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Introduction

Introduction

Le cancer broncho-pulmonaire (CBP) est le cancer le plus diagnostiqué au monde, et
constitue la principale cause de déces liée au cancer. Il représente 17 pour cent et 9 pour cent
de tous les cancers chez les hommes et les femmes respectivement, et représente 19 pour cent
de tous les déces liés au cancer (Cheng et al; 2016). Plus de 1,8 million de nouveaux cas de
cancer du poumon sont diagnostiqués chaque année dans le monde avec plus de 1,5 million de
déces liés a ce cancer (Cagle et al; 2018).

L'Organisation mondiale de la santé (OMS), a estimé en 2018 un taux de survie de cing
ans chez 17,8 pour cent des patients, bien inférieur a celui des cancers du sein et du c6lon

(http://gco.iarc.fr). Cette situation dramatique est principalement due a l'absence d'outils de

diagnostic précoce (Terlizzi et al; 2019).

Le cancer du poumon, le plus souvent associé au tabagisme, est une maladie hétérogéne,
avec une abondance d'altérations genétiques et épigenétiques. Ces modifications génétiques
entrainent l'activation des oncogenes et/ou l'inhibition de genes suppresseurs de tumeurs qui
sont essentiels a la transformation maligne des cellules précurseurs de tumeurs (Salehi-Rad et
al; 2020).

Les CBP se développent selon le processus multi-étapes, caractérisé par une progression
vers le phénotype invasif d’une ou d’un petit nombre de cellules « initiées » par I’acquisition
d’altérations génétiques leur conférant un avantage prolifératif. De nombreux agents
cancérogenes professionnels ou environnementaux, comme ceux présents dans la fumée du
tabac, peuvent induire I’initiation des cellules bronchiques ou alvéolaires et favoriser leur
progression. Ces agents affectent souvent 1’arbre broncho-pulmonaire dans son ensemble et
peuvent initier de facon indépendante des cellules distantes les unes des autres, donnant

naissance a plusieurs lésions primaires concomitantes (Baldi et al; 2008).

La présentation de ce cancer (age, sexe, type histologique) s’est récemment modifiée,
essentiellement en raison de 1’évolution des pratiques tabagiques. De ce fait, il est possible de
dire que les cancers observés en 2018 sont le reflet du tabagisme des années 1980
(Trédaniel 2018). Un nouveau rapport de 'OMS/Europe, "European tobacco use - trends report
2019", lancé a l'occasion de la Journée mondiale sans tabac 2019, confirme que le tabagisme

reste un probléme de santé publique d’une grande importance. Cela est particulierement vrai
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dans la région Européenne, qui présente la plus forte proportion de tabagisme au monde, avec
un nombre de fumeurs estimé a 209 millions (soit 29 %) (https://www.euro.who.int/).

Le tabagisme reste sans aucun doute le principal facteur de risque de développement de
CBP. Cependant, seulement 10 pour cent des fumeurs développent un cancer du poumon
(Miller et Cagle 2018). De plus 10 & 15 pour cent des CBP surviennent chez des non-fumeurs,
ce qui suggére I’implication d’autres facteurs environnementaux et génétiques (Tarantini 2009).
Contrairement a certains autres cancers courants, le CBP ne présente pas de formes familiales
héréditaires clairement établies. Néanmoins, il existe de nombreuses preuves que des facteurs

génétiques influencent I'incidence du CBP chez les individus a risque (Bunz 2016).

Malgré tous les efforts déeployés pour réduire le tabagisme, le nombre de fumeurs a
travers le monde ne cesse d’augmenter avec 1,1 milliard de fumeurs et pourrait aller jusqu’a
1,9 milliard d’ici 2025 (Novello, Stabile, et Siegfried 2018). Les composés chimiques présents
dans la fumée de tabac notamment les Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques (HAP) sont
considérés comme une des principales familles de polluants atmosphériques, susceptibles
d’entrainer des cancers. Les HAP, a I’'image du Benzo[a]pyréne sont des procarcinogenes et
nécessitent une activation métabolique par des enzymes pour acquérir des propriétés
électrophiles et exercer leurs effets toxiques. Cette bioactivation peut transformer certaines

molécules en intermédiaires réactifs pouvant interagir avec I’ADN (Tarantini 2009).

Les CBP se répartissent en deux grandes classes ; la classe des carcinomes non a petites
cellules ou Non Small Cell Lung Cancer (NSCLC), qui représente environ 75 pour cent des
tumeurs pulmonaires. Le quart restant des CBP sont des carcinomes a petites cellules Small
Cell Lung Cancer (SCLC) (Bunz 2016).

L’Homme est constamment exposé a des molécules présentes dans 1I’environnement
désignées sous le terme général de xénobiotiques, regroupant contaminants alimentaires,

composeés synthétiques, pollluants environnementaux et médicaments

L’objectif principal de 1’étude est I’analyse de polymorphismes génétiques de
susceptibilité au CBP, les objectifs secondaires étaient de définir les caractéristiques
épidémiologiques, cliniques, histo-pathologiques au moment du diagnostic dans le but d’étudier

I’association de certains facteurs de risque, et ce afin de définir les cacractéristiques biologiques
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et cliniques de ce cancer dans une population de I’Est Algérien. Les polymorphismes explorés
dans le present travail concernent les génes codant les enzymes de détoxification des
xénobiotiques CYP1A1, GSTML, et le gene CHRNADS appartenant aux récepteurs nicotiniques

a I’acétylcholine.

D’autre part, nous avons essay¢ d’établir des pedigrees pour certaines formes familiales
de ce cancer et de définir les hypothéses pouvant les expliquer en fonction des données de
littérature disponibles.
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Anatomie du systéme respiratoire

1. L’appareil respiratoire

L'appareil respiratoire est un ensemble d'organes et de tissus qui participent a la
respiration, c'est-a-dire aux echanges d'Oz et de CO; entre les cellules et le milieu extérieur. Le
systéme respiratoire chez I’étre humain est composé des voies aériennes supérieures, et des

voies aériennes inférieures.
1.1 Les voies aériennes supérieures

«Les fosses nasales filtrent (grace aux poils) et humidifient (gréce aux cellules a cils vibratiles
de la muqueuse respiratoire) I’air inhalé.

*Le pharynx est situé¢ entre les fosses nasales, le larynx, la bouche et 1’cesophage ; c’est un
carrefour aéro-digestif. Son role est d’obturer la voie aérienne lors de la déglutition.

eLe larynx est un conduit aérien constitué de tissus cartilagineux, osseux et musculaires. L’air

fait vibrer les cordes vocales au niveau des cartilages aryténoides (Hallouét 2010).

1.2 Les voies aériennes inférieures
e Latrachée

Conduit aérien de 12 cm de long et de 2,5 cm de diametre commencant au niveau de C5,
constitué d’anneaux fibro-musculo-cartilagineux empilés. De chaque c6té de la trachée sont
répartis les nerfs récurrents du larynx, les artéres carotides et les veines jugulaires. Le sternum
est en avant, la crosse aortique, en arriere.

e Les bronches

La trachée bifurque (caréne, cartilage en forme de Y) en 2 bronches souches (droite et gauche)
vers le hile de chaque poumon. Elles se divisent en bronches segmentaires lobaires (supérieure,
moyenne et inférieure a droite et supérieure et inférieure a gauche).Elles diminuent de calibre

pour se terminer en bronchioles, puis en alvéoles.

e Les poumons

Organes spongieux gris rosé situés a I’intérieur de la cage thoracique, protégés par les cotes,
les muscles inter-costaux et la plévre. lls épousent la forme du thorax, du médiastin (au centre,
qui contient 1’cesophage, les bronches, le cceur et I’aorte) et du diaphragme. Ils s’étendent du
diaphragme aux clavicules. Leur forme est pyramidale, de base concave et dont le sommet

(’apex) est tronqué. Un hile se trouve a la face interne de chaque poumon, il forme un creux
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ou pénetrent : les artéres bronchiques, les veines bronchiques, I’artére pulmonaire, la veine

pulmonaire, un plexus nerveux (Hallouét 2010).

* La face latérale du poumon droit montre une petite scissure horizontale et une plus grande
scissure verticale délimitant les 3 lobes, supérieur, moyen et inférieur. La face latérale du
poumon gauche montre une seule scissure oblique qui sépare les deux lobes, supérieur et
inférieur.

« La plevre est constituée de membranes séreuses qui enveloppent chaque poumon, comprenant
deux feuillets : un feuillet viscéral qui recouvre la surface externe du poumon ; et un feuillet
pariétal qui tapisse la paroi interne de la cage thoracique et forme des culs-de-sac de chaque
coté du cceur et au niveau des derniéres cotes ; entre ces deux feuillets réside un espace virtuel
soumis a une pression inférieure a la pression atmosphérique. La plévre permet la fluidité des
mouvements pulmonaires et participe aux différences de pressions intra-pulmonaires lors de la
respiration.

e Lesalvéoles

Leur nombre est de 300 a 500 millions avec une surface d’échange gazeux d’environ 200 m?.
La membrane alvéolo-capillaire sépare I’air du sang (provenant des capillaires et des artéres
pulmonaires) et permet les échanges gazeux, facilités par la présence de surfactant (Hallouét
2010).

e Les muscles
Représentés par le diaphragme, les muscles sterno-cleido-mastoidiens et les muscles inter-
costaux (Hallouét 2010).

1.3 Histologie

L’appareil respiratoire humain est tapissé d’un épithélium dont la morphologie differe selon sa
position dans I’arbre bronchique. L’épithélium des voies aériennes inférieures est constitué de
trois types d’épithélium :
e L’épithélium trachéo-bronchique, cylindrique pseudostratifié,
e L ’épithélium bronchiolaire, compose principalement des cellules de Clara, cylindrique
simple puis cubique simple au niveau des bronchioles terminales,
e | ’¢épithélium alvéolaire simple,
e L’épithélium trachéo-bronchique est composé principalement de quatre types
cellulaires qui reposent sur la lame basale, cependant toutes n’atteignent pas la lumiére

bronchique. Cet épithélium est composé de cellules ciliées, de cellules caliciformes
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mucosecretantes, de cellules basales et de cellules neuroendocrines , qui sont reliées
les unes aux autres par des jonctions intercellulaires qui jouent ensemble un rdle de
protection vis-a-vis des agents pathogenes inhalés (Medjber 2012).

e L'épithélium alvéolaire des alvéoles comprend des structures de soutien constituées de
deux grands types de cellules (Zheng, Li, et Zhang 2018). Les pneumocytes de type | et
de type II tapissent la surface alvéolaire des poumons. L’échange de gaz se produit dans
la partie mince du septum alvéolaire, qui est composé d’un revétement de cellules
épithéliales de  type I, d’'une membrane basale un endothélium capillaire pulmonaire

(Meyerholz et al; 2018).

1.3.1 Cellules alveolaires de type |

La majorité de la surface alvéolaire est tapissée par ces cellules, qui sont généralement
extrémement minces (environ 0,1 pm), qui manguent de capacité de prolifération. La cellule de
type | est une cellule relativement complexe, depourvue d'organelles avec des plaques ou
s’effectue 1'échange gazeux dans I'alvéole. L'échange d'air entre les alvéoles et les capillaires se
produit en traversant au moins quatre structures, a savoir I'epithélium alvéolaire, la membrane
basale épithéliale, la membrane basale endothéliale vasculaire, et les cellules endothéliales
(Zheng, Li, et Zhang 2018).

1.3.2 Cellules alvéolaires de type Il

Les cellules alvéolaires de type Il sont cubiques ou rondes et saillissent dans la cavité
alvéolaire, avec un noyau rond et un cytoplasme mousseux. Ces cellules agissent comme un
"gardien” du compartiment alvéolaire. Elles réagissent aux lésions des cellules vulnérables de
type | ; en effet ces cellules se divisant et agissant comme des cellules progeénitrices pour les
deux types cellulaires I et 1. Les cellules alvéolaires de type Il forment 63 pour cent des cellules
de la paroi épithéliale. Ces cellules sont métaboliquement actives avec mitochondries
abondantes, un réticulum endoplasmique, polyribosomes et appareil de Golgi. Toutefois, les
caractéristiques les plus importantes sont les microvillosités autour de I'apex et les corps
d'inclusion dans le cytoplasme. Ces corps lamellaires sont le site de stockage du surfactant
pulmonaire, ainsi que les protéines et lipides qui tapissent le compartiment alvéolaire (Zheng,
Li, et Zhang 2018).
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TRACHEE / BRONCHES BRONCHIOLES ALVEOLES
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Figure 1. Schéma des différents épithéliums des voies aériennes inférieures (Medjber 2012).

1.3.3 Cellules de Clara

Dans les voies aériennes distales, des cellules de Clara sont présentes. Ces cellules sont
non ciliées, sans sécrétion de mucus. Dans les poumons humains, les cellules Clara constituent
15 a 20 pour cent des cellules épiPthéliales des voies respiratoires distales. Au microscope
optique, les cellules sont en forme de déme, avec un cytoplasme coloré. Le microscope
électronique montre qu'il existe de nombreux granules sécrétoires dans le cytoplasme, au
sommet des cellules. Les cellules de Clara sont impliquées dans le processus de réparation des
bronches des lésions épithéliales. La protéine de sécrétion des cellules de Clara (CCSP) est le
produit de sécrétion le plus important de ces cellules. Cette protéine joue un réle important en
physiologie dans la protection des organes, le renouvellement épithélial des voies respiratoires,
la réparation des dommages, la biotransformation des substances chimiques exogenes et la

régulation de I'équilibre hydrique des voies respiratoires distales (Zheng, Li, et Zhang 2018).

Cils vibratiles

. Cellule caliciforme

Cellule ciliée

Figure 2. Les différents types cellulaires de 1’épithélium trachéo-bronchique humain
(Medjber 2012).



Généralités sur les cancers broncho-pulmonaires

2. Généralités sur les cancers broncho-pulmonaires
2.1 Définition

La plupart des cancers du poumon sont des carcinomes (les autres types histologiques
représentent moins de 1 pour cent des cas). Ces carcinomes se développent a partir de
I’épithélium bronchique des voies respiratoires larges et moyennes, et des alvéoles pulmonaires

(www.ipubli.inserm.fr).

Durant longtemps, le CBP a été considéré comme une maladie néoplasique touchant
principalement les hommes. Cependant, au cours des 40 dernieres années, l'incidence de la
maladie a augmenté de maniere exponentielle chez les femmes (Novello, Stabile, et Siegfried
2018).

Comme dans la plupart des cancers, les CBP acquiérent au cours de leur développement
une variété d’altérations génétiques (mutations, amplifications géniques, pertes d’all¢les,
instabilités chromosomiques) et épigénétiques. La fréquence et le type des altérations different
d’une histologie a I’autre, cependant, quel que soit le type histologique, les mémes voies sont
souvent affectées par des mécanismes différents. La conséquence biologique principale de ces
altérations est que la cellule affectée devient capable de proliférer au-dela de sa limite
réplicative normale. Ces effets ne sont pas propres aux carcinomes broncho-pulmonaires : les
mécanismes en question sont impliqués de facon générale dans tous les types de cancers
épithéliaux (Baldi et al; 2008).

2.2 Aspect anatomopathologique des cancers broncho-pulmonaires

Les CBP sont classés en deux grandes catégories : les carcinomes dits « non-a petites
cellules » (Non-Small Cell Lung Carcinomas, NSCLC), qui dérivent des cellules souches
épithéliales de la muqueuse broncho-pulmonaire, et les carcinomes dits « a petites cellules »
(Small Cell Lung Carcinoma, SCLC) qui regroupent plusieurs catégories de cancers présentant
des caractéristiques morphologiques, histologiques et ultra structurales communes, dont en
particulier la présence de granules neurosécréteurs et une importante activité mitotique. Les
NSCLC représentent 75 pour cent des cas, et peuvent adopter plusieurs architectures selon

I’étiologie et la localisation dans I’arbre bronchique (Baldi et al; 2008).
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2.2.1. Classification des cancers broncho-pulmonaires

La classification de I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), actualisée en 2015 a
introduit les données moléculaires intégrées aux caractéres morphologiques et immuno-
phénotypiques, afin de reclasser les tumeurs pulmonaires. Ces données moléculaires identifient
également avec certitude des entités plus rares communes a la classification histologique
tumorale d’autres organes comme les tumeurs des glandes bronchiques (Antoine et al; 2018).
Plusieurs marqueurs tumoraux sont utilisés dans le diagnostic, on cite a titre d’exemple le
marqueur TTF1 qui est généralement utilisé comme marqueur des cellules épithéliales dans les
cancers pulmonaires, et qui est spécifiquement exprimé dans les adénocarcinomes pulmonaires
et dans les carcinomes du poumon a petites cellules (SCLC pour small cell lung carcinoma) et
dans les tumeurs neuroendocrines du poumon. Il est est un excellent marqueur pour différencier

les carcinomes métastatiques des cancers primaires du poumon.

e Carcinomes épidermoides

Les carcinomes epidermoides (CE) représentent 20 a 30 pour cent des cancers du
poumon. Les localisations périphériques sont plus fréquentes, ces tumeurs sont caractérisées
par la presence visible de kératine, «perles squameuses» et desmosomes ou ponts
intercellulaires (Fig.3). Les carcinomes épidermoides ont tendance a se former dans les voies
respiratoires relativement grandes ou proximales, segmentaires ou lobaires. La croissance de la
tumeur dans la lumiére bronchique, peut entrainer 1’obstruction des voies respiratoires, le tabac
r, Cockrill, et Mandel 2019).

