotype AA fumaient plus de
cigarettes, mais fumaient également plus intensément, en extrayant une plus grande quantité
de nicotine et de cancérogénes par cigarette, par rapport aux non-porteurs de la mutation.
D'autre part, une autre explication plausible est que la variante de rs16969968 conduit a une
activité de récepteur réduite et que les individus porteurs de 1'allele A peuvent avoir besoin
de plus grandes quantités de nicotine pour atteindre le méme niveau de libération de

dopamine [293].

77



Résultats et Discussion

Tableau XX : FEtude stratifiée du SNP 1516969968 CHRNAS5 selon le tabac et type

histologique
Population Génotype Cas/ P ORAag ICaqg Pagj
Témoins *

Fumeurs GG 42/24 Ref
GA 44/34 0,37 0,72 (0,36-1,42) 0,35
AA 18/3 0,05 3,29 (0,79-15,28) 0,08
Dominant GA+AA) 62/37 0,89 0,93 (0,48-1,79) 0,83
Récessif (GA+GG)  86/58 0,02 391 (1,24-17,34) 0,03

Non- GG 16/49 Ref

Fumeurs” GA 22/44 0,4 1,36 (0,61-3,05) 0,44
AA 1/7 0,44 0,33 (0,01-2,49) 0,36
Dominant GA+AA) 21/51 0,54 1,19 (0,54-2,63) 0,65
Récessif (GA+GG)) 36/93 0,34 0,31 (0,01-1,97) 0,29

ADK ™ GG 37/93 Ref
GA 42/105 0,98 1,01 (0,57-1,79) 0,95
AA 16/13 0,005 2,54 (0,95-17,07) 0,06
Dominant GA+AA) 58/118 0,40 1,18 (0,68 -2,06) 0,53
Récessif (GA+GG)  79/198 0,003 2,55 (1,07 -6,35) 0,03

EPD ™ GG 23/93 Ref
GA 22/105 0,61 0,81 (0,37-1,71) 0,58
AA 3/13 091 0,78 (0,13-3,71) 0,76
Dominant GA+AA  25/118 0,62 0,80 (0,38 - 1,68) 0,56
Recessif (GA+GG)  45/198 0,98 0,93 (0,18-3,95) 0,93

OR = Odds Ratio. IC = intervalle de confiance. Adj = ajusté. * OR ajusté pour le sexe et l'age.
** OR Ajusté pour le sexe, 1'age et I'habitude de fumer. * Les nombres peuvent ne pas
correspondre au nombre total de patients en raison d'échecs génotypiques

Une méta-analyse [295] a conclu que le rs16969968-A prédit un sevrage tabagique retardé
et un age plus précoce du diagnostic de CB. Cela a été confirmé par une étude récente réalisée
par Forget et al. 2018 [ 169] montrant que les rats transgéniques exprimant un polymorphisme
du récepteur nicotinique humain s'autoadministrent plus de nicotine a des doses élevées et
présentent une réintégration plus élevée induite par la nicotine de la recherche de nicotine
que le type sauvage. Cette rechute est associée a une activité¢ neuronale réduite dans le noyau
interpédonculaire. Toutes ces études montrent I'importance du rs16969968, en particulier
pour le diagnostic précoce au CB, et peuvent fournir des cibles potentielles pour de nouvelles
thérapies pour les interventions de sevrage tabagique. En particulier, des études prospectives
indiquent qu'en 2030, le tabagisme sera responsable de 10 millions de déces, ce qui en fait la
principale cause de déces évitables.[296]

Pour l'analyse stratifiée selon le type histologique, nous avons observé que les personnes
avec allele AA ont préférentiellement un ADK plutot qu'un EPD dans les modeles récessif
et homozygote p = 0,003 et p = 0,005, respectivement. Ce risque n'a pas été affecté par
l'ajustement pour d'autres facteurs (age, sexe et tabagisme) pAdj = 0,03, ORAdj =2,55, IC =
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(1,07 - 6,35). Falvella et al. 2008 [297] ont rapporté que les niveaux d'ARNm de CHRNAS

sont régulés a la hausse 30 fois dans I'ADK par rapport au tissu pulmonaire normal chez les

individus porteurs du génotype AA par rapport a ceux ayant le génotype GG. Néanmoins,

Jaworoska et al. 2011 [298] ont montré que ce locus est impliqué dans tous les sous-types

histopathologiques du CB. Bien que I'ADK et I’EPD soient classés comme CBNPC, ils ont

un modele moléculaire, et pour cette raison, le rs16969968 peut influencer la sensibilité au

CB différemment selon le sous-type histologique. Des études supplémentaires sont

nécessaires pour confirmer cette hypothese.

2.2.5. Une analyse stratifiée selon le sexe et dge pour les genes TERT, OGG1 et CHRNAS

Nous avons effectué¢ une analyse stratifiée selon sexe et dge pour les trois polymorphismes

des trois genes étudiés Tableau XXI

Tableau XXI : La stratification selon le sexe et age pour les génes TERT, OGG1 et CHRNAS.