-

est impliqué dans 96 pour cent des cas (Weinberge

Figure 3. Microphotographie d’un carcinome épidermoide. Trois foyers tumoraux sont
indiqués dans la figure, chacun est souligné par des pointes de fleches. Les régions
intermédiaires montrent le tissu conjonctif et les cellules inflammatoires. Les fleches pointent
les deux zones de formation de kératine (Weinberger, Cockrill, et Mandel 2019).
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La propagation du carcinome épidermoide au-dela des voies respiratoires implique
généralement une extension au parenchyme pulmonaire ou a d'autres structures voisines par
I’envahissement des vaisseaux lymphatiques, avec propagation aux ganglions lymphatiques
locaux dans le hile ou le médiastin (Weinberger, Cockrill, et Mandel 2019). Du point de vue
moléculaire, ces cancers se développent a partir des cellules basales qui n’expriment pas le
facteur de transcription TTF1. Son profil phénotypique est I’expression de p40 ou p63. Les
études génomiques ont montré des altérations moléculaires spécifiques des carcinomes
épidermoides comme : TP53, NFE2L2, PI3KCA, KEAP1, DDR2 , des mutations rares du
géne EGFR et des amplifications de genes : CCND1, SOX2, FGFR1, CCNE, EGFR, MYCL1
(Antoine et al; 2018).

e Adénocarcinomes

Les adénocarcinomes (ADC) représentent 50 pour cent des cancers pulmonaires. Le
diagnostic d’ADC repose sur la mise en évidence d’une architecture de type glandulaire, et/ou
la mise en évidence de mucosécrétion intracellulaire et/ou I’expression immunohistochimique
(IHC) de TTF1 et/ou ’absence d’expression de p40 ou p63. La majorité des adénocarcinomes
surviennent a la périphérie, au niveau des bronchioles ou des parois alvéolaires.
L’adénocarcinome est le type le plus diagnostiqué chez les non-fumeurs. L'aspect
caractéristique définissant I'adénocarcinome est la formation de glandes et la production du
mucus (Fig.4) (Weinberger, Cockrill, et Mandel 2019).

Figure 4. Microphotographie d’un adénocarcinome : les cellules malignes forment des
structures ressemblant a des glandes et produisent du mucus (Weinberger, Cockrill, et Mandel
2019).
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Bien que 1’adénocarcinome puisse se propager localement aux régions adjacentes du
poumon ou & la plévre, il peut aussi atteindre des ganglions lymphatiques hilaires et
médiastinaux et avoir des propagations métastatiques lointaines comme le foie, les os, le

systeme nerveux et les glandes surrénales (Weinberger, Cockrill, et Mandel 2019).

e Carcinomes adénosquameux

Les carcinomes adénoquameux sont des tumeurs composites, qui associent une
composante épidermoide et adénocarcinomateuse, qui peuvent étre de type et différenciation
variable dans le méme foyer tumoral, ce type exprime habituellement le TTF1. Ce sont des
tumeurs plutét de localisation périphérique. Ils ont un mauvais pronostic que les autres NSCLC
(Antoine et al; 2018).

e Carcinomes a petites cellules

Les carcinomes a petites cellules, représentant environ 14 pour cent de tous les CBP, et
étaient auparavant classes en tant que groupe séparé. Cependant, en 2015, les carcinomes a
petites cellules ont été reclassés comme étant un sous-type des tumeurs neuroendocrines. Des
études moléculaires et chromosomiques ont montré que plus de 90 pour cent des carcinomes a
petites cellules ont des délétions sur le bras court du chromosome3 (3p), les cellules malignes
dans ce tye se présentent sous la forme de petites cellules sombres (Fig.5). lls ont une
dissémination rapide, des complications précoces avec souvent des métastases cérébrales et

osseuses (Weinberger, Cockrill, et Mandel 2019).

T Ve

Figure 5. Microphotographie d’un carcinome a petites cellules. Les cellules malignes ont des
noyaux irréguliers et foncés. (N) la zone de la nécrose dans la tumeur (Weinberger, Cockrill, et
Mandel 2019).
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e Carcinomes a grandes cellules

Les carcinomes a grandes cellules représentent environ 3 pour cent de tous les cancers
du poumon. Ils constituent un diagnostic d’exclusion, c’est le carcinome le plus difficile a
décrire sous microscope, il se présente sous forme d’amas de grandes cellules polygonales avec
des nucléoles et un cytoplasme réduit (Weinberger, Cockrill, et Mandel 2019).
L’immunohistochimie a montré que ce type histologique pouvait étre reclassé en
adénocarcinome solide ou carcinome épidermoide non kératinisant selon [’expression
respective de TTF1 et (ou mise en évidence d’une mucosécrétion), et p63—p40, certains de ces
carcinomes a grandes cellules correspondent a des carcinomes neuroendocrines a grandes

cellules avec expression des marqueurs neuroendocrines (Antoine et al; 2018).
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Figure 6. Carcinome a grandes cellules : ces carcinomes sont caractérisés par de grandes
cellules tumorales avec un cytoplasme abondant, de gros noyaux veésiculaires et des nucléoles
importants (Wistuba et Gazdar 2006).

e Carcinomes sarcomatoides

Les carcinomes sarcomatoides primitifs pulmonaires représentent environ 1 pour cent
des NSCLC. La classification OMS 2015 a réuni sous ce terme tout carcinome ayant comme
point commun de comporter des cellules d’aspect pseudosarcomateux du fait de I’aspect
fusiforme ou géant des cellules. Cing sous types sont décrits : le carcinome pléomorphe, le
carcinome a cellules fusiformes, le carcinome a cellules géantes, le carcinosarcome, et le
pneumoblastome. Les patients fumeurs, sont tres souvent symptomatiques et présentent de
volumineuses tumeurs, plut6t périphériques nécrotiques que centrales. Les métastases peuvent

avoir des localisations viscérales atypiques (Antoine et al; 2018).

12



Généralités sur les cancers broncho-pulmonaires

Cellule Cellule souche
souche epithdlifle My~ coeanmnresencncaccmmrnannanne '
'
'
'
= p -
i Cellule Cellule — -
L“'"“l" épidermoide I- glandulaire Cellule épithéliale
précurseur neuro-endocrine
, Cellules de Pretoovtes (Cellules de Kulchitzky-Masson)
; : Clara L
|| Meétaplasie
épidermoide
¥ ‘
- ‘ Adénocarcinome || Adénocarcinome
Carcinome P () Carcinoid
e o arcinoide T
épidermoide alvéolaire typique Carcinome
((;Cc) (ADC'BA) x TC neuro-
— \ 4 Carcinome (TC) endocrine a
i Carcinomes a petites cellules grandes
S a grandes cellules (SCLC) Carcinolde cellules
> il LCNEC
e atypique ( )
(AT)

Histologies mixtes

Figure 7. Histopathogénése des carcinomes broncho-pulmonaires : ce modele montre les
filiations entre les différents types de cellules de 1’épithélium broncho-pulmonaire et les
carcinomes qui en deérivent. La fleche en pointillé illustre le caractére hypothétique de la
filiation entre la cellule précurseur des carcinomes neuro-endocrine et les cellules souches de
I”épithélium (www.ipubli.inserm.fr/bitstream/handle/10608/102/Chapitre_3.html).
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2.3 Données épidémiologiques des cancers broncho-pulmonaires

Les CBP sont des cancers fréquents et de mauvais pronostic. Il s’agit de la premiére cause
de déces par cancer dans le monde. Derriére ce pronostic défavorable se cache de nombreuses
disparités selon 1’age, le sexe, le niveau social et ’exposition aux facteurs de risque. La mise
en évidence d’anomalies génétiques motrices de la cancérogenese a totalement modifié la

classification de ces tumeurs et leur épidémiologie (Guibert, Milia, et Mazieres 2016).
2.3.1 Epidémiologie mondiale

Le rapport publié par le Centre International de Recherche contre le Cancer (CIRC ou
International Agency for Research on Cancer) en 2014, a fait état de 14 millions de cas incidents
de cancers en 2012, tous sites confondus pour les deux sexes. Dans le monde, pres de 1,6 million
de déces ont été attribués au cancer du poumon en cette méme année (1,1 million chez les
hommes et prés de 500 000 chez les femmes) (Miller et Cagle 2018).

Les taux les plus ¢levés continuent a s’observer dans les pays développés. Toutefois, on
voit depuis plusieurs années 1’épidémie s’étendre dans les pays moins développés, notamment
Asiatiques comme la Chine. L’Afrique reste encore relativement épargnée. La prévalence du

CBP suit celle du tabagisme a travers le monde (Trédaniel 2018).
2.3.2 Epidémiologie en Algérie

Le cancer en général et le CBP en particulier constitue actuellement un des principaux
problemes de santé publique en Algérie. Le registre de cancer de la wilaya de Sétif (RCS) a été
mis en place depuis 1986. Le RCS a pour objectif d’établir les chiffres d’incidence, de mortalité
et de survie des tumeurs malignes en vue de susciter des études épidémiologiques visant a
vérifier des hypothéses étiologiques et de servir comme base de données pour le plan national

de cancer et son suivi (Hamdi-Cherif et al; 2014).

Chez I’homme de 1986 a 2010, les cancers ont augmenté de facon significative (p<
0,05), avec un taux d’incidence qui passe de 11,2 & 20,7 pour 100 000 habitants. Chez les
femmes le CBP vient en troisiéme position apres le cancer du sein et du col de I'utérus avec
une incidence plus ou moins stable de 1986 jusqu’a 2003, puis une nette augmentation ces
derniéres années ou elle est passée de 1,7 pour 100 000 habitants en 2003 a 4 pour 100 000
habitants en 2010 (Hamdi-Cherif et al; 2014).
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L'Algérie est un exemple de véritable transition épidémiologique. L’évolution
démographique a entrainé un vieillissement progressif de la population. Chez 1’homme
I’augmntaton du taux d’incidence du cancer du poumon débute dés 40 ans pour atteindre un pic
a 70 ans puis diminue progressivement. Chez la femme le taux d’incidence augmente

prgressivement avec 1’age (Hamdi Cherif et al; 2020).
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Figure 8. Répartition de 1’incidence standartisée du cancer du poumon par tranche d’age chez

les deux sexes, Réseau Est et Sud Est 2017 (Hamdi Cherif et al ; 2020).

En 2014, les taux bruts et d'incidence du cancer pour 100 000 habitants, normalisés selon
I'dge, étaient respectivement de 14,9 et 22,7. Ces taux d'incidence ont été modélisés a partir des
données de Setif et des données des registres du cancer publiées dans Cancer in Africa, Cancer
Incidence in Five Continents in the period 2000-2014, et Globocan data 2012. Selon 1’étude
faite par Bounedjar et al. (2020) qui s’est étendue entre Juillet 2016 et juillet 2017, l'incidence
globale du cancer du poumon était de 3,4 cas pour 100 000 habitants ; I'incidence globale par
sexe était de 5,8 pour les hommes et de 1,0 pour les femmes. L'adénocarcinome était le type de
cancer le plus courant sur le plan histologique. La plupart des tumeurs ont été diagnostiquees
au stade 1V (Bounedjar et al; 2020). Les données d’incidence du CBP du réseau Est et Sud Est
en I’an 2017 ont rapporté un nombre de cas de 1357 pour le poumon et les bronches, avec un
taux brut de 17,2 par 100 000 habitants. Chez ’homme lincidence la plus importante a été
enregistrée au niveau des wilayas de Bejaia, de Batna et de Jiijel. Chez la femme les wilayas de

Jijel, de Bordj Bouariridj et de Béjaia sont les plus touchées (Hamdi Cherif et al ; 2020).
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2.4 Etiologie du cancer broncho-pulmonaire

Le CBP est un cancer largement associé¢ a I’exposition a des agents présents dans
I’environnement général et professionnel. La fonction physiologique pulmonaire place le
poumon comme le premier organe concerné par les substances pénétrant dans 1I’organisme par
inhalation. Beaucoup d’études épidémiologiques se sont intéressées a la recherche de facteurs
de risque des CBP. Plusieurs facteurs étiologiques environnementaux sont impliqués dans la
carcinogénese pulmonaire, comme certaines expositions professionnelles, ainsi que les

polluants du tabagisme actif et passif (Anttila et Boffetta 2014).
2.4.1 Facteurs de risque environnementaux
e Tabagisme

L’exces de risque de CBP chez les fumeurs par rapport aux non-fumeurs a été démontré
depuis les années 50. La durée du tabagisme est le déterminant le plus important du risque de
CBP. Un non-fumeur est défini comme une personne quia fumé moins de 100 cigarettes
au cours de sa vie. Les autres sont soit des ex-fumeurs (arrét depuis plus d’un an) soit des
fumeurs actuels (fumant encore ou ayant cess¢ de fumer depuis moins d’un an). Les
modifications de localisation bronchique et histologique des CBP (plus d’adénocarcinomes)
ces derniéres décennies semblent liées aux modifications de composition des cigarettes
industrielles (Solenn et al; 2020).

La composition chimique du tabac est tres complexe et contient plus de 3500 composés,
dont au moins 55 ont éteé identifiés comme cancérogenes ou possiblement cancérogénes pour

I'hnomme, notamment les HAP et les amines aromatiques (Munnia et al; 2017).

A coté du tabagisme actif, le r6le du tabagisme passif dans la survenue du cancer
bronchique n’est pas a négliger, et tient du fait que des taux élevés de cotinine et de goudrons
cancérigenes sont retrouvés dans les urines des sujets exposés au tabagisme environnemental.
Ainsi, plusieurs publications ont mis en évidence un exces de risque chez les épouses de sujets
fumeurs (Munoz et Albores 2011).

e Alcool

Selon le Centre international de recherche sur le cancer, I’éthanol a été reconnu
« agent cancérogeéne avéré pour I’homme » (groupe 1) en 2012, ce quiexplique le lien

de causalité avec de nombreux cancers, comme le précise ’OMS (Arvers 2018).
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e Expositions professionnelles

Les expositions professionnelles a des produits cancérogenes sont des facteurs de risque
importants. Parmi les cancérigénes professionnels on peut citer a titre d’exemple I’amiante, la
silicie cristalline. Des risques accrus de CBP ont été aussi rapportés avec la production
d’aluminium, la gaze€ification du charbon, le brai de goudron de houille, la production de coke,
les suies, les fonderies d’acier, la production de caoutchouc, la distillation du goudron. La
peinture est classée par le CIRC comme carcinogéne humain pour le cancer bronchique (Quoix
et Lemarié 2011), (Urban et al; 2018).

e Métaux lourds

Une relation dose-effet a été montrée chez les sujets exposés aux composes du nickel
avec un risque accru de CBP. Un risque de CBP a été aussi rapporté en cas d’exposition
importante a 1’arsenic inorganique, au cadmium et béryllium (Urban et al; 2018).

Radiations ionisantes

L’exposition a certaines radiations est considérée comme un facteur de risque de CBP,

comme le plutonium, les radiations X et gamma (Urban et al; 2018).

e Pollution domestique

La pollution domestique est considérée comme un facteur de risque démontré de CBP
chez les femmes Asiatiques non-fumeuses. On parle surtout de 1’exposition au charbon
domestique, et au radon-222 produit par la décroissance radioactive de I’uranium (Quoix et
Lemarié 2011), (Urban et al; 2018).

2.4.2 Facteurs intrinseques biologiques et génétiques

e Stress oxydatif

La respiration aérobie conduit a une augmentation de la production d'énergie, avec la
génération de radicaux libres comme sous-produit de ce processus. Les enzymes oxydantes sont
situées sur les membranes mitochondriales ; les électrons sont transférés a I'oxygene pendant la
respiration aérobie, ce qui entraine la génération de radicaux libres ou d'espéces réactives de
l'oxygéne (ROS) et d'espéces azotées réactives (RNS) entrainant des déreglements dans le

milieu intracellulaire, qui peuvent évoluer vers un processus tumoral (Jindal et Singh 2014).
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e Hormones

La prédominance féminine chez les patients non-fumeurs a fait évoquer un facteur lié
au sexe. Le role des cestrogenes dans le développement de nombreux adénocarcinomes féminins
dont les cancers du sein, de I’endomeétre ou de ’ovaire est bien documenté. La présence de
récepteurs aux oestrogenes a été mise en évidence sur des cellules tumorales bronchiques avec
une expression plus fréquente chez les femmes. Les oestrogenes pourraient jouer le role de
promoteurs tumoraux, au travers d’un mécanisme médié par les récepteurs, ils sont aussi des
carcinogenes directs qui, apres une activation en catéchol-oestrogénes, peuvent former des
adduits d’ADN et induire des mutations génétiques a I’origine des adénocarcinomes (Quoix et
Lemarie 2011).

L’expression des génes de métabolisation des carcinogénes exprimés dans le poumon
est régulée par des facteurs liés au sexe. Il est intéressant de noter que les genes CYP1ALl et
GSTM1 ne métabolisent pas seulement les carcinogenes du tabac, mais jouent également un
role dans le métabolisme des cestrogeénes hautement oxydatif qui est une cause connue de
dommage de I'ADN (Stabile et Burns 2016).

e Infections

Les patients atteints de bronchopathies chroniques pourraient avoir un risque accru de
CBP indépendamment du tabagisme. La présence d’autres antécédents pulmonaires comme la
tuberculose, I’asthme et la fibrose pulmonaire ont aussi été associés a un risque de déelopper
un cancer du poumon (Lester 2014), (Urban et al; 2018).

e Facteurs de risque génétiques

Une minorité de fumeurs développant un CBP, une susceptibilité génétique est
possible. La plupart des CBP sont liés au tabagisme, qui altere les voies respiratoires et les
expose a de nombreux agents pro-carcinogenes. Environ 15 pour cent des CBP chez les
hommes et 50 pour cent des CBP chez les femmes ne sont pas liés au tabagisme. La
susceptibilité génétique explique pourquoi certaines personnes développent un CBP alors que
d’autres non, ajoutant a cela les interactions gene-environnement qui peuvent —entrainer une
sensibilité différente aux différents facteurs de risque en passant  d’un individu a un autre
(Cagle et al; 2018).
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3. Génétique des cancers broncho-pulmonaires

Le concept de carcinogenése par etapes successives « multistep carcinogenesis», établi
initialement dans la carcinogenése colique, s’applique aussi au CBP. La vie de la cellule
épithéliale bronchique normale, nécessite I’expression équilibrée des proto-oncogenes, et de
génes suppresseurs de tumeur. Le cancer bronchique, premiéere cause de mortalité par cancer
chez ’homme, résulte de la transformation de cette cellule épithéliale bronchique, sous 1’effet
des carcinogenes présents surtout dans la fumée de tabac, et entraine la rupture de cet équilibre

physiologique (Madelaine et Zalcman 2005).

L'analyse génomique a révélé que les poumons accumulent de grandes quantités
d'altérations génétiques et épigénétiques, y compris des mutations de geénes, des
réarrangements, des pertes d'hétérozygotie, et une expression et modification du nombre de

copies de certains genes (Hashimoto, Sato, et Hasegawa 2018).

L’analyse histologique systématique des prélévements autopsiques de patients décédant
d’un CBP, ou des piéces opératoires de CBP, a permis de confirmer I’existence d’un véritable
continuum lésionnel au niveau de I’épithélium bronchique, allant de la métaplasie malpighienne
au carcinome invasif, en passant par des stades de dysplasie légére, moderée et sévere puis de
carcinome in situ. Ainsi I’accumulation d’altérations géniques accompagne 1’augmentation du

potentiel prolifératif des cellules (Madelaine et Zalcman 2005).
3.1 Prédisposition génétique au cancer

La prédisposition genétique au cancer peut étre représentée par des cancers rares et
syndromes héréditaires se transmettant selon les lois de Mendel comme le rétinoblastome, ou
des agrégations familiales comme par exemple les atteintes tumorales liées au syndrome de
Lynch HNPCC (Hereditary Non-Polyposis Colorectal Cancer), ou bien une susceptibilité

génétique au cancer en I’absence d’agrégation familiale évidente (Bylicki et al ; 2017).

3.1.1 Génétique des formes familiales de cancers bronchiques

L’existence d’une composante génétique et héréditaire a été suggérée et confirmée par
de nombreuses études épidémiologiques. Les antécédents familiaux sont depuis longtemps
considérés comme un facteur de risque pour le cancer du poumon. Les registres de cancer
Suédois et Islandais ont montré des agrégations familiales de cancer du poumon avec une

augmentation du risque allant de 1,9 a 2,7 fois chez les personnes dont un parent au premier
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degré est atteint d'un cancer du poumon (Koeller, Chen, et Oxnard 2018). On considére
généralement que 5 a 10 pour cent des cancers se développent dans un contexte de
prédisposition héreéditaire. Ainsi, un facteur héréditaire est soupgonné devant une agrégation
familiale de cancers : le plus souvent d’apparition précoce, multifocale, une bilatéralité des
atteintes ou I’existence de tumeurs primitives multiples (Bylicki et al ; 2017). Des études sur
des familles de patients atteints de cancer du poumon qui étaient non-fumeurs ou nettement
plus jeunes que la moyenne ont montré un risque familial accru de cancer du poumon, ce qui

soutient I'hypothese de la susceptibilité génétique au cancer du poumon (Allen 2018).

Par ailleurs, la majorité des genes associés a la prédisposition au cancer du poumon,
correspondent a des gains de fonction des oncogénes. Ces oncogénes affectent le processus de
tumorigenese, en interférant avec la croissance et la prolifération cellulaires, I'angiogenese,
I'inhibition de l'apoptose et la motilitée des cellules tumorales ainsi que I'adhésion (Koeller,
Chen, et Oxnard 2018).

Le syndrome de Li-Fraumeni qui est un cancer héréditaire lié aux mutations germinales
du géne suppresseur de tumeur p53 et qui pourrait avoir plusieurs atteintes y compris des
tumeurs pulmonaires, n’était pas fréquent et représentait de 4 a 6 % des cancers pulmonaires
familiaux. La mutation germinale EGFR T790M a été signalée comme une autre forme

héréditaire de cancer du poumon (Hashimoto, Sato, et Hasegawa 2018).

Il existe des déterminants genétiques pouvant favoriser le developpement du CBP.
L’identification de ces polymorphismes a pour intéréts une meilleure compréhension des
mécanismes d’oncogenése et le ciblage des populations a risque pour un dépistage précoce. A
I’heure actuelle, il n’existe pas de recommandations de dépistage familial pour les CBP ni
d’indication de consultation oncogénétique systématique. Il faut néanmoins, toujours garder a
I’esprit cette possibilité de susceptibilité génétique en cas d’agrégations familiales et consulter
au moindre doute (Bylicki et al; 2017), par exemple les polymorphismes hérités dans les genes
de réparation de I'ADN et les génes des enzymes métabolisant les xénobiotiques pourraient
expliquer le risque élevé, tout comme l'influence génétique de la dépendance a une substance
donnée, y compris la dépendance a la nicotine. De multiples loci génétiques peuvent étre liés a
la dépendance a la nicotine (Allen 2018), y compris le gene nAChR qui a fait 1’objet d’une

partie de cette étude.
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3.1.2 Génétique des formes sporadiques des CBP

Il est important de comprendre que toutes les altérations génomiques ne contribuent pas
au cancer. En fait, seul un tres petit nombre d'événements mutationnels favorisent réellement la
tumorigénése, ceci dépend du type du géne muté, de la nature de la mutation et du potentiel de
réplication global de la cellule dans laquelle la mutation s’est produite (Bunz 2016). Les
mutations somatiques multiples au sein des génes suppresseurs de tumeur, des oncogeénes et des
geénes liés a la réparation de I'ADN peuvent fonctionner de fagon concertée, pour conférer un
avantage prolifératif aux tumeurs. Des mutations au niveau chromosomique sous forme de perte
d'hétérozygotie, de translocations, de délétions et de mutations ponctuelles ont toutes été bien

décrites dans le cancer du poumon (Nana-Sinkam et Powell 2013).

e Altérations génétiques des formes sporadiques des CBP

Le séquencage du génome humain et les nouvelles technologies de génotypage a haut-
débit ont révélé ’abondance de la variation génétique depuis la substitution d’un nucléotide a
un locus donné (Single Nucleotide Polymorphism [SNP]) jusqu’a des altérations

chromosomiques de grande taille (Benhamou 2010).

Le projet de séquencage de I’ADN des tumeurs a pu identifier des mutations communes
notamment celles de I'EGFR, p53, et K-ras et de nombreuses autres mutations moins bien
décrites au niveau d’autres génes tels que NEK9 et MUC16. En plus de I’identification des
mutations survenant dans des régions non codantes du génome (Nana-Sinkam et Powell 2013).

Si’on prend I’exemple des types de cancer du poumon les plus répandus,

- L’adénocarcinome pulmonaire est le sous-type le plus courant des NSCLC, et est
caractérisé par un profil génétique complexe défini par plusieurs types de mutations, et certains
réarrangements de genes. Alors que les mutations des TP53 et LRP1B sont courantes dans tous
les NSCLC, les adénocarcinomes semblent avoir des taux plus élevés de mutations somatiques
au niveau des génes KRAS, ’EGFR, KEAP1, STK11, MET et BRAF par rapport aux SCLC.
Les délétions du chromosome 9p21.3 contenant les génes CDKN2A et CDKNZ2B, sont aussi
couramment rencontrées dans les adénocarcinomes, elles entrainant une dysrégulation du

contr6le du cycle cellulaire (Suster et Mino-Kenudson 2020).

- Le carcinome épidermoide est le deuxieme type histologique le plus courant des
NSCLC, tout comme I’adénocarcinome, ce type histologique partage de nombreuses

caractéristiques moléculaires avec 1’adénocarcinome, avec cepndant des altérations propres a
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ce type de cancer. De nombreuses mutations somatiques ont été identifiées, impliquant
principalement TP53, LRP1B, CDKN2A, PTEN, PIK3CA, KEAP1, MLL2, HLA-A, NFE2L2,
NOTCH1, RB1 et PDYN. Le carcinome épidermoide présente des événements d'amplification
plus fréquents, en particulier dans la région chromosomique 3026-3¢29, sachant que cette
région comprend les génes SOX2, PIK3-CA, TP63, MAP3K13, et KLH6, et montre un taux
plus élevé de délétions au niveau du chromosome 9p21.3 contenant les génes CDKN2A et
CDKNZ2B (Suster et Mino-Kenudson 2020).
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Figure 9. Altérations des génes clés et oncogénes dans les SCLC, et les NSCLC. Les chiffres
dans chaque case indiquent les fréquences des altérations génomiques DLL, deltalike ; EGF,
facteur de croissance épidermique ; FGF, facteur de croissance des fibroblastes ; GF, facteur de
croissance ; HGF, facteur de croissance des hépatocytes ; NRG, neuroréguline ; RTK, récepteur
tyrosine kinase (Salehi-Rad et al; 2020).
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3.1.3 Cancers broncho-pulmonaires des non-fumeurs

Les altérations moléculaires de CBP des personnes n'ayant jamais fumé sont
possiblement dues a dautres types d'exposition environnementale comme [l'exposition
professionnelle et le tabagisme passif. Parmi les altérations moléculaires spécifiques aux non-
fumeurs on peut citer la fusion génique entre EML4- ALK résultatnt d’un réarrangement au
niveau du chromosome 2, I'nyperméthylation de MGMT, la mutation de I'EGFR, des mutations
specifiques dans TP53b (G:C a A:T sur les sites non-CpG), et la perte allélique de FHIT (Anttila
et Boffetta 2014).

3.2 Altérations génétiques courantes dans les CBP

Les avancées technologiques en biologie moléculaire ont fourni des moyens pertinents
de recherche moléculaire et d'identification des altérations géniques des cancers notamment
oncogenes et génes suppresseurs de tumeur (Voir les principaux loci de susceptibilité génétique

aux cancers bronchiques en annexe 04).
3.2.1 Oncogeénes

Les oncogenes codent généralement des protéines qui régulent plusieurs processus
cellulaires, notamment la prolifération et la survie. Les réarrangements et lI'amplification des
genes représentent les aberrations génétiques les plus courantes qui pourraient activer un
oncogene, entrainant une dérégulation de I'expression et/ou de la fonction du gene (Zito et al;
2019).

Les oncogenes les plus couramment mutés dans les adénocarcinomes sont le KRAS et
I’EGFR, qui sont impliqués dans le déclenchement de la tumorigenése. Parmi les autres
oncogenes activés dans les adénocarcinomes, on peut citer le récepteur 2 du facteur de
croissance épidermique humain (HER2), le proto-oncogene MET (MET) et le proto-oncogene
RET (RET). Des oncogénes de fusion impliquant la kinase du lymphome anaplasique (ALK)
et le proto-oncogéne ROS1 sont également observés dans les adénocarcinomes (Salehi-Rad et
al; 2020).

KRAS

Le KRAS représente le géne le plus souvent muté dans les adénocarcinomes, les

mutations touchant ce géne se concentrent principalement au niveau des codons 12, 13 et 61.
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Elles comprennent des substitutions, des insertions et des délétions et elles sont plus
fréquemment observées chez les fumeurs (Cagle et al; 2018).

EGFR

Le récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR), également connu sous le
nom de HER1/ERBBL, représente I'un des biomarqueurs les plus étudiés et les plus utilisés
actuellement dans les NSCLC. La présence d'une mutation activant 'EGFR sert de prédicteur
de la réponse aux inhibiteurs de la tyrosine kinase (ITK), notamment I'erlotinib, le gefitinib et
I'afatinib. Les mutations de I'EGFR se produisent le plus souvent chez les non-fumeurs et les
femmes d'origine Asiatique, elles surviennet principalement dans les exons 18-21(Terlizzi et
al; 2019). La mutation ponctuelle (L858R) dans le cadre de lecture (747-750) est la plus
représentée avec une fréquence d’environ 90 pour cent des mutations activatrices de 'EGFR
(Cagle et al; 2018). Des mutations germinales du récepteur du facteur de croissance
épidermique (EGFR) ont également éte décrites, notamment les mutations T790M et VV843l,
(Bylicki et al; 2017), (Steiling et Campbell 2020).

HER2

La mutation germinale dans le récepteur 2 du facteur de croissance épidermique humain
(HER2) associe au risque de cancer du poumon a été identifiée chez une famille Japonaise
(Bylicki et al ; 2017), (Steiling et Campbell 2020).

BRAF

Les mutations de BRAF sont relativement rares dans les CBP (environ 3-4 pour cent)
(Cagle et al; 2018).

MET

Le géne de transition mésenchymateux-épithélial (MET) a été découvert a la fin des
années 1980. Le MET-RTK régule une multitude de processus cellulaires, notamment
I'invasion, l'anti-apoptose et I'angiogenése. Une signalisation MET aberrante a été identifiée
dans de nombreuses tumeurs malignes humaines. La surexpression de la MET est couramment
observée dans les NSCLC (25 a 75 pour cent), et a été liece a de mauvais pronostics. Les
altérations moléculaires de la MET dans les NSCLC comprennent des mutations avec saut
d'exon 14, qui augmentent la signalisation de la MET et favorisent I'oncogenése. Ces mutations

sont plus fréquentes chez les fumeurs et les patients agés (Cagle et al; 2018).
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YAP1

La protéine (YAP1), également connue sous le nom de YAP et YAPG5, est codée par un
oncogéne qui favorise la croissance cellulaire et inhibe I'apoptose. Un variant de la lignee
germinale, R331W, de YAP1, s'est avérée fortement associé au cancer du poumon. Ce variant
a été initialement identifié par séquencage du génome entier de plusieurs membres d'une famille

présentant une forte agrégation de cancer du poumon (Koeller, Chen, et Oxnard 2018).
3.2.2 Geénes suppresseurs de tumeur

TP53

Le géne suppresseur de tumeur TP53, code la protéine P53 de régulation du cycle
cellulaire et que I'on trouve muté dans presque 50 pour cent de tous les cancers, dans 50 pour
cent des NSCLC et dans plus de 70 pour cent des cas de SCLC. Plusieurs preuves indiquent
que ces mutations se produisent a un stade précoce du processus de transformation maligne
(Mountzios et al; 2010), (Deben et al; 2016).

PRb

RBL1 est un gene suppresseur de tumeur situé sur le bras long du chromosome 13 en
position 13q1, codant pour la protéine PRb qui agit comme un "gate keeper" pour la transition
de phase G1—S du cycle cellulaire. Les mécanismes par lesquels cette protéine affecte le
processus de transformation maligne different entre les NSCLC et les SCLC. L'expression
réduite de RB1 est observée dans 80 a 100 pour cent des tumeurs neuroendocrines des (SCLC)
(Mountzios et al ; 2010).