Population Géne Génotype Cas/Témoins P ORAgj ICadj Pagj
Hommes™ TERT TT 55/40 Ref
rs2853669 TC 40/32 0,76 0,74 (0,35-1,55) 0,43
CcC 6/0 0,04 - - 0,99
Dominant (TC+CC) 46/32 0,88 0,90 (0,43-1,86) 0,78
Récessif (TC+TT) 95/72 0,03 - - 0,98
CHRNAS5 GG 49/60 Ref
rs16969968 GA 51/65 0,88 0,92 (0,50 - 1,71) 0,80
AA 18/9 0,04 1,99 (0,70 — 6,26) 0,20
Dominant(GA+AA 69/74 0,60 1,05 (0,58 —1,90) 0,85
Récessif (GA+GG) 100/125 0,02 2,09 (0,82 — 5,88) 0,13
0GGl1 cc 68/67 Ref
rs1052133 CG 42/51 0,43 0,80 (0,44-1,48) 0,47
GG 9/15 0,24 1,49 (0,44-5,52) 0,52
Dominant CG+GG) 51/66 0,28 0,87 (0,48-1,56) 0,64
Récessif (CG+CC) 110/118 0,31 1,51 (0,47-5,36) 0,48
Femmes™ TERT TT 16/17 Ref
rs2853669 TC 9/4 0,20 2,49 (0,66-10,91) 0,19
CcC 0/1 0,33 - - 0,99
Dominant (TC+CC) 9/5 0,32 2,02 (0,56 —7,97) 0,29
Récessif (TC+TT) 25/21 0,28 - - 0,99
CHRNAS GG 11/33 Ref
rs16969968 GA 13/40 0,95 1,03 (0,39-2,70) 0,94
AA 1/4 0,80 0,75 (0,02-8,22) 0,83
Dominant GA+AA) 14/44 0,92 1,01 (0,39-2,62) 0,97
Récessif (GG+AA) 24/73 0,81 0,85 (0,03-7,46) 0,90
0GGl1 CcC 11/40 Ref
rs1052133 CG 12/32 0,51 1,06 (0,39-2,85) 0,89
GG 2/5 0,67 1,23 (0,14 —7,25) 0,82
Dominant 14/37 0,48 1,06 (0,41-2,77) 0,89
Récessif 23/72 0,79 1,20 (0,16-6,24) 0,83
> 60" TERT TT 32/16 Ref
rs2853669 TC 28/5 0,06 2,26 0,72-7,97) 0,17
cc 3/0 0,22 - - 0,99
Dominant (TC+CC) 31/5 0,04 2,49 (0,80-8,72) 0,12
Récessif (TC+TT) 60/21 0,30 - - 0,99
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CHRNAS GG 31/16 Ref
rs16969968 GA 29/23 0,30 0,62  (026-143) 027
AA 12/2 0,15 2,83 (0,62-20,48) 0,22
Dominant(GA+AA 42/93 0,52 126  (0,66-2,42) 0,46
Récessif (GG+AA) 64/159 0,36 122 (038-3,86) 0,72

0GGl cC 38/15 Ref
rs1052133 CG 29/26 0,04 0,49 (0,21-1,11) 0,09
GG 5/0 0,16 - - 0,99
Dominant CG+GG) 34/26 0,09 0,58 (0,25-1,29) 0,18
Récessif (CG+CC) 67/41 0,08 - - 0,98

<60° TERT TT 39/41 Ref
152853669 TC 21/31 0,34 0,67 (0,30-1,48) 0,33
cC 3/1 0,30 2,99  (0,33-6593) 037
Dominant (TC+CC) 24/32 0,49 0,76 (0,34-1,63) 0,48
Récessif (TC+TT) 60/72 0,24 3,70  (0,41-82,55) 0,28

CHRNAS GG 29/77 Ref
rs1696996 8 GA 35/82 0,67 126  (0,65-2,44) 0,48
AA 711 0,31 127  (0,35-4,48) 0,70
Dominant(GA+AA 42/93 0,52 126  (0,66-2,42) 0,46
Récessif (GG+GA) 64/159 0,36 122  (0,38-3,86) 0,72

0GGl cC 41/92 Ref
rs1052133 CG 25/57 0,95 133 (0,76-2,66) 041
GG 6/20 0,42 1,0l  (0,30-3,20) 0,97
Dominant CG+GG) 31/77 0,72 127  (0,67-2,44) 045
Récessif (CG+CC) 66/149 0,42 090  (027-2,75) 0,86

OR = Odds Ratio. IC = intervalle de confiance. Adj = ajusté. * OR et P ajustés pour le tabagisme et le sexe. ** OR
ajusté en fonction de I’age et de I’habitude de fumer. a : Les nombres peuvent ne pas correspondre au nombre total de
patients en raison d’échecs génotypiques.

Pour 152853669 TERT, les résultats ont montré que les personnes ayant des génotypes CT ou
CC et qui ont dépassées 60 ans avaient un risque plus €élevé d’étre atteint d’un CB que celles
porteuses de génotype TT (p = 0,04) ce qui est en désaccord avec yoo et al. 2015 [152] qui
ont trouvé que les personnes ayant un age moins de 60 ans et présentant les génotypes TT ou
TC ont un risque ¢élevé d’avoir un CB . Chez les hommes, le génotype homozygote CC
augmente le risque de CB par rapport aux génotypes TT ou TC avec p = 0,03. Apres
ajustement la signification disparait pour le facteur age et sexe.

Alors que, pour le polymorphisme de ’OGGI stratifié selon 1’age, nous constatons que les
personnes ayant un age supérieur a 60 ans révelent une association avec l'augmentation du
risque au CB pour les personnes ayant un alleéle mineur (GG) en comparaison avec la
personne de génotype CC (p = 0,04). Apres ajustement pour le sexe et le profil tabagique, la
signification devient marginalement significative (p = 0,09, OR = 0,49, IC = (0,21-1,11)).
Cependant, les résultats obtenus par Hung et al. 2005 [274] n'étaient pas d'accord avec les
notres.

Pour le polymorphisme rs16969968 CHRNAS, un risque croissant de CB chez les hommes

avec un génotype récessif (AA) par rapport a ceux ayant un génotype GG ou GA avec p =
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0,02. Cependant, aprés ajustement, la signification disparait.