PTEN

Le géne PTEN inhibe la cascade de signalisation PISK/AKT/mTOR en déphosphorylant
lePI-(3, 4,5)-triphosphate. L'inactivation de la PTEN supprime l'inhibition de la voie de
signalisation et conduit donc a une activation de I'AKT. Les mutations sont presque
exclusivement observées dans le carcinome épidermoide (environ 10 a 15 pour cent), mais

rarement dans l'adénocarcinome (environ 1 a 2 pour cent) (Cagle et al; 2018).

D’autres mutations de geénes suppresseurs de tumeurs ont aussi été rapportées, comme

le KEAPL, le LKBL1 et le NF1. L'inhibiteur de kinase cyclindépendante 2a (CDKNZ2A), un
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suppresseur de tumeur qui régule le cycle cellulaire, est également inactivé dans 70 pour cent
des carcinomes épidermoides (Salehi-Rad et al; 2020).

3.2.3 Genes de controle du cycle cellulaire

PIK3CA

Il existe trois classes de phosphatidylinositol-3 kinases, la classe (PIK3CA) est la plus
pertinente pour les cancers humains. Le PIK3CA est responsable de la production de
phosphatidylinositol-3, 4,5-trisphosphate qui active la voie AKT/mTOR. Cette voie est
essentielle pour la croissance, la survie et la motilité des cellules. Contrairement a la plupart des
mutations des NSCLC, les mutations PIK3CA peuvent se produire en concertation avec d'autres
génes et ne sont donc pas toujours mutuellement exclusives (Cagle et al; 2018).

FGFR1

Le récepteur 1 du facteur de croissance des fibroblastes (FGFR1) régule la prolifération
via les voies de signalisation MAPK et PI3K. L'amplification de FGFR1 est l'altération la plus

fréquente observée dans le carcinome épidermoide (Cagle et al; 2018).

FGFR2/FGFR3

Les récepteurs 2 et 3 du facteur de croissance des fibroblastes (FGFR2 et FGFR3)
jouent des roles essentiels dans la prolifération, la différenciation, l'angiogenése et le
développement cellulaire. L'activation de FGFR2/FGFR3 entraine l'activation en aval de
Ras/MAPK et PI3K/AKT. Ces mutations ont été répertoriés en premier dans les cancers

bronchiques selon I'atlas du génome du cancer (Cagle et al; 2018).

3.2.4 Génes de réparation d’ADN

Certains polymorphismes géniques liés a la réparation de I'ADN endommagé,
augmentent le risque de cancérogenese causé principalement par le tabac (Allen 2018). Les
différences interindividuelles dans les capacités de réparer les dommages d’ADN peuvent donc
contribuer a la variabilité individuelle de la susceptibilité aux cancers environnementaux
comme le CBP; les individus dont la capacité de réparation de I'ADN est réduite ou négligeable
peuvent accumuler des mutations qui augmentent le risque de cancer. les génes de réparation

de I'ADN et de contréle du cycle cellulaire les plus étudiés et les plus liés au risque de CBP,
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sont I'0O6-alkylguanine ADN alkyltransférase (AGT), le géne consacré a la réparation des
rayons X (XRCC1), le NAD(P)H quinone oxidoreductase (NQO1), la 8- 8-Oxoguanine DNA
Glycosylase humaine (hOGG1), la DNA (cytosine-5)-methyltransferase 3B (DNMT3B), la O6-
méthylguanine-ADN méthyltransférase (MGMT) et plusieurs génes de réparation de l'excision
des nucléotides (NER) en plus des genes ATM, APEX1, ERCC1 et ERCC2, XPA et XPC et
XRCC1(Anttila et Boffetta 2014), (Allen 2018).

3.2.5 Modifications épigénétiques

Au cours des dernieres années, les recherches ont déterminé que les changements
épigénétiques au sein du génome humain par le biais du remodelage de la chromatine, et la
méthylation de I'ADN peuvent modifier les profils d'expression des genes suppresseurs de
tumeurs, et des oncogénes pour initier une transformation maligne (Nana-Sinkam et Powell
2013). Ces modifications épigénétiques comprennent les genes impliqués dans I'invasion des
tissus, la réparation de I'ADN, la détoxification des cancérigenes et la différenciation (Larsen
et Minna 2011). Les NSCLC et les SCLC ont des spectres d’altérations moléculaires différents.
Il convient de noter que les altérations moléculaires impliqués dans les CBP varient en fonction
de la population étudiée et peuvent changer selon I’appartenance ethnique, et le sexe (Suster et

Mino-Kenudson 2020).

L'hypométhylation de I'ADN au niveau des dinucléotides CpG a été la premiere
anomalie épigénétique identifiée dans les cellules cancéreuses, il y a plus de trois décennies. La
cartographie a haute résolution de la méthylation des ilots CpG, a révéle que I'nypométhylation
de I'ADN dans les cancers du poumon se produit spécifiquement au niveau des sequences
répétées, y compris les répétitions d'hétérochromatine (par exemple, I'ADN satellite), les SINES
(Short Interspersed Nuclear Elements), les LINEs (Long Interspersed Nuclear Elements), les
élements LTR (Long Terminal Repeats) et les duplications segmentaires dans les régions
subtélomériques (Mehta et al; 2015).

Alors que I'hypométhylation de I'ADN génomique est une caractéristique importante du
cancer du poumon, I'nyperméthylation des ilots CpG entraine le verrouilage des génes cibles,
qui comprennent des géenes suppresseurs de tumeurs, des genes de réparation de I'ADN ainsi
que des genes impliqués dans le contréle du cycle cellulaire. Récemment, il a été démontré
gu'une méthylation anormale des promoteurs n'affecte pas seulement les genes codant les
protéines mais aussi divers ARN non codants qui peuvent jouer un réle dans les croissance
cellulaire (Mehta et al; 2015).
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3.2.6 Anomalies cytogénétiques

Ces anomalies peuvent étre par exemple des translocations chromosomiques, des
délétions et des inversions. La plupart des anomalies cytogénétiques surgissent de maniére
somatique, avec cependant I’existence d’anomalies clairement héréditaires comme est le cas de

la forme héréditaire du rétinoblastome (Bunz 2016).

Des erreurs de réparation des altérations de I'ADN peuvent entrainer plusieurs types de
réarrangements cytogénétiques. Le processus sous-jacent qui provoque ces remaniements
chromosomiques massifs est connu sous le nom de chromothripsis, dérivé du mot grec thripsis,

qui signifie « en morceaux » (Bunz 2016).

Les anomalies chromosomiques ont fait I'objet d'études approfondies dans le cancer du
poumon, gréace a la technique de I'nybridation fluorescente in situ (FISH). Des délétions de
grandes régions chromosomiques, comme la perte d'hétérozygotie (Loss Of Heterozygotie)
(LOH) dans les loci chromosomiques 3p14-23, 8921-23, 13q, 179, 18q et 22p ont éteé rapportées
pour le cancer du poumon (Nana-Sinkam et Powell 2013). La perte d’hétérzygotie dans le bras
court du chromosome 3 est I'une des altérations génétiques les plus caractéristiques au cours du
développement du cancer du poumon, qui peut étre détectée dans pratiguement 80 pour cent
de tous les cas de cancer du poumon, indépendamment de leur type histologique. Cette region
chromosomique héberge plusiuers génes suppresseurs de tumeur dont le FHIT (Mountzios et
al ; 2010).

L'instabilité génomique se traduit par des aberrations génétiques a plusieurs niveaux
allant de quelques nucléotides a des chromosomes entiers. Le terme d'instabilité
chromosomique définit un type d'instabilité génomique associé a des variations structurelles
chromosomiques, comme les translocations, les délétions et les amplifications de 'ADN (Zito
et al; 2019). Les translocations les mieux décrites dans les NSCLC sont celles incluant le gene
ALK. Le réarrangement le plus commun qui a été observé est celui du LEM4-ALK a une
fréquence de 4 a 5 pour cent, cette tarnslocaton est beaucoup plus observée chez les jeunes
femmes ayant des antécédents de tabagisme léger ou n'ayant jamais fumé. Jusqu’a 1’heure
actuelle prés de 30 réarrangements du géne ALK ont éte identifiés. Des translocations du géne
RET ont aussi été identifiées. Le gene RET encode une protéine essentielle pour le
développement et la maturation des cellules. Les translocations RET surviennent a une
frégeunce de 1 a 2 pour cent dans les NSCLC. Tout comme les réarrangements ALK dans les

NSCLC, les translocations RET se produisent le plus souvent chez les jeunes femmes ayant des
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antécédents de tabagisme léger et chez les non-fumurs. Les réarrangements identifiés a ce jour
impliquent six genes KIF5B, CCDC6, NCOA4, TRIM33, CUX1, et KIAA1468. Un autre type
de translocation impliquant le gene ROS1 a été rapporté dans les NSCLC, les translocations
ROS1 se produisent avec une variété de genes, notamment CD74, EZR, SDC4, et TPM3 et
entrainent une transformation néoplastique a la fois in vitro et in vivo, elles se produisent a une
fréquence de 1 a 2 pour cent dans les adénocarcinomes (Cagle et al; 2018). Plus rarement, dans
le cancer bronchique, sont observés des gains de matériel génétique, avec des amplifications
géniques, au niveau desquels siégent des genes dominants proto-oncogéniques, le plus souvent
codant pour des récepteurs a des facteurs de croissance (EGFR, erbB2/neu) ou des régulateurs
nucléaires du cycle cellulaire (cyclineD1, HNF3a/FOXA1) ou de I’apoptose, (p63AIS)
(Madelaine et Zalcman 2005). (Voir les principales anomalies cytogénétiques des cancers
bronchiques en annexe 05).
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4. Métabolisme des xenobiotiques

Les niveaux d'exposition aux polluants environnementaux et professionnels different
d’un individu a un autre, les xénobiotiques peuvent étre nocifs en eux-mémes, ou via leurs
métabolites. Les composés chimiques qui peuvent interagir directement avec I'ADN sont
appelés cancérogenes ultimes. Cependant, la majorité des cancérogénes nécessitent une
activation métabolique afin de produire des intermédiaires capables d'interagir avec I'ADN, ces
substances sont appelées "procarcinogénes”(Chen 2020).

Le métabolisme des xénobiotiques est souvent caractérisé par un processus en trois
phases : 'activation suivie de la conjugaison et enfin I’excrétion. Les enzymes de la phase I,
constituée essentiellement par les cytochromes P450. Si le métabolite de phase I n’est pas assez
hydrophile pour étre excrété, il va subir la seconde phase de détoxification dite phase de
conjugaison (ou phase I1) qui consiste a former un adduit avec un compose endogéene tres
hydrophile comme 1’ion sulfate, le glutathion ou I’acide glucuronique grace aux enzymes de
phase Il. Une troisieme phase (phase Il1), implique le transport transmembranaire actif des
xénobiotiques via des transporteurs de la phase 111 (P-glycoprotein ou Pgp, multidrugresistance
proteins ou MRP...) qui transportent les xénobiotiques, ainsi que leurs dérivés conjugués pour

leur excrétion dans la bile et I’'urine (Gueguen et al; 2006),(Ducassou 2012), (Anttila et Boffetta

2014).
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Figure 10. Prise en charge cellulaire des xénobiotiques. Le métabolisme (phases 1 et 2) et le
transport (phases 0 et 3) d’un xénobiotique X sont présentésins; SLC : Transporteurs

membranaires de la famille des Solute Carrier transporters (Allorge 2016).
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4.1 Enzymes de phase | : les cytochromes P450
4.1.1 Historique

En 1958, Klingenberg et Garfinkel (Garfinkel 1957), (Klingenberg 1958) mirent en
¢vidence la présence d'un pigment dans les fractions microsomales hépatiques de rat et de
cochon qui, présentait une absorption spécifique a 450 nm. Les travaux de Omura et Sato
(Omura et Sato 1964) permirent d’identifier ces pigments, en montrant qu’il s’agissait
d’hémoprotéines, qui seront appelés par la suite « cytochrome P450 », le P faisant référence a
son cofacteur. L’optimisation des techniques de séquengage des génomes ces derniéres années
a permis la découverte d’un nombre exponentiel de genes codant pour des cytochromes P450.
Ces données sont regroupées dans une base de données qui rassemble les différentes séquences
de P450 (http://drnelson.uthsc.edu/CytochromeP450.html). Les cytochromes P450 sont
présents dans tout le regne du vivant (Gilardi et Di Nardo 2017).

4.1.2 Propriéetés biologiques

Chez les mammiferes, les CYPs sont présentes dans tous les tissus, les concentrations
les plus élevées se trouvent dans le foie et I'intestin gréle, et jouent un réle crucial dans la
biosynthése des acides biliaires, et le metabolisme des composés étrangers tels que les
médicaments, les polluants environnementaux et les substances cancérigénes. Les CYPs sont
également présents dans les membranes internes des mitochondries de tissus stéroidogéenes tels
que cortex surrénal, testicules, ovaires, sein, et placenta, et sont impliqués dans la synthese et

la dégradation des hormones stéroides endogeénes (Palrasu et Nagini 2018).

Les réactions catalysées par les CYPs sont tres diverses : hydroxylation des
hydrocarbures ; époxydation ; O-, S- et N-désalkylation ; déshydrogénation ; déshalogénation,
désamination oxydative, décarboxylation ; déshalogénation réductrice ; N-oxyde et réduction
des époxydes ; isomérisation et formation de cycles. Parmi toutes les réactions catalysees par
les CYPs, la monooxygeénation est la réaction la plus courante (Ducassou 2012), (Wu et al;
2021). Malgre la diversité chimique des substrats reconnus par ces protéines, elles agissent

toutes selon la réaction et le cycle catalytique suivants (Gilardi et Di Nardo 2017).

R—H+0,+2 +2H" — R - OH + H»0.
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Figure 11. Le cycle catalytiqgue des CYPs P450. Les voies abortives, non productives
(découplage) sont indiquées en rouge, le cycle court (en bleu) est obtenu par addition d’espéces
riches en oxygeéne, la voie reductase est indiquée en marron (Ducassou 2012).

4.1.3 Structure des CYPs

Les CYPs sont des hémoprotéines contenant entre 400 et 500 résidus d'acides aminés et
un seul groupe prothétique de I'héme dans le site actif. La liaison thiol-ligand, essentielle pour
le fer héminique est assurée par une cystéine localisée pres de la région carboxy-terminale de
la protéine. La région N-terminale est constituée principalement d’acides aminés hydrophobes
et permet la fixation de la protéine aux membranes (Gueguen et al; 2006),(Palrasu et Nagini
2018).
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Figure 12. Structure générale des CYPs humains. Le fer héminique et le résidu de cystéine
sont situés sur I'nélice L et sont colorés respectivement en rouge et en bleu (Wu et al; 2021) .

4.1.4 Classification et nomenclature

Le systéme adopté pour la nomenclature des CYP450 est établi par David Nelson
(Nelson 2009 ; http://drnelson.uthsc.edu/CytochromeP450.html). La nomenclature des
cytochromes P450 consiste & nommer un geéne ou un ADNc par le symbole CYP, suivi d’un
chiffre arabe désignant la famille, d’une lettre majuscule désignant la sous-famille, puis d’un
chiffre arabe pour chaque gene. Pour désigner I’ARNm ou la protéine, la méme nomenclature
est employée sans D’attribut italique. Les protéines P450 apparentées sont regroupées en
familles dont les membres partagent plus de 40 pour cent d’homologie en acides aminés et
désignés par des numeéros (CYP1, CYP2, etc.). Les familles sont divisées en sous-familles dont
les membres partagent plus de 55 pour cent d’homologie d'acides aminés et regoivent des
caracteres alphabétiques (CYP1A, CYP1B, CYP2A, CYP2B), etc.). Les sous-familles sont
divisées en loci individuels désignés par un numéro spécifique (CYP1Al, CYP1A2, etc.)
(Palrasu et Nagini 2018). Une liste actualisée des CYPs se trouve sur le site

(https://www.pharmvar.org/gene/index_original) (Imadeldin Elfaki et al ; 2018).
4.2 Enzymes de la phase 11

Les enzymes de phase Il sont majoritairement des transférases et incluent : Les UDP-
glucuronosyltransférases (UGTS) des enzymes clés du processus connu de glucuronidation, les
N-Acétyltransférases (NATS) qui catalysent l'activation des amines aromatiques et
hétérocycliques, les sulfotransférases (SULTS) qui jouent un rdle important

dans la bio transformation d'un certain nombre d'éléments endogenes comme les stéroides et la
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vitamine D, Les NAD(P)H: quinone oxydoréductase (NQO) qui constituent un groupe
d’enzymes antioxydantes polyvalentes qui sont impliquées dans la réduction oxydative des
quinones. Et enfin L’ EPHX1 L'époxyde hydrolase 1 microsomale (EPHX1) qui joue un réle
important dans I'activation et la détoxification des HAP et des amines aromatiques (Kiyohara et
al; 2006), (Jancova, Anzenbacher, et Anzenbacherova 2010),(Anttila et Boffetta 2014).

Bien que les réactions de phase 11 sont généralement détoxifiantes, les conjugués formés
peuvent étre potentiellement cancérogénes, surtout quand il s’agit de l'activation d'alcools
benzyliques, d'hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP), hydroxylamines aromatiques,
acide hydroxamique et nitroalcanes par sulfotransférases (Jancova, Anzenbacher, et
Anzenbacherova 2010).

e Les glutathion S-transférases (GSTs)

0 SH 0 SR
HN NH COOH H,N NH COOH
NH v GST NH ~
+ Xenobiotic (RX) e
COOH 0 COOH 0
Glutathione Glutathione-S-conjugate

Figure 13. Formation des conjugués Glutathione (Jancova, Anzenbacher, et Anzenbacherova
2010)

4.2.1 Structure des GSTs

Malgré le faible taux d'identité de séquence entre les classes, tous les monomeres des
GSTs cytosoligues dont la structure est connue partagent la méme structure tertiaire dimérique.
Le monomere se compose de deux domaines distincts. Le domaine N-terminal (comprenant
approximativement les résidus de 1 a 80) adopte une topologie (B1a1p202P3Ba03). Le domaine C
terminal (approximativement du résidu 90 au dernier) est composé d'un paquet minimal de 4
hélices (asasas07) additionné d'éventuelles hélices supplémentaires de position variable. Les
deux domaines sont reliés par une courte région d'une dizaine de résidus sans structure
secondaire caracteéristique (Prosper 2013).
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Figure 14. Structure d’une GST cytosolique (Board et Menon 2013)

4.2.2 Classification et nomenclature des GSTs

Deux superfamilles distinctes de GSTs ont été décrites. La mieux étudiée est celle qui
comprend les enzymes dimériques solubles : les GSTs et le MAPEG (Membrane Associated
Proteins in Eicosanoid and Glutathione Metabolism), (Jancova, Anzenbacher, et
Anzenbacherova 2010). Il existe actuellement sept familles de GSTs cytosoliques humaines :
alpha, mu, pi, sigma, omega, theta et zeta, les GSTs mitochondriales ont été classées dans une
seule et unique classe nommée Kappa (Prosper 2013),(Anttila et Boffetta 2014). Les GSTs sont
numérotées suivant I’ordre de découverte des isoformes dans chaque classe. Ces GSTs étant
dimériques, la nomenclature a également pour objectif de distinguer les GSTs homo et

hétérodimériques (Prosper 2013).

4.3 Polymorphismes génétiques des CYPs et GSTs

La variabilité interindividuelle pour prédire la susceptibilit¢ a une maladie donnée
s’explique, en partie, par des facteurs génétiques incluant les polymorphismes qui affectent
surtout le métabolisme des xénobiotiques ainsi que la réparation des altérations d’ADN causés

par les agents cancérogenes (Chen 2020).

Les cancérigenes réactifs non détoxifiés peuvent former des adduits d’ADN capables
d'induire des mutations et de déclencher un processus tumoral. Un équilibre approprié entre les
enzymes de phase | et de phase Il est nécessaire pour une protection cellulaire optimale contre
les cancérogénes. L'activité métaboliqgue de ces enzymes peut étre modifiée par des
polymorphismes génétiques et de nombreuses études ont été publiées sur leur association avec

le cancer du poumon avec des résultats variables (Stabile et Burns 2016).
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Les polymorphismes génétiques des CYPs et GSTs peuvent entrainer une désintoxication
altérée et donc avoir des répercussions importantes sur la sensibilité d'un individu aux toxicités

induites par des composés étrangers (Chen 2020).
4.3.1 Polymorphismes génétiques des CYPs et cancérogénése pulmoanire

De nombreuses maladies pulmonaires, telles que le cancer du poumon et les maladies
pulmonaires obstructives chroniques, sont principalement dues a l'exposition environnementale
a des composés chimiques. Toutefois, il est de plus en plus évident que les facteurs génétiques
héréditaires sont d’une grande importance. Les génes codant les enzymes CYPs en sont de bons
candidats, car ils sont hautement polymorphes et peuvent moduler la réponse a la toxicité voire
méme altérer ’activité enzymatique dans certaines situations (Leclerc et al; 2010), (Yamazaki
2014).

Il existe des différences interindividuelles significatives dans les niveaux d'expression
des enzymes CYPs, ceci a éte demontré grace a I'analyse d'échantillons de foie humain dans
des études pharmacologiques (Anttila et Boffetta 2014) (Chen 2020).

Historiquement, le premier polymorphisme CYP qui a été identifié était le CYP2D6.
L'activité du CYP2D6, déeterminée génétiqguement, est soupconnée d'étre impliquée dans la
cancérogenese pulmonaire par I'activation des carcinogénes contenus dans la fumeée de tabac.
En accord avec cela, les résultats combinés de plusieurs études menées dans différentes parties
du monde suggerent une diminution significative mais faible du risque de cancer du poumon
pour les personnes ayant le génotype de métabolisurs lents de CYP2D6. D’un autre c6té, le
gene CYP2AG6 est responsable de 70 a 80 pour cent du métabolisme de la nicotine, il a été
proposé comme un facteur de risque pour le cancer du poumon par la modulation des habitudes
tabagiques. De méme les genes CYP3A4 et CYP1B1 ont été rapportés pour leurs réles
potentiels dans la prédisposition au cancer du poumon. Un autre gene de la famille des
cytochromes qui est largement étudié est le gene CYP2EL. Plusieurs variants alléliques ont été
attribués a ce géne et de nombreuses études ont examiné 1’association entre ces variants
CYP2EL1 et le risque de cancer du poumon. En outre, un effet protecteur contre le cancer du
poumon a été constaté pour le variant Dral CYP2E1, ce méme variant a été associé a un risque
accru de cancer du poumon chez les Japonais (Jancova, Anzenbacher, et Anzenbacherova
2010), (Anttila et Boffetta 2014).
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e Gene d’intérét CYP1A1l

La famille CYP1A compte deux membres : CYP1Al, CYP1A2. Le CYP1Al est
principalement exprimé dans les tissus extra-hépatiques, y compris les poumons. CYP1AL est
le médiateur de la bioactivation des pro-cancérigénes, donc associé au risque de cancer
(Yamazaki 2014). CYP1A1 est un géne polymorphe codant pour une enzyme impliquée dans
la détoxication d'une large gamme de produits cancérigénes, y compris, les HAP, les
nitrosamines, les amines aromatiques, le 1,3-butadiene et l'oxyde d'éthylene, qui sont des
constituants majeurs de la fumée de tabac. A ce jour, 12 alleles du gene CYP1ALl ont été
identifiés (Anttila et Boffetta 2014), (Chen 2020).

Le géne CYP1AL est situé sur le chroosome 15g24.1, il est composé de sept exons et
six introns. Au total, parmi ces variants, quatre alléles ont été étudiés pour leur association avec
le cancer, il s’agit des alléles: CYP1A1*2A, CYP1A1*2C, CYP1A1*3 et CYP1Al1*4,
désignés respectivement par les symboles m1, m2, m3 et m4 (Baget al ; 2015).

CYF1A Locus

Centromere s 1A Telomere

T 6 54 3 '21 23 .3 kb Ié—bz 3458 T

— 1 kb

Figure 15. Gene CYP1A1 (Galijatovic et al ; 2004).

CYP1AL1*1 est l'alléle de type sauvage. CYP1A1*2C et CYP1AL1*4 sont tous les deux
situés sur I'exon sept. Les polymorphismes m1 et m3 ne provoquent pas de substitution d'acides
aminés car ml est situé sur la région 3' non codante et m3 est sur l'intron 7, l'allele m1 peut
entrainer une activité enzymatique élevée. Le SNP m2 entraine une substitution d'acide aminé
de Val pour lle (1462V) dans la région de liaison a I'héme ; m4 entraine une substitution d'Asn
pour Thr (T461N) dans la méme région de I'enzyme. La mutation m1 également connue sous

le nom de polymorphisme Msp | fait I’objet d’une partie de cette étude (Baget al ; 2015).
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Figure 16. Mutations du gene CYP1ALl (Baget al ; 2015)
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La distribution des polymorphismes du CYP1Al dans différentes populations,
Caucasiennes, Afro-américaines et Asiatiques, a été décrite dans une étude exhaustive de
(Masson et al ; 2005). Ils ont constaté, que le variant m1 est le plus répandu dans les populations
Asiatiques (13 %) et qu'il était présent en bien moindre fréquence chez les Caucasiens (1 %).
Chez les Afro-Américains, la fréquence était intermédiaire entre celle des Asiatiques et des
Caucasiens (6 %) (Baget al ; 2015).

e Régulation de I’exprssion du gene CYP1Al

Quand Dlactivité enzymatique est affectée, sans que 1’expression du gene et la quantité
de protéines soient changées, on parle d’un polymorphisme d’activité. Et 1a, il peut s’agir soit
d’une augmentation de I’activité et on parle alors de métaboliseurs rapides, soit d’une

diminution de celle-ci et on parle de métaboliseurs lents.

L'expression de CYP1A1 constitutive est généralement faible, mais cette enzyme peut
étre fortement induite par nombre de ses propres substrats, en particulier les HAP. Par exemple,
les niveaux d'ARNm de CYP1ALl sont trés élevés dans les cellules pulmonaires des fumeurs,
mais généralement indétectables chez les non-fumeurs (Agnes, Szklarz et Scott 2013). Les
médiateurs clés de la régulation de ces enzymes sont les récepteurs nucléaires des prégnanes
(PXR), des acides gras poly-insaturés (PPAR), de I’androstérone (CAR) et celui moins
conventionnel de la dioxine (AhR) qui modulent les génes codant les enzymes de la phase | et
Il du métabolisme; ces régulations, en interaction avec les polymorphismes génétiques
existants, contribuent aux variations inter- et intra-individuelles de la réponse aux

xénobiotiques comme les substances cancérogenes.
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Figure 17. Régulation de la détoxication et du catabolisme des xénobiotiques par les

récepteurs nucléaires PXR, PPAR, CAR et le facteur de transcription AhR (Gueguen et al; 2006).
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4.3.2 Polymorphisme des génes GSTs de phase Il et cancérogénése
pulmonaire

Plusieurs variants alléliques ont été identifiés dans les familles de génes Alpha, Mu, Pi,
Theta. Les individus présentant des délétions au niveau des génes GST-M1, GST-T1 et GST-
P1 sont a plus haut risque d’avoir des cancers. Les polymorphismes génétiques des GSTs
peuvent entraver la détoxification, ce qui peut avoir des répercussions importantes sur la
sensibilité d'un individu aux toxicités induites par des composés étrangers, comme la GST sur
la fumée de tabac (Chen 2020).

Smoker
L Inhale
Nitrosamines / polycyclic aromatic hydrocarbons

Reactive intermediates
GSTMI (+) and/or GSTTI (+) L L GSTMI- null and/or GSTTI -null
Detoxification  Impaired detoxification

v \

Lower risk for lung cancer Higher risk for lung cancer

Figure 18. Polymorphismes des GSTs affectant le risque de cancer chez les fumeurs
(Jancova, Anzenbacher, et Anzenbacherova 2010).

Les variants de GST les plus couramment étudiés comprennent la délétion GSTML, la
délétion GSTTL1 et le polymorphisme GSTP1lle105Val (rs1695). Les délétions GSTML1 et
GSTT1 sont des variants récessifs pour lesquels les délétions homozygotes entrainent une
activité nulle de leurs enzymes. Ces variants sont trés courants ; le génotype nul de GSTM1 a
une prévalence estimée a environ 53 pour cent chez les Caucasiens et les Asiatiques et une
prévalence d’environ 27 pour cent chez les Africains ; le génotype nul de GSTT1 a une
prévalence d'environ 20 pour cent chez les Caucasiens et de 47 pour cent chez les Asiatiques ;
et la fréquence de l'allele G du variant GSTP1 Ile105Val est d'environ 26 pour cent chez les
Caucasiens. Les genes GSTs ont été largement étudiés en tant que géenes de susceptibilité au
cancer (Anttila et Boffetta 2014).

39



Métabolisme des xénobiotiques

e Geéne d’intérét GSTM1

Le géne GST le plus étudié en relation avec le cancer du poumon est le GSTM1, qui
n'est exprimé qu’environ chez la moitié¢ des Caucasiens, en raison d'une délétion homozygote
(génotype nul) du géne dans l'autre moitié (Anttila et Boffetta 2014).

Le géne GSTM1 contient quatre alleles différents, conduisant a plusieurs
polymorphismes, désignés par les alleles GSTM1-0, GSTM1-A, GSTM1-B et
GSTM1-1x2. L’allele GSTM1-0 ou alléle nul est issu d'une recombinaison entre deux régions
hautement homologues flanquant ce locus, aboutissant a la délétion d'un segment de 20 kb
(Marija Pljesa 2014).

Les personnes ayant un génotype nul de GSTM1ont été signalées comme ayant une plus
grande sensibilité aux dommages de I'ADN, induits par la fumeée de tabac que celles qui sont
porteuses du genotype GSTM1-positif. Un niveau plus éleve d'adduits d’ADN a été détecté dans
les lymphocytes des fumeurs de tabac qui ne possédent pas le gene GSTM1 (Chen 2020).

e Structure du géne GSTM1

La classe Mu chez I'hnomme, compte au total cing génes localisés sur le bras court du
chromosome 1 (1p13.3). Les génes GSTs de la classe Mu sont généralement composés de 8
exons (9 pour GSTM3). Les GSTs de classe Mu sont des proteines dimeriques et leur expression
présente une certaine spécificité tissulaire, la GSTM1 par exemple est fortement exprimée dans
le foie (Board et Menon 2013). Le gene GSTML1 est compose de 8 exons couvrant une région
de 21244 pb, avec un transcrit de 1161pb et une protéine de 218 résidus d’acides aminés. Le
gene est flanqué d'autres séquences de genes de classe Mu (Marija Pljesa 2014). Une carte
physique des genes de la classe Mu des GST a été construite sur le chromosome 1p13.3. Les
genes de la glutathion S-transférase dans ce cluster sont espacés d'environ 20 kb, ils sont
disposeés comme suit : 5*-GSTM4-GSTM2-GSTM1-GSTM5-3* (Xu et al ; 1996).

Chromosome 1p13.3

G5TM4 GETM] ey G5TMS G5TM3
G5TM2

¢— pter 110,230,418bp 110,236,367bp)

wosa 41 i —
1 1 3 45 6 7 8
90bp  7hbp B5bp 82bp 101bp 96bp 111bp 540bp

Figure 19. Gene GSTM1 (Marija Pljesa 2014).

Exon
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5. Polymorphismes des récepteurs nicotiniques

Les nACHR assurent la neurotransmission et la transduction du signal dans
pratiqguement toutes les cellules de mammiféres via une signalisation cholinergique (Sakoda et
al; 2011), (Scofield et Gardner 2014). Ce sont des canaux ionotropes appartenant a la
superfamille des récepteurs pentamériques a boucle cystéine. Ils sont composés de 5 sous-unités
identiques ou hétérologues (a, B, v, 6, €). Chaque sous unité est composée d’une extrémité N-
terminale extracellulaire d’approximativement 200 résidus d’acides aminés, de quatre
domaines transmembranaires Mi-Ms , une boucle intracellulaire de 100 a 200 acides aminés
selon la sous unité, et une extrémité C terminale extracellulaire courte. L'expression des
récepteurs est régulée a plusieurs niveaux, de la transcription des genes codant pour les sous
unités de ces récepteurs aux modifications post-traductionnelles des sous-unités individuelles.
La régulation de ’expression de nAChR est trés complexe en raison du grand nombre de génes
qui codent pour les sous unités de ce récepteur, ces géenes sont situés sur plusieurs loci de
chromosomes différents. Parmi les genes les plus étudiés on peut citer a titre d’exemple le
cluster CHRNAS / A3 / B4 (Scofield et Gardner 2014).

Il existe deux isotypes de récepteurs nicotiniques : le récepteur neuronal retrouvé au
niveau du systeme nerveux central et périphérique, et le récepteur musculaire retrouvé au
niveau des jonctions neuromusculaires et dans les cellules non-neuronales comme les
cellules épithéliales respiratoires (bronchiques, alvéolaires, glandulaires etc...). La trachée et
I’arbre bronchique sont riches en nerfs sympathiques et parasympathiques du systéme nerveux
autonome. Les neurotransmetteurs, acétylcholine, adrénaline, neuropeptides, modulent le
calibre des voies respiratoires, le flux sanguin au niveau microvasculaire, induisent la toux, la
production de mucus et augmentent I’inflammation notamment dans les  broncho-
pneumopathies. L’acétylcholine (ACh) est le principal neurotransmetteur synthétisée,

stockée et sécrétée a partir des synapses cholinergiques (Medjber 2012).
5.1 Association entre le cancer broncho-pulmonaire et la nicotine

Il'y a environ 4000 composés chimiques dans la fumée de cigarette ; cependant, la
nicotine est le composant principal responsable du développement de la dépendance. La
nicotine exerce son role principal dans le cerveau par le biais de neurones récepteurs
nicotiniques de I’acétylcholine (NAChR), largement répandus dans les systémes nerveux

central et périphérique (Li 2018).
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La nicotine via ses métabolites actifs se lient aux nAchR dans tout le corps et activent de
nombreuses cascades moléculaires favorisant la tumorigénése (poumon , bouche,

aesophage...etc) (Lester 2014).