I est important de mentionner que la population Algérienne — 1’ Algérie étant le plus grand
pays d’Afrique - est une population trés spécifique sur le plan génétique, pour des raisons a
la fois historiques et culturelles, les Berberes étant la population indigeéne de la région [299].
L’histoire de la région témoigne de nombreuses invasions, conquétes et migrations par les
Phéniciens, les Romains, les Vandales, les Byzantins, les Arabes, les Juifs, les Espagnols et
les Frangais, ce qui est en fait un véritable mélange qui pourrait expliquer pourquoi les FAMs
de la population Algérienne sont proches des Caucasiens et du Moyen-Orient, et qu’aucune
association significative n’a été trouvée. De plus, il a été montré que certaines populations
berberes (Touareg, Mozabite) sont différentes des populations génétiques d’ Afrique du Nord,
ayant traversé de longues périodes d’isolement génétique [300]. Cela peut expliquer la
différence remarquable entre les FAMs 1516969968 CHRNAS5 de Mozabites qui ont été
trouvées (A = 18 %) et celles de notre étude (A =31 %). [149]. Une autre caractéristique de
notre population, liée aux facteurs culturels liés au tabagisme, est que les femmes
Algériennes ne fument pas sauf dans de rares cas, ce qui pourrait expliquer le manque de
signification entre rs16969968, (fortement associ¢ au risque au CB) dans la population
Caucasienne.

Il est important de mentionner que dans nos analyses génétiques nous avons utilisé¢ le modele
allélique en plus des quatre autres modeles mais aucun résultat significatif n’a été constaté

pour cela il ne figure pas dans les tableaux.
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Conclusion limites et Perspective

Notre travail a consist¢ en une analyse des aspects clinique, histopathologique
¢pidémiologique et moléculaire des cancers broncho-pulmonaires.
Notre étude a abouti au fait que les caractéristiques épidémiologiques de la population
Algérienne sont superposables dans 1’ensemble avec les autres populations. En étudiant le
facteur de risque du tabac selon le taux et la durée du tabagisme, il apparait une signification
au risque au CB de plus en plus flagrante, 1’¢1ément déterminant pour le risque cancérigéne
est la durée d’exposition au risque, plus que la quantité cumulée. A cet impact prédominant
de la durée du tabagisme s’ajoute 1’effet de I’age. Ce cancer est tres tardivement découvert
et cela est dii aux délais €levés entre I’apparition des symptdmes et le CB. Des efforts sont a
fournir pour raccourcir ces délais par I’instauration d’une stratégie de diagnostic précoce du
CB et en particulier la sensibilisation des sujets fumeurs qui doivent se faire consulter au
moindre symptome respiratoire. L’effet bénéfique du sevrage est également démontré a tous
les ages. En méme temps, le tabagisme passif augmenterait le risque de cancer bronchique.
L’exposition professionnelle semble présente dans notre cohorte, mais des informations
supplémentaires concernant les circonstances du travail sont nécessaires pour mieux la
définir.
Nos résultats portant sur le statut histopathologique montrent que I’adénocarcinome est le
plus fréquemment isolé et le plus fréquemment en cause chez les malades les plus jeunes
(66,7%), les femmes (81.5), les non-fumeurs (80.6%).
Cependant, bien que 1’étiologie du CB soit majoritairement environnementale, cela n’exclut
pas 1’association de la composante génétique avec le risque de le développer. Dans cette
perspective, de nombreux génes ont été associés au risque de développer un CB. A cet effet,
nous avons également considéré l'association des polymorphismes de trois génes TERT
(rs2853669), CHRNAS (rs16969968), et OGGI (rs1052133) dans la population de I'Est-
Algérien, et avons montré que le 7516969968 CHRNAS a une association significative avec
'adénocarcinome du CB ; et il est intéressant de savoir que le risque est important pour les
patients fumeurs porteurs du génotype AA. Il est a noter que notre étude est la premiére du

genre liée a I’analyse moléculaire de CB pour la population Algérienne.

Perspectives

- Dans I’avenir, il serait intéressant d’augmenter le nombre de la cohorte pour améliorer la
signification et la force statistique de 1’étude, et préter plus d’attention a I’appariement entre
patients et témoins pour éviter le biais de la sélection.

- Il serait aussi intéressant de viser d’autres polymorphismes sur les mémes geénes considérés
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dans cette étude ou d’autres genes, pour chercher de nouveaux SNPs de prédisposition qui
pourrait servir comme marqueurs génétiques de prédisposition.

- La construction d’une banque d’ADN des patients et des témoins qui nous permettra de
réaliser des études plus représentatives, touchant toute la population Algérienne, et qui pourra
par la suite servir lors de la mise en place d’une thérapie personnalisée.

- Etudier des marqueurs tabagiques tels que les métabolites urinaires comme la continine
NNAL du tabac, des SNPs au niveau du géne CYP 2A6 qui identifient les fumeurs les plus
exposés aux cancérogeénes, ce qui nous permettra de dépister les personnes les plus exposées
au tabac et donc la détection précoce.

- 1l est indispensable de réaliser la cartographie génétique des Algériens, car les fréquences
alléliques des geénes différent de celles des autres ethnies, et ce pour réaliser des traitements
adaptés a nos genes.

- La médecine personnalisée permettrait une individualisation des pratiques médicales et
constitue une des voies de recherche et de prise en charge les plus prometteuses pour les patients
atteints de tumeurs bronchiques.

I1 est intéressant de prévoir I’intégration de la bioinformatique et ’intelligence artificielle dans
le domaine de la santé, qui pourront assembler la quantité¢ importante des données fournies par
des études réalisées au cours des décennies sur les facteurs de risque des cancers, et réaliser un
modele de détection précoce de la maladie et méme pour le diagnostic, le pronostic le traitement
et la survie.

Limites de I’étude

Ces résultats significatifs et nouveaux de notre étude ont cependant certaines limites.
- Premiérement, il y a la taille limitée de 1'échantillon utilis¢ dans 1'é¢tude et l'inadéquation de
notre population en termes de sexe, d'age et de tabagisme, ce qui peut entrainer un certain biais
dans les résultats. Bien que la régression logistique multivariée que nous avons utilisée avec
l'ajustement pour les variables de confusion, ces biais ont ¢été dans une large mesure
neutralisés cet effet.
- Deuxiémement, comme I'échantillon n'était pas trop grand, la puissance statistique pour
détecter I'effet modeste de trois SNP fonctionnels potentiels dans les analyses stratifiées est
relativement faible.
- En outre, pour appréhender pleinement la différence dans le patrimoine génétique des
différentes populations Nord-africaines, il faudra plus d'études, et certains des résultats
rapportés ici peuvent aider a apporter de nouvelles perspectives sur le sujet.

Lors de la réalisation de ce travail, nous avons été confrontés par plusieurs limitations dont les
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plus importantes sont les suivantes :
Notre échantillonnage a été effectué au sein de neuf services en charge des CB au sein de neuf
services hospitaliers de I’Est algérien qui a abouti a un recrutement de 169 patients. Ce nombre
parait faible par rapport aux statistiques que les épidémiologistes donnent pour ce premier
cancer de point de vue incidence et mortalit¢ chez ’homme. Aprés enquéte aupres des
médecins nous sommes arrivés a quatre explications possibles :
- La découverte tardive de la maladie (généralement, au stade métastase) et son mauvais
pronostic font que les patients trop souvent préferent ne pas suivre de traitement.
- Dans le méme ordre des choses, les patients décedent avant méme que le bilan clinique soit
réalisé.
- Les patients ayant des maladies chroniques sont trés agés, ce qui fait qu’ils supportent mal
une chimiothérapie.
- Des patients optent pour un traitement a I’étranger.
Par ailleurs lors de notre intervention, certains patients immunodéprimés et ceux qui ne sont
pas consentants n’ont pas été prélevés.
Les patients et les témoins ne sont pas appariés selon sexe et age : I’intention initiale était
de réaliser un recrutement en respectant 1’appariement selon sexe age de méme que pour le
statut tabagique, mais en pratique nous avons eu une difficulté pour récupérer les
informations de notre cohorte. Le recrutement des patients et des témoins était réalisé¢ au
hasard et sur consentement éclairé, nous dépendions de la disponibilité d’autres personnes.
Bien que le CB touche surtout des hommes agés entre 50 et 80 ans, les témoins agés entre 60
et 80 ans étaient réfractaires. Nous avons prospecté aupres de différentes institutions
(polycliniques et cliniques privées et entreprises industrielles) et différents services
hospitaliers (hématologie, chirurgie, chirurgie thoracique, oncologie), mais nous nous
sommes heurtés a des refus ou des complications pratiques parfois insurmontables. Au
niveau des mosquées, des autorisations et un infirmier ont été exigés. Le nombre de femmes
témoins est plus ¢levé, car elles ont tres facilement adhéré a I’étude.
2- Lors de la recherche des travaux maghrébins sur le cancer du poumon dans le but de
comparaison, nous avons réalis¢ qu’il y a un manque considérable de données sur cette

maladie et trés peu d’études malgré sa fréquence ¢levée et I’important taux de mortalité.
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Annexe 01: Les différentes mutations de la thérapie ciblée

Box 2_| Stratification of non-small-cell lung cancers on the basis of activating mutations
The pie chart (see the figure) shows the distribution of various reported activating Gene Oncogenic Frequency Refs
oncogenic mutations in a survey of 139 non-small-cell lung cancer (NSCLC)-derived cell activation
lines. Also shown for all the activating mutations (except KRAS) are inhibitors that Patients Cell
selectively target the activated oncoproteins, yielding growth inhibition and/or lines
apoptosis of cancer cell lines with the corresponding mutated oncogenes. There are EGFR Deletion 10-40% 5% 4348
currently no inhibitors that target oncogenic KRAS. (AE746-A750),
point mutation
(L858R) and
NSCLC (139 lines) amplification
[ ALK Translocation  3-7% 2% 49,148
(EML4-ALK)
MET Amplification  11% % 48,149
Oncogene Effective inhibitor PDGFR  Amplification  13% 1% 52,53
KRAS  None ROS Translocation 1% 2% 53
EGRR  Gefitinib or erlotinib ({CD74-ROS)
ALK TAESB4 ERBB2  Insertion 2-4% 1% 150151
MET PF-2341066 =
FDGFR  Sunitinib BRAF  Pointmutation 3% 6% 152,153
{exon 11)
ROS CEL-1869 .
ERBE2 Lapatinib (GWS72016] PIK3CA Point mutation 2% 10% 154
BRAF  PLX4D32 MEK1  Pointmutation 0.50% 1% 155
PIK3CA  GDC-0941 EGFR. epidermal growth factor receptor: PDGFR, platelet-derived
MEKT AZD6244 or PD-325901 growth factor,

Sharma SV, Nat Rev Cancer, 2010 10:241; PK. Paik PK, ASCO 2010, #10530
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Annexe 02 : La classification WHO 2015 des tumeurs du poumon [43]

Histologic Type and Subtypes ICDO Code
Epithelial tumors
Adenocarcinoma 8140/3
Lepidic adenocarcinoma® 8250/34
Acinar adenocarcinoma 8551/3¢
Papillary adenocarcinoma 8260/3
Micropapillary adenocarcinoma® 8265/3
Solid adenocarcinoma 8230/3
Invasive mucinous adenocarcinoma® 8253/3¢

Mixed invasive mucinous and

nonmucinous adenocarcinoma 8254/3¢
Colloid adenocarcinoma 8480/3
Fetal adenocarcinoma 8333/3
Enteric adenocarcinoma* 8144/3