Les variations génétiques potentielles dans les sous-types de NAChR auraient un impact
sur la fonctionnalité des récepteurs et leur réponse a la nicotine a long terme. Il était donc
logique d’examiner la variabilité génétique de I'expression nAChR et sa relation avec la

dépendance a la nicotine (Mark et al ; 2019).

La région chromosomique 15¢q24-25.1 est considérée désormais comme un locus
évident de susceptibilité au cancer du poumon et a la dépendance tabagique. Cette région inclut
les genes CHRNAS, CHRNA3, et CHRNB4 qui codent respectivement pour les sous unités os,
a3, et Ba du récepteur nicotinique (NAChR), ainsi que trois autres génes. Cependant, les trois
premiers genes restent les plus étudiés et les plus liés a la predisposition génétique au CBP,
d’autres études ont confirmé également ces conclusions, et ont montré un lien entre ces variants
et le risque de cancer pulmonaire et bien d’autres pathologies comme les maladies cardio-
vasculaires (Berrettini et al ; 2008), (Bierut et al ; 2008). Il semble que les mecanismes
génétiques par lesquels cette région chromosomique contribue a un risque élevé de CBP
dépendent surtout du tabagisme, vu que ces associations n’ont pas été détectées chez des non-
fumeurs. Néanmoins, L’existence d’autres facteurs comme le régime alimentaire et le style de

vie ne sont pas a exclure (Sakoda et al; 2011), (Mark et al ; 2019).
5.2 Geéne d’intérét CHRNAS

Le géne CHRNAS code pour la sous unité os des récepteurs nicotiniques, o5 est
exprimeée au niveau du systeme nerveux central et périphérique. L’expression non neuronale de
CHRNADS a été détectée dans le tractus gastro-intestinal, ainsi que dans le thymus et le testicule
et bien d’autres types cellulaires comme 1’épithélium oral, les cellules endothéliales
vasculaires, 1’épithélium bronchique, et une variété de cellules immunitaires (Scofield et
Gardner 2014).

15q26.2 15¢23 15¢g22.2 15q21.1 15ql4 15q12 15p12
| N T | ! | !
‘ l IO
lambes T ah 1 ) 1 f
15q24.2 15g21.3
15q25.3 15q22.32 15q15.2 15q13.2 15p11.2  15pi13

Figure 20. Schéma du cluster CHRNA5-CHRNA3-CHRNB4 (Mark et al ; 2019).
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Figure 21. Gene CHRNADS (Marija Pljesa 2014).

Le variant génétique étudié dans cette thése est le CHRNADS (rs16969968) ; il est situé
sur le chromosome 15025 et consiste en une substitution de 1’allele G par 1’allele A et il en
résulte une substitution de I’acide aspartique par une asparagine au niveau du codon 398 de la

sous unité o du récepteur nicotinique nAchR (Islam et al; 2013).
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1. Patients et méthodes
1.1. Type d’étude

Il s’agit d’une étude descriptive portant sur une série de 80 cas de cancer bronchique
primitif réalisée aux services de pneumologie et d’oncologie médicale du centre hospitalier
universitaire Ibn Badis de Constantine, sur une période de 4 ans allant de 2013 jusqu’a 2017.
Toutes les données ont été recueillies a partir d’un questionnaire préétabli et consultation des

dossiers médicaux des patients concernés.

1.2 Population de I’étude

L’¢tude que nous avons entreprise est de type cas/témoins et a concerné 80 patients
diagnostiqués pour un cancer broncho-pulmonaire, et 85 témoins en bonne santé apparente, non

apparentés et appariés selon I’age, le sexe et le statut tabagique.
1.2.1. Population de patients
Criteres d’inclusion

Les cas inclus dans notre étude sont des patients ayant un cancer broncho-pulmonaire

primitif confirmé histologiquement.

Critéres d’exclusion

Nous avons exclu de notre étude les patients porteurs de tumeurs suspectes d’étre
secondaires, les patients immunodéprimés ainsi que les patients dont les dossiers sont

incomplets.

1.2.2. Population de témoins

Ce groupe de témoins provient d’individus prélevés parmi I’entourage familial et
professionnel et d’une biotheque d’ADN constituée dans le cadre de la préparation de deux
theses de doctorat réalisées par (Soumia MEDJANI) et (Asma MIMOUNI) du laboratoire de

Biologie Moléculaire et Cellulaire de I'universit¢ de Constantine. Un formulaire de

consentement a été signé par tous les individus ayant participé a cette étude (Annexes 6 et 7).

Une approbation du comité d’éthique a été obtenue avant de mettre en ceuvre la présente étude.
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1.3.Méthodes

1.3.1. Recueil des données
Pour la réalisation de ce travail, nous avons consulté :

- Le registre hospitalier du service de pneumologie et d’oncologie médicale du
CHU et nous avons analysé les dossiers médicaux des patients hospitalisés au
service durant la période d’étude.

- Le registre du service d’anatomopathologie du CHU avec comptes rendus.

Fiche d’exploitation

Les paramétres recueiliis a partir des dossiers médicaux ont été noteés sur une fiche
d’expoloitation exhaustive avec anonymisation des données. Les variables collectées ont
concerné : I’age au moment du diagnostic, le sexe, le statut tabagique, la profession ou
I’exposition professionnelle, le lieu de naissance ainsi que le stade OMS au moment du
diagnostic, les antécédents personnels et familiaux de cancer, la date et le type de préléevement
ayant permis de faire le diagnostic histologique.

1.3.2. Extraction de PADN

Nous avons procédé en premier lieu a une extraction d’ADN génomique a partir du sang
total en utilisant le protocole NaCl ou « Salting out », qui consiste en I’isolement de leucocytes
du sang total par une lyse hypotonique des globules rouges ; qui seront ensuite traités par un
détergent et une protéinase K. dans le lysat, ’ADN nucléaire libéré se trouve associé¢ aux
différentes protéines qui seront par la suite éliminées par précipitation au NaCl. Le surnageant
ainsi récupéré est traité par de 1’éthanol pur, dans lequel une pelote de I’ADN se forme par
précipitation. L’ ADN est solubilisé en phase aqueuse (Tris EDTA 10 :1). Protocole détaillé en

annexe (Annexe 8).
1.3.3. Estimation de la pureté et la concentration de ’ADN

La pureté de ’ADN ainsi que sa concentration sont estimées par NanoDrop™ (Un
spectrophotometre a micro volume). En fait, méme aprés une purification, les ADN peuvent
encore contenir des contaminants. Certains contaminants impactent significativement les
analyses ultérieures de biologie moléculaire, et conduisent a des résultats incohérents. Il est

alors impératif de controler systématiquement la pureté de I’ADN en amont de toute analyse.
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La spectrophotométrie est la seule méthode qui permet de vérifier la pureté d’ADN grace aux
deux ratios A 260 nm/A280 nm et A 260 nm/A 230 nm.

Initialement décrite en 1942 par Warburg et Christian, qui avaient publié un rapport
expliquant ’intérét de I’utilisation du ratio A260 nm/A 280 nm pour détecter la contamination
d’acides nucléiques dans une solution de protéines. Maintenant, ce ratio est souvent utilisé pour

¢valuer la contamination de protéines dans une solution d’acides nucléiques.

D’une maniére générale, la pureté d’une solution d’acide nucléique est considérée
comme acceptable lorsque le ratio A260 nm/A 280 nm est compris entre 1,8 et 2,0 pour I’ADN.
Le ratio A 260 nm/A 230 nm est un deuxieme indicateur de pureté, qui lorsqu’il est compris
entre 2,0 et 2,2 indique une bonne pureté des acides nucléiques. Lorsque ce ratio est plus faible
que 2,0 et 2,2, cela révele la présence de contaminants absorbant a 230 nm dans la solution.
Plusieurs de ces contaminants proviennent de 1’échantillon comme le phénol, ’EDTA...etc

(www.ozyme.fr).
1.3.4. Analyse du polymorphisme généetique CYP1A1 m1l (rs4646903)

Ce polymorphisme a été étudié en utilisant la technique PCR-RFLP, qui consiste en
I’amplification d’une partie de I’ADN contenant le géne en question, suivie d’un génotypage
par digestion enzymatique en utilisant I’enzyme de restriction Mspl. La détermination des

génotypes a été realisée en plusieurs étapes successives :

1. LaPCR (Polymerase Chain Reaction).

2. Ladigestion enzymatique des produits PCR.

3. Visualisation des produits de digestion sur un gel d’agarose sous lumiére UV.
4

Détermination des différents génotypes.

PCR (Polymerase Chain Reaction)

La PCR est une technique de biologie moléculaire qui a été publiée en Décembre 1985
dans la revue Science de la société américaine Cetus Corporation. Elle est d'une puissance
exceptionnelle permettant d'amplifier spécifiguement, une séquence d'’ADN donnée. Les taux
d'amplification peuvent atteindre 10° et permettent alors de mettre en évidence la présence d'une
molécule unique d'ADN (Larzul 1989).

Le principe de la PCR est simple, et son efficacité est hors du commun. Elle consiste a

amplifier spécifiquement une séquence d'ADN double brin par action cyclique a 1’aide d'une
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ADN polymérase. L'initiation de la synthese d'ADN par une enzyme a lieu au niveau de courtes
séquences oligonucléotidiques (20-25 nucléotides) ou amorces (primers) P1 et P2 qui ont été
ajoutées au milieu réactionnel. La PCR est une réaction cyclique et chaque cycle comprend les
3 étapes : dénaturation de I’ADN, hybridation des amorces et enfin une synthése du brin
complémentaire. La dénaturation s’effectue a une température comprise entre 90-100 °C, puis
I’échantillon est refroidi a une température permissive a I’hybridation des amorces P1 et P2.
Enfin, la derniére phase, dite d'extension des amorces, est effectuée a 72 °C avec une ADN
polymérase thermorésistante : la Tag polymérase (Larzul 1989).

Conditions de ’amplification

L’amplification a été réalisée dans un mélange réactionnel de 50ul contenant 1pul
d’ADN génomique, 1X du tampon de PCR, 1,5 mM MgClz, 200uM de dNTP, 0,2 uM de
chaque amorce, une unité (U) de Taqg DNA polymérase (Biomatik®). Les séquences des
amorces utilisées sont comme suit : Forward : 5’-TAG GAG TCT TGT CTC ATG CCT-3’,
Reverse : 5’- CAG TGA AGA GGT GTA GCC GCT- 3’. Un témoin négatif ne contenant pas
d’ADN est préparé pour chaque série d’amplification. Les cycles de PCR ont été réalisés dans
un thermocycleur (Biometra®) selon les conditions suivantes : une étape de dénaturation initiale
a 94°C pendant 4 minutes, suivie de 30 cycles comprenant chacun une dénaturation a 94°C
pendant 30 secondes, une étape d’hybridation a 62°C durant 60 secondes et une phase
d’¢longation de 60 secondes a 72°C. Enfin, une élongation finale a 72°C pendant 5 minutes

permettant d’achever 1’élongation de tous les brins d’ADN néo-synthétisés.

Controle de I’amplification

Avant de procéder a la digestion enzymatique, un contréle de 1’amplification s’avére
nécessaire, pour cela 5ul de chaque produit PCR, ainsi qu’un marqueur de taille (100pb) sont
analysés sur un gel d’agarose a 1 % et soumis a une ¢lectrophorése a 120 Volts (V) pendant 15
minutes. Apres migration, le gel est visualisé sous lumiére ultraviolette en présence de bromure
d’éthidium (BET) qui est un produit intercalant entre les bases des acides nucléiques et présente

une fluorescence orange sous lumiére UV.

Digestion enzymatique des produits PCR

Mspl est une enzyme de restriction qui provient de la bactérie du genre Moraxella

species, son isoschisomeére est Hpall, elle reconnait et clive la séquence C/CGG. Les produits
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de la PCR sont soumis a une digestion enzymatique en présence de Mspl, ils sont incubés

pendant une nuit dans une étuve réglée a 37°C.

Visualisation des produits de digestion

Les produits de digestion ont été analysés sur un gel d’agarose a 1 %. Comme il a été
précédemment dit le polymorphisme CYP1AIml, correspond a une transition d’une thymine

par une cytosine en position 6235 dans la séquence nucléotidique.

Trois types de profil de restriction peuvent étre révélés sous lumiere UV selon le
génotype ; I’homozygote muté CC apparait sur le profil électrophorétique sous forme de deux
bandes de 200 pb et 140 pb, I’hétérozygote CT apparait sous forme de trois bandes de 340 pb,
200 pb et 140 pb, et enfin I’homozygote sauvage TT apparait sous forme d’une seule bande de
340 pb (Fig.22).

300 bp
200 bp

100 bp

Figure 22. Electrophorése sur gel d’agarose des produits RFLP obtenus.

1.3.5. Analyse de la délétion GSTM1

La recherche de la délétion GSTML1 a été effectuée grace a une PCR multiplex. Cette
technique est une variante de la PCR classique. Elle permet d’amplifier plusieurs génes en une
seule réaction PCR, par l'introduction dans le milieu de plusieurs couples d’amorces
spécifiques a chaque gene. Dans notre étude, nous avons procédé a ’amplification simultanée
des génes GSTMI1 et ALB (gene d’albumine), ce dernier sert de contrdle interne pour témoigner

du bon déroulement de la PCR.
La détermination des génotypes a été réalisée en deux phases :

1. LaPCR multiplex.
2. Le contrdle de ’amplification et révélation des génotypes.
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Conditions de la PCR multiplex

L’amplification s’est déroulée dans un mélange réactionnel de 11pul contenant 1pl
d’ADN génomique, 1 ul de tampon de PCR, 0,3 pl MgClz, 1,6 pl de dNTP, 1 pl de chaque
amorce, 0,08 ul de Tag DNA polymérase (Biomatik®), et on compléte avec 3,02 ul de ’eau
distillée. Nous avons utilisé dans cette PCR deux couples d’amorces GSTM1 et ALB dont les
séquences sont respectivement : Forward : 5’- AA CTC CCT GAA AAG CTA AAG-3’,
reverse : 5’ : TT GGG CTC AAA TAT ACG GTG G-3’; Forward : 5’-CC CTC TGC TAA
CAA GTC CTA-3’, reverse : 5’-CC CTA AAA AGA AAATCG CCA ATC-3’. Les conditions
d’amplification sur thermocycleur sont comme suit : une étape de dénaturation initiale a 94°C
pendant 4 minutes, suivie de 37 cycles comprenant chacun une dénaturation a 94°C pendant
une minute, une étape d’hybridation a 61°C durant une minute et une phase d’¢longation d’une

minute & 72°C. Enfin, une élongation finale a 72°C pendant 10 minutes.

Controle de ’amplification

Pour analyser la délétion GSTM1 un simple controle d’amplification permet de définir
les génotypes des ADN analysés. En présence du gene de I’albumine utilis€ comme témoin, la
bande représentative de I’albumine sera toujours présente, la délétion du gene GSTMI1 se traduit
sur le gel par I’absence de la bande, alors que sa présence se traduit par la présence de la bande.
Rappelons que cette délétion produit un nouveau fragment Hindlll de 7,4 kb avec la perte de
fragments Hindlll de 10,3 et 11,4 kb.

30 bp Abumine
215 bp asmas

Figure 23. Profil électrophorétique sur gel d’agarose 2 %, du produit de PCR multiplex de
la délétion du gene GSTMI1 en présence du gene de I’albumine.

1.3.6. Analyse du polymorphisme CHRNADS (rs16969968)
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Conditions de ’amplification

L’amplification a été réalisée dans un mélange réactionnel de 25ul contenant 1ul
d’ADN génomique (50-70 ng/ pl), 25 pl du tampon 10 X (avec MgCly), 0,5 pl dNTP
(20mmol/1), 0,5ul de chaque amorce (10 mmol/l), 0,13 pl de Tag DNA polymérase (5U/ ul)
et 20 ul d’eau distillée stérile. Les séquences des amorces utilisées sont comme suit : Forward :
5’-TAG GAG TCT TGT CTC ATG CCT-3’, Reverse : 5’- CAG TGA AGA GGT GTA GCC
GCT-3".

Les cycles de PCR ont été réalisés dans un thermocycleur selon les conditions
suivantes : une étape de dénaturation initiale a 95°C pendant 5 minutes, suivie de 38 cycles
comprenant chacun une dénaturation a 95°C pendant 30 secondes, une étape d’hybridation a
58°C durant 30 secondes et une phase d’élongation de 45 secondes a 72°C. Enfin, une

élongation finale a 72°C pendant 10 minutes.