Minimally invasive adenocarcinoma®
Nonmucinous 8256/3¢
Mucinous 8257/3¢
Preinvasive lesions
Atypical adenomatous hyperplasia 8250/0¢

Adenocarcinoma in situ®

Nonmucinous 8250/2¢

Mucinous 8253/2¢
Squamous cell carcinoma 8070/3
Keratinizing squamous cell carcinoma® 8071/3
Nonkeratinizing squamous cell carcinoma® 8072/3
Basaloid squamous cell carcinoma*® 8083/3

Preinvasive lesion
Squamous cell carcinoma in situ 8070/2

Neuroendocrine tumors

Small cell carcinoma 8041/3
Combined small cell carcinoma 8045/3
Large cell neuroendocrine carcinoma 8013/3
Combined large cell neuroendocrine carcinoma 8013/3

Carcinoid tumors
Typical carcinoid tumor 8240/3
Atypical carcinoid tumor 8249/3

Preinvasive lesion

Diffuse idiopathic pulmonary neuroendocrine cell hyperplasia 8040/0¢
Large cell carcinoma 8012/3
Adenosquamous carcinoma 8560/3
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Histologic Type and Subtypes ICDO Code
Sarcomatoid carcinomas
Pleomorphic carcinoma 8022/3
Spindle cell carcinoma 8032/3
Giant cell carcinoma 8031/3
Carcinosarcoma 8980/3
Pulmonary blastoma 8972/3

Other and Unclassified carcinomas
Lymphoepithelioma-like carcinoma 8082/3
NUT carcinoma® 8023/34

Salivary gland-type tumors

Mucoepidermoid carcinoma 8430/3
Adenoid cystic carcinoma 8200/3
Epithelial-myoepithelial carcinoma 8562/3
Pleomorphic adenoma 8940/0
Papillomas
Squamous cell papilloma 8052/0
Exophytic 8052/0
Inverted 8053/0
Glandular papilloma 8260/0
Mixed squamous and glandular papilloma 8560/0
Adenomas
Sclerosing pneumocytoma* 8832/0
Alveolar adenoma 8251/0
Papillary adenoma 8260/0
Mucinous cystadenoma 8470/0
Mucous gland adenoma 8480/0

Mesenchymal tumors
Pulmonary hamartoma 8992/0¢
Chondroma 9220/0

PEComatous tumors®

Lymphangioleiomyomatosis 9174/1
PEComa, benign® 8714/0
Clear cell tumor 8005/0
PEComa, malignant® 8714/3
Congenital peribronchial myofibroblastic tumor Diffuse pulmonary lymphangiomatosis 8827/1
Inflammatory myofibroblastic tumor 8825/1
Epithelioid hemangioendothelioma 9133/3
Pleuropulmonary blastoma 8973/3
Synovial sarcoma 9040/3
Pulmonary artery intimal sarcoma 9137/3
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Histologic Type and Subtypes ICDO Code
Pulmonary myxoid sarcoma with EWSRI-CREBI translocation® 8842/3¢
Myoepithelial tumors®

Myoepithelioma 8982/0
Myoepithelial carcinoma 8982/3

Lymphohistiocytic tumors

Extranodal marginal zone lymphomas of mucosa-associated 9699/3

Lymphoid tissue (MALT lymphoma) Diffuse large cell lymphoma 9680/3
Lymphomatoid granulomatosis 9766/1
Intravascular large B cell lymphoma® 9712/3
Pulmonary Langerhans cell histiocytosis 9751/1
Erdheim—Chester disease 9750/1

Tumors of ectopic origin

Germ cell tumors
Teratoma, mature 9080/0
Teratoma, immature 9080/1
Intrapulmonary thymoma 8580/3
Melanoma 8270/3
Meningioma, NOS 9530/0

Metastatic tumors

LCNEC, large cell neuroendocrine carcinoma, WHO, World Health Organization; ICDO International

Classification of Diseases for Oncology.

a the morphology codes are from the ICDO.[301] Behavior is coded /0 for benign tumors, /1 for unspecified, borderline or
uncertain behavior, /2 for carcinoma in situ and grade III intraepithelial neoplasia, and /3 for malignant tumors.
b the classification is modified from the previous WHO classification[44] taking into account changes in our understanding

of these lesions.

¢ This table is reproduced from the 2015 WHO Classification by Travis et al.[43]

d These new codes were approved by the International Agency on Cancer Research/ WHO Committee for ICDO.

e New terms changed or entities added since 2004 WHO Classification.[44]
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Annexe 03 : Terminologie et critéres pour I'adénocarcinome, le carcinome épidermoide et
CBNPC NSCC dans les petites biopsies et la cytologie par rapport aux termes dans les

¢chantillons de résection [43]

New Small Biopsy/Cytology
Terminology

2015 WHO Classification in

Morphology/Stains Resection Specimens

Adenocarcinoma (describe identifiable
patterns present)

pure, add note: an invasive component
cannot be excluded)

Invasive mucinous adenocarcinoma
(describe patterns present; use term
mucinous adenocarcinoma with lepidic
pattern if pure lepidic pattern)
Adenocarcinoma with colloid features
Adenocarcinoma with fetal features
Adenocarcinoma with enteric features®

NSCC, favor adenocarcinoma®

Squamous cell carcinoma

NSCC, favor squamous cell carcinoma®

NSCC NOS¢

Adenocarcinoma with lepidic pattern (if

Adenocarcinoma predominant
pattern: lepidic, acinar, papillary,
solid, and micropapillary

Morphologic
adenocarcinoma patterns
clearly present

Minimally invasive
adenocarcinoma,
adenocarcinoma in situ, or
an invasive
adenocarcinoma with a
lepidic component
Invasive mucinous
adenocarcinoma
Colloid adenocarcinoma
Fetal adenocarcinoma
Enteric adenocarcinoma

Morphologic Adenocarcinoma (solid pattern may
adenocarcinoma patterns not be just one component of the tumor)
present but supported by

special stains (i.e., TTF-1

positive)

Morphologic squamous cell ~ Squamous cell carcinoma

patterns clearly present

Squamous cell carcinoma
(nonkeratinizing pattern may be a
component of the tumor)

Morphologic squamous cell
patterns not present but
supported by stains (i.e.,
p40-positive)

No clear adenocarcinoma, Large cell carcinoma
squamous or neuroendocrine
morphology or staining

pattern

NSCC, non-small cell carcinoma; NOS, not otherwise specified; TTF, thyroid transcription factor; WHO, World

Health Organization.

a Modified from the articles by Travis et al.[43], [46], [302]
b Metastasis of colorectal cancer should be carefully excluded with judicious immunohistochemical stains and

clinical evaluation.

¢ These categories do not always correspond to solid adenocarcinoma or nonkeratinizing squamous cell
carcinoma, respectively. Poorly differentiated components in adenocarcinoma or squamous cell carcinoma may

be sampled.

d NSCC NOS pattern can be seen not only in large cell carcinomas but also when the solid poorly differentiated
component of adenocarcinomas or squamous cell carcinomas is sampled but does not express

immunohistochemical markers or mucin

109




Annexes

Annexe 04 : Diagnostic Terminology for Small Biopsy/Cytology Compared with the

2015 WHO Terms in Resection Specimens with Small Cell Carcinoma,

LCNEC, Adenosquamous Carcinoma, and Sarcomatoid Carcinoma®

Small Biopsy/Cytology Termlnology/Criteria

2015 WHO Classification in Resections

Small cell carcinoma

Small cell carcinoma

NSCC with NE morphology and positive NE
markers, possible LCNEC NSCC with NE
morphology

If negative NE markers comment: This is a NSCC
where LCNEC is suspected,but stains failed to
demonstrate NE differentiation.

Morphologic squamous cell and adenocarcinoma
patterns present: NSCC, NOS

Comment that adenocarcinoma and squamous
components are present and this could represent
adenosquamous carcinoma.

Morphologic squamous cell or adenocarcinoma
patterns not present but immunostains favor
separate glandular and adenocarcinoma
components: NSCC, NOS

Specify the results of the immunohistochemical
stains and the interpretation and comment this
could represent adenosquamous carcinoma.

LCNEC

Large cell carcinoma with NE morphology
(LCNEM)

Adenosquamous carcinoma (if both
components >10%)

Adenocarcinoma, squamous cell carcinoma,
adenosquamous carcinoma or large cell
carcinoma with unclear
immunohistochemical features

NSCC with spindle cell and/or giant cell
carcinoma (mention if adenocarcinoma or
squamous carcinoma are present)

Pleomorphic, spindle cell, and/or giant cell
carcinoma

LCNEQC, large cell neuroendocrine carcinoma; NOS, not otherwise specified; NSCC, non-small cell
carcinoma; NE, neuroendocrine; WHO, World Health Organization.
a Modified from the articles by Travis et al.[43], [46], [302]
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Annexe 05 : La fiche du consentement de notre étude.

République Algérienne Démocratique et Populaire

ETUDE GENETIQUE SUR LES POUMONS

Chercheur : Mimouni Asma, Doctorante en génétique moléculaire

Directeur de thése : Pr Satta Dalila, université Constantine.

Fiche de consentement

ST e 1T e s 1< (=) P , reconnais
avoir été informé par le chercheur indiqué ci-dessus sur les examens génétiques concernant
les poumons et donne mon consentement pour un prélévement sanguin afin d’effectuer ou de
faire effectuer les études génétiques sur ADN qui peuvent aider au diagnostic ou a la

prévention de la maladie.

o sur moi-méme

o rmon enfant mineur : Nom et Prénom

o sur la personne placée sous ma tutelle : Nom et Prénom

']-Je donne mon accord pour que la partie de mon prélévement non utilisée soit a la

disposition de la communauté scientifique a des fins de recherche biomédicale.

']-Je m’oppose a ce que la partie de mon prélévement non utilisée soit a la disposition de la

communauté scientifique.

Signature
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Annexe 06 : Le questionnaire utilisé¢ pour remplir les informations des patientes et des

témoins.
Questionnaire
Numéro de dossier :
Nom et prénom
Date de naissance ou age:
Wilaya :
Profession :
Premiers symptomes : Toux :.......ccceuveneee Dyspnée :..............
Hémoptysie :......ccueeenet Douleur :................
Date de découverte de la maladie
Date de la premiere consultation
Tabagisme actif : ...... Sevrage

Tabagisme passif
Alcool :.

Antécédents personnels
Antécédents familiaux
Localisation tumorale
Chirurgie :
Chimiothérapie :..
Radiothérapie

Type histologique
TNM.:...
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Annexe 07 : Le protocole de I’extraction de I’ADN

AN

A N NI N N N Y N N N

v
v
v

a. Préparation des leucocytes

Dans un tube Falcon de 50 ml ; mettre le sang total et compléter a 25 ml avec du (TE) Tris
EDTA 20 :5. Laisser 10 min dans la glace.

Centrifuger 10 min a 3900g (3800 rpm)

Aspirez-le surnageant avec la trompe a vide.

Ajouter quelques ml de TE 20 :5 au culot et le remettre en suspension avec une pipette
stérile.

Compléter a 25 ml avec du TE 20 :5 au culot et laisser 10 min dans la glace.

Centrifuger dans les mémes conditions précédentes.

Aspirez le surnageant avec la trompe a vide : obtention du culot leucocytaire.

b. Extraction de ’ADN

Transvaser le culot de leucocytes dans un tube Falcon de 15 ml

Ajouter 3 ml de tampon de lyse en dilacérant le culot avec pastette stérile

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

Ajouter 100 pl de protéinase K a 10 mg / ml

Agiter le tube sur une roue a 37°C pendant une nuit

Le lendemain ; refroidir dans la glace.