Digestion enzymatique des produits PCR

Pour mettre en évidence ce polymorphisme on utilise ’enzyme de restriction Taql
extraite de la bactérie Thermus aquaticus, qui reconnait et clive la séquence : TACGA. Les
produits de la PCR sont soumis a une digestion enzymatique en présence de Taql (Fast Digest,

NEB®), ils sont incubés pendant 15 minutes dans une étuve réglée a 65°C.

Révelation des produits RFLP obtenus

La mutation au niveau du géne CHRNAS consiste en une substitution de I’allele G par
’allele A et il en résulte une substitution de 1’acide aspartique par une asparagine au niveau du
codon 398 de la sous unité a du récepteur nicotinique nAchR .Aprés électrophorése sur gel
d’agarose les génotypes révélés peuvent étre comme suit : ’hétérozygote apparait sous forme
de trois bandes de 435 pb, 290 pb et 145 pb ; ’homozygote muté apparait sous forme d’une
seule bande de 435 pb, et ’homozygote sauvage apparait sous forme de deux bandes I’'une de

290 pb et 'autre de 145 pb (Fig.24).

50



Patients et méthodes

a3s pb
400 pb

300 pb 250 pb
200 pkb
e 145 pb

100 phb

Figure 24. Profil électrophorétique sur gel d’agarose du polymorphisme CHRNAS.

1.3.7. Analyse statistique

L’analyse statistqiue des données a été réalisée a 1’aide de Micrsoft Office Excel et du
logiciel R. les variables qualitatives ont été exprimées en pourcentage et les variables
quantitatives ont été exprimées en moyenne. Nous avons calculé certaines corrélations avec un
seuil de signification statistique fixé a p<0,05 pour tous les tests statistiques effectués.

Statistiques descriptives

Dans cette partie nous avons décrit les différents paramétres sociodémographiques et
médicaux pour les deux populations considérées a savoir la population malade et la population
témoin. Nous avons utilisé dans cette partie le calcul des moyennes arithmétiques ainsi que les

fréquences génotypiques et alléliques.

Enquéte analytique

Nous avons essay¢ a travers cette enquéte d’établir des liens entre certains facteurs
d’exposition et la survenue d’un CBP, en plus d’une analyse comparative des résultats du
génotypage patients vs témoins. Ces liens ont €té établis par les calculs des chi deux, des odds-

ratio, des intervalles de confiance et la p Value.
L’étude statistique est basée sur le test X2 et ’odds ratio (OR) dans le but de :

- Déterminer s’il existe une association significative entre le polymorphisme étudi¢ et le cancer
: ceci se fait par la comparaison du nombre de fois ou I’alléle est observé chez les patients par

rapport au nombre de fois ou il est présent chez les contréles.
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- Estimer I’intensité de cette association par le calcul de 1 ’odds ratio : le risque de développer
la maladie est d ’autant plus élevé pour le sujet porteur de I’allele que 1’odds ratio est supérieur
a 1. Tl représente en fait une mesure d’association épidémiologique entre un facteur donné et
une maladie, en cherchant a tester ’hypothése nulle selon laquelle il n’y aurait pas d’association

entre le facteur d’exposition et le risque de développer la maladie (Ho : OR =1).
L’intensité de I’association entre le polymorphisme et la maladie peut étre alors interprétée :

- Si I’odds ratio (OR) est inférieur a 1 : I’association est négative et 1’allele confére une

protection contre la maladie.
- Si’OR est égal al : I’alléle est neutre.

- Si ’OR est supérieur a 1 : I’association est positive et I’alléle confere une prédisposition a la

maladie. Le risque de développer la maladie est d autant plus élevé que le OR est élevé.

La quantification de I’effet étudié et le degré de certitude de cette estimation est mesuré
gréce a un intervalle de confiance, qui identifie généralement une fourchette de valeurs situees
de part et d’autre de I’estimation et ’on peut étre sur a 95 % de trouver la valeur réelle. La
notion d’un intervalle de confiance repose sur ’idée que si la méme étude était réalisee sur un
autre échantillon, les résultats ne seriaent pas identiques mais seraient proches du résultat réel
quireste inconnu. L’intervalle de confiance estime donc cette variation due a I’échantillon. Pour
le p value, le seuil critique a priori est de 0,05 (risque a). Si la valeur p calculée est inféricure a
ce seuil, la différence entre les parametres est déclarée statistiquement significative. Les seuils

consensus retenus sont les seuils : 0,05, 0,01 et 0,001.
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2. Reésultats et discussion

2.1.Caractéristiques générales de la population d’étude

Notre étude a porté sur 165 sujets dont 85 témoins en bonne santé apparente, et 80
patients diagnostiqués pour un cancer broncho-pulmonaire. Les caractéristiques générales de la
population d’étude ont été rapportées dans le tableau I, la répartition était basée sur le sexe et

la tranche d’age.

Tableau I. Caractéristiques générales de la population d’étude.

Patients Témoins p value
n =280 (%) n = 85(%)
Sexe
Hommes 68 (85) 80(94,1) 0,054
Femmes 12 (15) 5(5,9)
Age
<60 ans 18 (22,5) 10 (11,8) 0,066
>60 ans 62 (77,5) 75 (88,2)
Total 80 85
*P <0,05

2.1.1. Aspect sociodémographique
Age et sexe ratio

Le groupe des patients est composé de 68 hommes soit 85 % et 12 femmes soit 15 % avec
un 4ge moyen de 58,74 ans, la population témoin est quant a elle composée de 80 hommes
soit 94,1 % et 5 femmes soit 5,9 % avec une moyenne d’age de 60,5 ans. En comparant
I'incidence du CBP entre les hommes et les femmes, il semblerait que le CBP a une
prédominance masculine (85 % vs 15 %). Selon les satitistiques du Chi deux et avec un seuil
de signification de 0,05, on peut conclure qu’il n'y a pas de différence statistiquement
significative dans la distribution en fonction des tranches d'dge et du sexe entre malades et
controles, avec les valeurs de Chi deux respectives [X? = 3,7072, df = 1, et la valeur de p =
0,05418 [odds ratio : 2.806, 1C95% (0.867 - 10.692)], [X? = 0.13597, df =1 et une p value
=0,7123 [odds ratio : 1.121, 1C95% (0.582 - 2.164)].
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Quoi que le CBP dans notre population est de prédominance masculine, les femmes qui
n'ont jamais fumé sont prédisposées par leurs antécédents familiaux et par le tabagisme passif.
Cepnedant, 11 est trés important de signaler qu’en Algérie la consommation du tabac a chiquer

(Chemma) était une pratique courante chez les femmes.

Certaines études suggérent que les femmes fumeuses sont a plus haut risque de
développer un cancer du poumon par rapport aux hommes fumeurs; cependant, d'autres études
montrent que le risque pour les femmes est equivalent & celui des hommes. Les facteurs
environnementaux, et hormonaux ainsi que les différences dans la détoxification des
xénobiotiques sont les raisons proposées pour expliquer les différences signalées dans la
prédisposition au cancer du poumon liée au sexe (Allen 2018).

Bien que le réle du sexe dans le risque de cancer du poumon ne soit pas vraiment clair,
il existe un nombre important de publications qui soutiennent l'idée que I'épidémiologie et
cancérogénese pulmonaire different selon le sexe, notamment pour 1’age de diagnostic, et le
type histologique. Une série de grandes études ont révelé que les femmes sont diagnostiquées
avec un cancer du poumon a un age plus précoce gque les hommes, notamment une grande étude
Polonaise qui a inclus plus de 20 000 patients atteints d'un cancer du poumon avec un
pourcentage significativement plus ¢levé de femmes diagnostiquées avant 1’age de 50 ans

(Stabile et Burns 2016).

L’augmentation d’incidence des cancers bronchiques chez la femme est le fait
probablement le plus marquant des dernieres décennies. 11 est bien établi que la grande majorité
des CBP dans le monde est liée au tabagisme chez I’homme (90 a 95 pour cent aux Etats-Unis
et en Europe) et seulement 47 pour cent chez les femmes, mais il existe une grande variabilité
géographique dans le risque attribuable au tabac, en particulier chez les femmes. Ce risque va
de 85 pour cent aux Etats-Unis, & 74 pour cent en Europe du Nord, 72 pour cent en Australie et
en Nouvelle-Zélande, correspondant aux pays ou le tabagisme féminin est ancré de longue date,
alors qu’au Japon et en Asie, moins d’un quart des cas est attribuable au tabac chez les femmes,
en Afrique de 1’Ouest ou de I’Est, cette proportion est proche de 0 (Quoix et Lemarié 2011). En
effet, il semble important de signaler que les niveaux de consommation de tabac chez la femme
arabo-musulmane sont beaucoup moins importants qu’ailleurs, ceci est di aux spécificités

socio-culturelles des populations musulmanes.
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D’autre part, il a été démontré que le traitement hormonal substitutif de la ménopause
serait responsable d’une augmentation significative de I’incidence des cancers bronchiques
chez la femme lorsque la durée de la prise d’oestrogénes et de progestatifs excede dix ans
(Quoix et Lemarié 2011). Le rdle de la contraception est discuté mais il ne semble pas exister
de lien entre la prise d une contraception orale et le risque de cancer du poumon, avec parfois
une tendance en faveur d’un effet protecteur. Il est cependant difficile de tirer des conclusions

définitives quant au risque lié a ces hormones (Sakoda et al; 2011).

Le cancer du poumon reste I'un des cancers diagnostiqués a un stade avancé, environ la
moitié des patients consulte tardivemment. Notre population de malades est caractérisée par un
age moyen de 58,74 ans, des ages avoisinants ont été rapportés par (Peddireddy et al ; 2016),
(Jin et al; 2011). Le nombre de cas diagnostiqués pour le CBP en Algérie est estimé a 3338 cas
en 2015 (Hamdi Cherif et al; 2015), ses taux d'incidence sont en augmentation constante chez

les deux sexes, suivant la courbe de consommation tabagique.
Statut socio-économique

Le statut socio-économique (SSE) est un terme géneéral qui désigne le statut social ou la
"classe™ d'un individu ou d'un groupe de personnes, et se définit comme I’ensemble des
caractéristiques économiques et sociales mesurables qui situe une personne dans une couche
déterminée de la société. Malheureusement, le SSE détermine d'importantes inégalités de santé
(Schabath et Cote 2019). La mesure du SSE reste cependant difficile, car il s'agit d'un concept
multidimensionnel qui requiert l'utilisation de plusieurs indicateurs. Les trois dimensiosn qui
fixent le plus la position dans la hiérarchie sociale sont I’é¢ducation, les revenus et la profession.
L’envergure de la profession n’est certes pas a prendre en considération pour une partie
importante de la population et il est de plus difficile de hiérarchiser les différentes classes

professionnelles.

Nous avons a travers les informations recueillies, tenté de classer notre population de
malades en catégories socio-économiques, allant de la classe A avec un meilleur SSE a la classe
B qui représente la classe moyenne, et enfin la classe C qui représente la catégorie défavorisée.
Les proportions en fonction des catégories citées ci-dessus sont schématisées dans la figure 25.
On observe que la catégorie C occupe la premiére place avec un taux de 40 %, vient apreés la

catégorie A avec un taux de 37,5 % puis en derniére position la catégorie B avec 22,5 %.
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Figure 25. Répartition des patients en catégories socio-économiques

Selon un rapport publié par Schabath et Cote. (2019) une analyse de 17 021 cas et
20 885 contrdles a permis de constater, qu’un faible SSE était associé a un risque accru de
CBP de 84% chez les hommes et de 54 % chez les femmes. Les auteurs ont conclu que les
associations fortes soulignent la nécessité d'une exploration plus approfondie de I’association
entre le SSE et le cancer du poumon afin de contribuer & une meilleure compréhension de
I'étiologie du cancer du poumon et de concevoir des approches préventives (Schabath et Cote
2019).

2.1.2. Habitudes toxiques

Tabagisme

Afin de bien caractériser ce paramétre nous tenons a préciser que le facteur de risque
tabagique étudie dans le présent travail est la cigarette. La distribution des statuts tabagiques
entre les patients et les témoins est montrée dans le tableau I1. Notre population de malades était
composeée de 82,5 % de fumeurs, contre 60 % de fumeurs pour la population de témoins. Le
calcul du chi deux a montré qu’il y a une relation significative entre la consommation de tabac
et la survenue de la maladie [X? = 9.1988, df = 1, p-value = 0.002422, odds ratio : 0.337

1C95% (0.150 - 0.725)].

La survenue de la maladie chez les femmes et les hommes non fumeurs peut étre
expliquée par le tabagisme passif, ainsi (Lodovici et al; 2004), ont étudié la teneur en HAP de
la fumée de tabac principale et secondaire de 14 marques de tabac et ont constaté que la fumée
secondaire contenait des niveaux de HAP environ dix fois plus élevés que la fumée principale

de la plupart des marques de cigarettes.
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Une femme non fumeuse a un risque augmenté de 24 pour cent de développer un cancer
pulmonaire si elle vit avec un fumeur. En 1984, le tabagisme environnemental a été classé
comme carcinogéne par la US Environmental Protection Agency. En 1997, Hackshaw et al.
(1997) (Hackshaw, Law, et Wald 1997) publient une méta-analyse regroupant 37 études
épidémiologiques avec 4626 non-fumeurs vivant au contact de fumeurs. Les auteurs
concluaient a un exces de risque de cancer bronchique, de 26 pour cent. Une étude Européenne,
publiée en 1998, aboutissait au chiffre de 16 pour cent d’excés de risque. Une autre méta-
analyse publiée en 2011par Zhang et Bai. (2011) (Zhang et Bai 2011) retrouvaient un exceés de

risque chez la femme exposée au tabagisme passif de son époux.

Tableau I1. Habitudes toxiques chez les patients et les témoins.

Habitudes toxiques Patients Témoins p value
Tabagisme
Fumeurs 66 (82,5 %) 51 (60 %) 0,001*
Non-fumeurs 14 (17,5 %) 34 (40 %)
Total 80 85
Alcool 13 (16,25 %) 8(9,41 %)
Oui 67 (83,75 %) 77 (90,58 %)
Non
Total 80 85
e Alcool

Les habitudes toxiques liées a I’alcool sont résumées dans le tableau Il. En termes de
fréquence, les femmes sont toujours moins souvent consommatrices que les hommes, 83,75 %
des malades déclarent ne jamais avoir consommé d’alcool, 16,25 % en avoir consommé plus
d’une fois au cours de leur vie. Aucune dose de consommation d’alcool n’a été identifiée sans
risque, c’est-a-dire, que méme une faible consommation expose a une augmentation du risque
de développer un cancer. Celle-ci est significative a partir de 10 g/j. Ainsi, le risque existe
des le premier verre, Cependant, le lien entre alcool et CBP est difficile a établir en

raison de la co-dépendance au tabac souvent présente (Arvers 2018).

2.1.3. Aspect clinique des patients

Types histologiques

Comme le montre le tableau 111, I’adénocarcinome est le type histologique le plus

diagnostiqueé dans notre population d’étude (68,8 %), suivi du carcinome épidermoide (27,5 %),
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puis viennent en derniére position les carcinomes a petites cellules (2,5 %) et les autres variants

histologiques (1,3 %).

Tableau I11. Types histologiques des malades

Type histologique Nombre de
patients (%)
Adénocarcinome 55 (68,8)
Carcinome épidermoide 22 (27,5)
Carcinome a petites cellules 2(2,5)
Autres types 1(1,3)
Total 80

Nos résultats sont en accord avec les résultats de (Yoon et al; 2008), (Yang et al; 2007),
de méme Stabile et Burns. (2016) ont rapporté que l'adénocarcinome est le type histologique le
plus répandu chez les hommes et les femmes, il est aussi le plus fréquent chez les femmes, le
carcinome épidermoide vient en deuxiéme position (Stabile et Burns 2016). Selon Salehi-Rad
et al. (2020), environ 15 % des cancers du poumon sont des SCLC et 85 % sont des NSCLC.
Les sous-types les plus diagnostiqués dans les NSCLC sont I'adénocarcinome et le carcinome
épidermoide (Salehi-Rad et al; 2020). Parallelement Mimouni et al. (2020) ont aussi rapporté
la prédominance du type adénocarcinome suivi du carcinome épidermoide (Mimouni et al ;
2020). Ces résultats disconcordent avec ceux rapportés par Sobti et al qui ont noté la

prédominance du type épidermoide (Sobti et al; 2003).