Ajouter 1 ml de NaCl 4M et agiter rigoureusement a la main.

Remettre S5Smn dans la glace (précipitation des protéines).

Centrifuger 15mn a 2500 rpm.

Transversez le surnageant dans un tube Falcon de 50 ml ; ajouter 2 fois son volume d’éthanol
absolu préalablement refroidi et agiter en tournant le tube plusieurs fois : la pelote d’ADN se
forme.

Laisser éventuellement 30 min a —20°C si la pelote ne se forme pas.

Récupérer la pelote d’ADN avec une pipette Pasteur et la rincer 2 fois dans 1I’éthanol a 70%.

Mettre la pelote dans un tube nunc.

L’ADN génomique doit étre manipulé en évitant toute action mécanique violente, il doit étre

suffisamment long pour étre digéré.

v

Solubilisation Ajouter entre 300 et 1000 ul de TE10 :1, selon la grosseur de la pelote et la
concentration souhaitée.
Laisser une nuit sur un agitateur rotateur a 37°C puis a température ambiante jusqu’a la

dissolution compléte (1 a 2 jours).
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Annexe 8 : Le mode de quantification de ’ADN par le spectrometre/ NanoDrop™ One

1- depuis 1'écran page d'accueil, sélectionnez 1'onglet Aide nucléique et appuyer sur

ADN(db.

2- Pipeter 1 a 2 pl de solution a blanc sur le socle inférieur et abaissez le bras.

3- Appuyer sur Blanc et attendre que la mesure soit terminée.

4- Relevez le bras et nettoyez les deux socles avec une lingette de laboratoire neuve.
5- Pipetez 1 a 2 ul de solution d'échantillon sur le socle et abaisser le bras.

6- Commencer la mesure de I'échantillon en abaissant le bras et appuyer sur : Mesurer.
Lorsque la mesure de I'échantillon est terminée, le spectre et les valeurs rapportées

s'affichent.
7- Lorsque les mesures des échantillons sont terminées, appuyer sur Fin de 1'expérience.

8- Relever le bras et nettoyer les deux socles avec une lingette de laboratoire neuve.
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Annexe 09 : La préparation du mix pour la PCR TagMan.

Composants Concentrations finales Volume/test ul
Eau distillée 2,75

Tp PCR TagMan UMM 2 X 1X 5

TagMan Assay, 40X 1X 0,25

ADNg (5ng/ul) 2

Volume total 10
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Annexe 10 : Le protocole de la PCR pour le promoteur de TERT

Condition STND + Q
Essai 0,5 unité/PCR | Concentrations | Volume/test
Avec solution Q a

2mM MgCl12 Finales pl
Eau distillée 2,1
Tp Flexi Green PCR

buffer 5X (sans MgCI2)|1 X 2
MgCI2 25mM Promega | 2 0,8
dNTP ATGC (10mM

chaque) 200uM 0,2
Q solution Qiagen

(5X) 1 2

GoTaq  Hot  start
Polymerase 5U/ul

Promega 050 0,1
Amorce F CAN

(10pmoles/ul) 400nM 0,4
Amorce R CAN

(10pmoles/ul) 400nM 0,4
ADNg (5ng/ul)

10ng/PCR 2
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Annexe 11 : Protocole des réactions de séquence

Concentrations Volume/test
Réactifs Finales ul
Eau distillée stérile Q.S.P.5ul 2
Tampon Big Dye Terminator 5X 0,5 X 0,5
Big Dye terminator V1,1 2,5X 1X 1
Amorce F ou R univ
(1,5pmoles/ul) 0,5
Produit PCR purifié 1
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Annexe 12 : Le regroupement des résultats des études précédentes sur le CB selon le type

histologique et le stade TNM.

Pays Etude Anné Type histo Femme/ Stade IV
e % Homme
Algérie Notre étude 2017 ADK :55 81,5/50 75,5
EPD : 28,4 11,1/31,7
CPC: 13,6 7,4/14,8
Bourkadi et al [180] 2018 ADK :54% 75,5
EPD : 414
GC: 13,5
Ihadaden et al [181] 2018 ADK : 45/4 - -
Ketfi et al [176] 2020 ADK 64,4 68,8
EPD 28,4
Ketfi et al 2018 ADK :53,7 70
[178] EPD : 27,2
CPC: 15
Otsman et al [179] 2018 ADK : 454 66,95
EPD :37,88
CPC: 4,86
Bounedjar et al [57] 2016- ADK : 554 79,9/51,3 66,9
2017 EPD :26,7 8,9/29,6
CPC: 8,4 4,8/9
Harir et al [182] 2014 ADK : 21,1 58,94
EPD :52,7
CPC: 13,
Tunisie Joobeur et al [186] 2019 ADK : 66,1 79,7
EPD : 28,8
Mejri et al[184] 2015 ADK : 41 50/- -
EPD :17 -
CPC: 15 -
Maroc Alaoui Yazidi et al 2013 ADK : 16,8 -
[187] EPD :57,7
CPC: 18,5
Kchiere et al [185] 2009 ADK 14/- -
Epid 11/-
CPC 2,5/-
Belmokhtar et al ADK : 46,5 64/45 90,91
[183] Epid : 26,7 10/28
CPC: 12,5 7/13
Sénégal Thiam et al [189] 2018 ADK : 24 -
Epid : 16
CPC:4
Béazil Tsukazan et al[246] 2006 ADK : 49,5 3,6
- Epid : 34,8 29/46.,9
2015
Europe et Jan Hovanec et 1985- ADK : 28,5 43,4/24.,9 -
Canada al[209] 2010 EPD :38,5 20,3/42,6
CPC: 16 16,1/15,9
Taiwan Bing-Yen Wanget  2009- ADK : 77,3 51,26 /48,74 60,02
al[247] 2014 EPD :22,7 12,88 /78.12
Bengladesh | Safiqu ELislem et 2013 ADK : 34,9 - -
al[208] EPD : 434
CPC: 189
Mexique Perez Morales etal 2018 ADK : 34 -
[292] EPD : 30
CPC:23
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Abstract

Due to its late discovery, bronchopulmonary cancer is a frequent cancer and poorly
prognosticated, it may become a major health problem. Improving our knowledge of this cancer
has become a major obligation in order to improve patient care with the implementation of
appropriate targeted therapy. In this context, we carried out an epidemiological study of the
case-control type in order to study the association of certain risk factors and CB in the East-
Algerian population. Then in a second part of our work, we carried out the molecular analysis
of three polymorphisms of the TERT, OGGI and CHRNAS genes, with the aim of elucidating
whether these polymorphisms predispose the population of eastern Algeria to lung cancer not

to small cells (NSCLC). To date, no study has considered this association in our population.

Materials and methods: The study included 211 healthy people and 169 cases with BC.
Genotyping was performed using TagMan probes and Sanger sequencing. Data were analyzed

by multivariate logistic regression analysis adjusted for covariates.

Results: Of the cases studied, 84% were men and 16% women. The majority of patients (94.4%)
were diagnosed at advanced stages of the disease, with the predominant symptoms being chest
pain, cough, dyspnea, and hemoptysis. Smokers represented 77.3% of cases with a rate 0f 43.36
packs / year. The mean age at diagnosis was 59.9 years (26 and 80 years) with 55% of our
patients having ADK, 28.4% squamous cell carcinoma and 1.8% small cell lung cancer. 8.2%

of our patients underwent surgery.

The minor allele frequencies (MAFs) of TERT 1s2853669, CHRNAS rs16969968 and OGGI
polymorphisms in controls were C: 20%, A: 31% and G: 29%, respectively. Of the three
polymorphisms, none shows a significant association, but the stratified rs1052133analysis
rs16969968 showed that people carrying the AA genotype are significantly associated with the
risk of adenocarcinoma (pAdj = 0.03, ORAdj = 2.55). Smokers with an AA allele have a greater
risk of lung cancer than those with genotype GG or GA (pAdj = 0.03 ORAdj =3.91), which is

not the case for non-smokers.

Conclusion: Our study suggests that the CHRNAS 1516969968 polymorphism is associated with

a significant increased risk of pulmonary adenocarcinoma and nicotine dependence.

Keywords : Lung cancer, predisposition, Est Algerian, CHRNAS5, TERT, OGG|, Risk Factor.
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RESUME
De par sa découverte souvent tardive, le cancer broncho-pulmonaire (CB) est un cancer fréquent et si mal
pronostiqué, ¢’est un probléme de santé majeur. Approfondir nos connaissances de ce cancer est devenu une ultime
obligation dans le but d’une amélioration de la prise en charge des patients avec une mise en place d’une thérapie
ciblée adéquate. Dans ce cadre, nous avons réalisé¢ une étude épidémiologique de type cas témoins dans le but
d’étudier I’association de certains facteurs de risque et le CB au sein de la population Est-Algérienne. Puis dans
un deuxiéme volet de nos travaux, nous avons réalisé¢ I’analyse moléculaire de trois polymorphismes des génes
TERT, OGGI et CHRNAS, dans le but d’¢lucider si ces polymorphismes prédisposent la population de I’Est
algérien au cancer bronchique a non a petites cellules (CBNPC). A ce jour, aucune étude n'a envisagé cette
association dans notre population.
Matériel et méthodes : 1’¢tude a inclus 211 personnes en bonne santé et 169 cas ayant un CB. Le génotypage a
été effectué a l'aide de sondes TagMan et d'un séquengage Sanger. Les données ont été analysées par analyse de
régression logistique multivariée ajustée pour les covariables.
Résultats : Parmi les cas étudiés, 84% étaient des hommes et 16% des femmes. La majorité des patients (94,4%)
ont été diagnostiqués a des stades avancés de la maladie, les symptomes prédominants étant la douleur thoracique,
la toux, la dyspnée et I’hémoptysie. Les fumeurs représentaient 77,3% des cas avec un taux moyen de 43,36
paquets/ année. L'age moyen au diagnostic était de 59,9 ans (de 26 et 80 ans) avec 55% de nos patients ayant un
adénocarcinome, 28,4 % un épidermoide et 1,8% cancer bronchique a petite cellule. 8,2% de nos patients ont subi
une chirurgie.
Les fréquences d'alléles mineurs (FAMs) des polymorphismes 1s2853669 TERT, 1s16969968 CHRNAS et
rs1052133 OGGI chez les témoins étaient respectivement C : 20%, A : 31% et G : 29%. Des trois polymorphismes,
aucun ne montre une association significative, mais l'analyse stratifiée du polymorphisme rs16969968 CHRNAS a
montré que les personnes porteuses du génotype AA sont significativement associées au risque d'adénocarcinome
(pagi=0,03, ORA¢=2,55). Les fumeurs avec un alléle AA ont un plus grand risque de cancer du poumon que ceux
de génotype GG ou GA (pag=0,03, ORA¢=3,91), ce qui n'est pas le cas des non-fumeurs.
Conclusion : Notre étude suggere que le polymorphisme rs16969968 CHRNAS est associé a une augmentation

significative du risque d'adénocarcinome pulmonaire et a une dépendance nicotinique.

Mots clés : Cancer bronchique ; CHRNAS ; Est algérien, facteurs de risque ; OGG/ ; prédisposition ; TERT.
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