Antécédents personnels

Dans le présent travail nous nous sommes focalisés surtout sur les pathologies
respiratoires préexistantes, comme la tuberculose, bronchites chroniques et pneumonies.
Comme le montre le tableau 1V les antécédents personnels étaient présents chez 2,5 % des
patients. Cependant I’association entre 1’existence de pathologie pulmonaire préexistante et la
survenue de la maladie n’était pas statistiquement significative [ X? = 2,1511, df = 1, p-value =
0.1425, odds ratio : - 1C95% (-)].

Tableau IV. Antécedents personnels et familiaux des patients.

Aspect clinique Nombre de
patients (%)
ATCDP 2(2,5)
Total 2
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Dans notre étude le lien entre les antécédents personnels respiratoires et la survenue
d’un CBP n’était pas statistiquement significatif. Des méta-analyses publiées ont rapporté que
des antécédents respiratoires personnels étaient associés a un risque de CBP, la pneumonie par
exemple constitue un facteur de risque de cancer du poumon par le biais de plusieurs
meécanismes faisant appel aux médiateurs de I'inflammation, notamment des espéces réactives
de T’oxygéne qui peuvent causer des dommages a I'ADN et provoquer des mutations
somatiques, la signalisation antiapoptotique et I'angiogenése étaient associés a un risque accru
de 30 a 40 % de cancer du poumon (Schabath et Cote 2019). A c6té de la pneumonie, il y a
aussi la tuberculose, qui est une maladie infectieuse causée par la bactérie Mycobacterium
tuberculosis bacterium. La tuberculose peut induire une inflammation chronique et une fibrose
pulmonaire, ce qui entraine des taux plus élevés d’altérations génétiques, qui peuvent étre
responsables du risque élevé de développer un cancer du poumon. Selon le Consortium
international sur le cancer du poumon les antécédents de tuberculose étaient associés a un risque

accru de cancer du poumon (Schabath et Cote 2019).

Antécédents familiaux

Les agrégations familiales de cancers étaient présentes chez 17 patients soit 21,25 % de

la population malade.

Tableau V. Antécédents familiaux de cancers chez les patients.

Aspect clinique Nombre de

patients (%)

ATCDF 17 (21,25)
Total 17

Méme si le CBP héréditaire est extrémement rare par rapport aux cancers sporadiques,
notre population d’étude nous a offert une possibilité de comprendre les mutations des
conducteurs qui influencent le risque de développer un CBP et essayer d’interpréter certaines
agrégations familiales évoatrices d’une forme héréditaire de cancer grace a l'analyse de pedigree
(voir annexe 9 pour I’ensemble des pedigrees). En I’absence d’identification de mutations
responsables d’agrégations familiales, un interrogatoire rigoureux a la recherche d’antécédents

familiaux évocateurs s’avére trés important.
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Figure 26. Exemples d’agrégationss familales de cancer au sein de la population de patients
étudiée.

Un facteur héréditaire est le plus souvent reconnu par I’existence de plusieurs cas de
cancers dans une méme branche familiale. Cependant, il ne s’agit pas d’un critére absolu. Pour
affiner le diagnostic de préedisposition, on a alors recours a des paramétres individuels tels que
I’age précoce d’apparition, la bilatéralité des atteintes ou I’existence de tumeurs primitives
multiples chez un méme sujet. Tous ces ¢éléments résultent du fait qu’un sujet prédisposé
possede déja de maniére constitutionnelle une mutation (mutation germinale apportée par au
moins I’un des parents en cas d’histoire familiale ou une mutation de novo) dans toutes ses
cellules, ce qui lui confére 1’état de prédisposition génétique. Si une mutation génique est héritée
d'un parent qui est affecté par un cancer, on pense que cela suivrait une transmission dominante
autosomique d’une prédisposition heéréditaire. Les agrégations familiales de cancer peuvent

aussi s'expliquer par des mutations héréditaires a pénétrance variable.

Le fait que plusieurs membres d’une méme famille développent un cancer ne s’explique
d'ailleurs pas toujours par I’hérédité. Le mode de vie intervient également. Dans une famille de

fumeurs, par exemple, le cancer du poumon est plus fréquent.
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Plusieurs rapports ont montré que les mutations germinales dans le domaine kinase du
récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR), telles que R776G, R776H, T790M,
V843l et P848L, prédisposent au développement du cancer du poumon. Il est possible que des
oncogénes autres que I'EGFR provoquent des cancers pulmonaires héréditaires. Un rapport sur
une famille d'origine Japonaise a présenté des cancers du poumon héréditaires, dans laquelle
des mutations HER2 de la lignée germinale ont été détectées (Hiromasa Yatabe, et Toyooka
2018).

D’un autre coté, 5 a 10 % de tous les cancers sont causés par des mutations germinales
héréditaires, dont beaucoup sont associées a des syndromes cancéreux héréditaires connus
(Teixeira et al ; 2020) comme le syndrome de Li-Fraumeni qui est une maladie héréditaire rare
associée a une mutation germinale de TP53, qui predispose le patient a I'apparition de cancers
dans plusieurs organes, généralement a un stade précoce. Les tumeurs classiquement associees
a ce syndrome comprennent le cancer du sein, le sarcome des tissus mous, l'ostéosarcome, les
tumeurs cerébrales et le carcinome adrénocortical. Le cancer du poumon touche 2,3 % a 6,8 %
des patients atteints de ce syndrome, le plus souvent des hommes. En 2009, une version étendue
des criteres de Chompret a été publiée, qui inclut le cancer du poumon dans le spectre des
tumeurs de Li Fraumeni (Teixeira et al ; 2020). Dans la méme optique, les patients atteints du
syndrome DICER1 - qui entraine également une augmentation du risque de cancer du poumon
a fait peuve de I’existence de certaines mutations germinales dans le gene de la ribonucléase

Dicer 1 (Anthony et al ; 2017).

Aussi, il peut exister une composante héréditaire non perceptible par la généalogie qui
interagit avec 1’environnement dans la genése du cancer. Ce serait le cas de certains cancers du
poumon ou interviendraient certains alléles des systémes de détoxification des carcinogenes,
ainsi, I’existence d’une variabilité interindividuelle (permettant a certaines personnes de mieux
métaboliser que d’autres les constituants cancérigénes contenus dans la fumée), qui serait
transmise de fagon héréditaire, parait probable. De nombreux polymorphismes génétiques dans
les génes de détoxification de xénobiotiques de phase I et II ont été étudiés jusqu’a maintenant.
Ces variants polymorphes et leurs associations avec la prédisposition génétique au CBP ont fait
I’objet d’un grand nombre d'études génétiques menées sur différentes populations a travers le

monde.
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2.1.4. Analyse du polymorphisme CYP1A1 ml

Dans le présent travail, nous avons entrepris une étude de type cas/témoins pour
rechercher d’éventuels liens de causalité entre le variant CYP1A1 ml (rs4646903) et le risque
de développer un CBP dans une population de I’Est Algérien. Le tableau VI montre la
répartition des fréquences alléliques et génotypiques du polymorphisme T6235C du géne
CYP1AT1 chez 80 individus malades, et 85 témoins sains appartenant a une population de I’Est
Algérien. Le calcul des fréquences alléliques de ce polymorphisme chez les témoins a montré
que l’allele T est majoritairement représenté par rapport a l’allele C; avec des fréquences
respectives de 0,91 et 0,08. Chez le groupe de patients, les fréquences alléliques étaient de 0,85
et 0,14. Il en ressort que I’alléle C est I’alléle le moins représenté chez les patients et les témoins.
En ce qui concerne la distribution des geénotypes de ce polymorphisme, la fréquence du
génotype TT est de 72,5 % chez les cas contre 83,52 % chez les contrdles sains. Celle du
génotype CT est de 26,25 % chez les patients contre 16,47 % chez les témoins et celle du

génotype homozygote muté CC est de 1,25 % chez les cas et de 0 % chez les témoins.

Tableau VI. Fréquences génotypiques et alléliques du géne CYP1A1.

Génotype Patients (n =80) | Contréles (n=85) OR (95 % CI) p value
TT 58 (72,5 %) 71 (83,52 %) Ref.
TC 21 (26,25 %) 14 (16,47 %) 0.547 | 0.235t0 1.241 0,130
cC 1 (1,25 %) 0 (0 %) - - 0,454
Allele T 137(85,62) 156 (91,76) Ref
Allele C 23(14,38) 14 (8,24) 0.536 | 0.245t0 1.135 0.083
OR = Odds Ratio; Cl = Confidence Interval.

La comparaison des fréquences alléliques et génotypiques de ce polymorphisme entre
les patients et les témoins a montré qu’il n’y a aucune différence significative de distribution
de fréquences entre les cas et les témoins (p>0,05). Les différences observées entre les
génotypes et les autres paramétres n’ont pas été confirmées selon les calculs de chi deux, et de

14, nous pouvons conclure qu'il y a une indépendance entre la survenue de la maladie et le
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génotype CYP1AL [X2=2.9762, df = 2, p-value = 0.2258]. Une indépendance existe aussi entre
les variables sexe et génotype CYP1AL [X2 = 0.73505, df = 2, p-value = 0.6924], entre la

catégorie d’age et le génotype [X2 = 5.8355, df = 2, p-value = 0.05406], et enfin entre le statut
tabagique et le génotype CYP1AL [X2 = 2.3231, df = 2, p-value = 0.313].
Tableau VII. OR ajusté (sexe, age, tabac) pour le CBP associé au génotype CYP1AL.

Facteur Génotype Patients (%) | Témoins P OR*(1C 95%)
(%)
TT 58(72,5) | 71(83,52 %) | Ref
CT 21(26,3) | 14(16,47 %) | 0,45 1,365(0,61-3,09)
cC 1(1,3) 0(0) - -
Total 80 85

OR* odds ratio ajusté pour le sexe, catégorie d’age et le tabac
Les résultats de la régression logistiqgue multivariée, indiqués dans le tableau VII
montrent clairement I’absence d’association entre le génotype CYP1AI et le risque de

développer un CBP [OR = 1,365(0,61-3,09), p value = 0,45]. Les OR ont été ajustés selon

le sexe, la catégorie d’age et le statut tabagique.

L’estimation du risque aprés régression logistique multivariée, et stratification selon
le statut tabagique est indiquée dans le tableau VIII.
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Tableau VI11: OR ajusté (sexe et &ge) pour le CBP associé génotype CYP1AL ml.

Facteur Génotype Patients Témoins p OR*(IC 95%)
(%) (%)
TT 9 31 Ref
Non-
fumeur TC 5 2 0,019* | 8,70 (0,92-
21,02)
CcC 0 0 - -
Total 14 33
CYPl1lAl
TT 49 39 Ref
CT 16 13 0,962 1,06 (0,44-
Fumeur
2,59)
CcC 1 0 0,992 0,92(0,435-
NA)
Total 66 52

OR™* odds ratio ajusté pour le sexe et la catégorie d’age, * P<0,05
Nos résultats ont montré une association significative entre le génotype TC, le statut non-
fumeur et la survenue d’un CBP [OR =8,70 (0,92-21,02), p value = 0,019*], cependant, ceci

doit étre conforté avec une étude plus étendue.
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Tableau IX. OR ajusté (sexe, tabac) pour le CBP associé au génotype CYP1A1.

Facteur Génotype Patients Témoins P OR*(1C 95%)
(%) (%)
TT 26 29 Ref
CT 13 10 0,457 1,30(0,46-3,67)
<60
CC 0 0 - -
Total 39 39
CYP1Al
TT 32 41 Ref
CT 8 5 0,245 1,68(0,44-7,55)
>=60
cC 1 0 - -
Total 41 46

OR* odds ratio ajusté pour le sexe et le tabac

L’ajustement des ORs pour le sexe et le tabac n’a montré aucune association entre

I’avancée dans d’age et la survenue de la maladie [OR = 1,68(0,44-7,55), p value = 0,245]. Les

résultats sont indiqués dans le tableau IX.

Tableau X. Répartition des patients selon le type histologique et le génotype CYP1AL.

CYP1A1 Adénocarcinome Carcinome épidermoide Autres

C/T OR P C/T OR P C/T OR P
TT 36/22 3,87 0,037* 19/39 6,16 0,090 3/55 0,00 0,279
TC +CC 19/3 0,92-18,65 3/1 0,51-164,91 0/22 0-6,14

C: Cas, T : Témoins, * p<0,05

La distribution des fréquences génotypiques en fonction du type histologique montre

que le génotype TC est majoritairement représenté dans les adénocarcinomes par rapport aux

autres variants histologiques, 18 % des patients diagnostiqués pour un adénocarcinome avaient

le génotype TC, ce génotype était rarement observé chez les patients ayant un cancer
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¢pidermoide soit 3 %, et il n’a pas du tout été révelé pour les autres types histologiques (Tableau
X).  Nos résultats indiquent cependant une association significative entre le type
adénocarcinome et les génotypes TC +CC [OR =3,87 0,92-18,65, p value = 0,037].

Les résultats statistiques de I’analyse du polymorphisme CYP1Al ml n’ont montré
donc aucune différence statistiquement significative entre les fréquences génotypiques et
alléliques des cas par rapport aux sujets controles (p>0,05). I en ressort qu’il n’y a pas
d’association entre le polymorphisme CYP1A1 ml et le risque de développer un CBP dans

notre population d’étude.

Plusieurs études ont exploré I'association possible entre les polymorphismes du
CYP1AL1 et le risque de développer un cancer du poumon dans diverses populations ethniques.
Nos résultats rejoignent ceux rapportés par Quinones et al. 2001(Quifiones et al; 2001),
Houlston (Houlston 2000), Huang et al. (2013) (Huang et al; 2013), Wright et al. (2010)
(Wright et al; 2010), Mota et al. 2010 (Mota et al; 2010), San Jose et al. (2010) (San Jose et al;
2010). Des résultats pareils ont été rapportés par Lopez-Cima et al. (2012) dans une population
espagnole (Lépez-Cima et al; 2012) , et Honma et al. (2009) dans une population Breésilienne
(Honma et al; 2009).

D’autre part, des résultats contrastés ont rapporté une association significative entre le
variant CYP1A1 ml et le risque de développer un CBP dans différentes populations : comme
(Ji et al; 2012), (Xu et al; 1996) chez des populations Chinoises; Hussein et al. (2014) ont
montré pareillement une association significative dans une population Egyptiene (Hussein et
al; 2014) ; sobti et al ; 2003, Sreelekha et al. (2001) ainsi que Girdhar et al. (2016) ont obtenu
les mémes résultats dans des populations Indiennes (Sreelekha et al; 2001),(Sobti et al; 2003),
(Girdhar et al; 2016). Par ailleurs, des résultats pareils ont été rapportés par Peddireddy et al.
(2016) dans la population de Andhra Pradesh en Inde (Peddireddy et al; 2016), ainsi que le
Cachemire (Shaffi et al; 2009) . Song et al. (2001) ont étudié 217 cas de cancer du poumon en
Chine et 404 témoins et ont identifié un risque accru de carcinome épidermoide chez les patients
présentant au moins un allele m1 du gene CYP1A1(Song et al; 2001). De méme Xin, Yue et
Hao. (2015) ont rapporté une assosiation significative entre le variant Mspl et le risque de
développer un CBP (Xin, Yue et Hao 2015). Cependant, la prévalence de I’alléle m1 du géne
CYP1AL1 est extrémement faible chez les Caucasiens, les résultats des études sont donc mitigés
concernant ces polymorphismes et le risque de développer un cancer du poumon dans les

populations non Asiatiques (Allen 2018).
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2.1.5. Analyse du polymorphisme GSTM1

La distribution des génotypes entre les patients et les contrbles montre qu’il y a
probablement un lien entre le génotype GSTML1 et la survenue de la maladie selon le chi carré
[X-squared = 8.0578, df = 1, p-value = 0.004531, odds ratio : 2.490 1C95% (1.260 - 5.006)].
Cependant aucune association n’a été démontrée entre le génotype et les variables sexe,
catégorie d’age et tabac avec les valeurs respectives des chi carrés [X-squared = 1.0893, df =
1, p-value = 0.2966 , odds ratio : 0.564 1C95% (0.148 - 1.830)], [X-squared = 2.6641, df =
1, p-value = 0.1026, odds ratio : 1.667 1C95% (0.861 - 3.259)] et [ X-squared = 2.6328, df
=1, p-value = 0.1047, odds ratio : 0.572  1C95% (0.272 - 1.196)].

La délétion GSTML était majoritairement retrouvée chez les cas par rapport aux témoins
70 % de la population malade avaient une délétion GSTM1 contre 48,23 % chez les sujets
contrbles (Tableau XI). Selon nos résultats le génotype nul du géne GSTML1 n’a aucune
association significative avec la survenue de la maladie, et ne semble pas étre un facteur de
susceptibilité génétique au CBP. En effet, Le calcul des OR pour le polymorphisme GSTML1 a
montré que les malades porteurs du genotype nul ne présentaient pas d’association significative

avec le risque de développer un cancer du poumon [OR = 2,50 (1,26-5,00), p = 0,0046].

Tableau XI. Fréquences génotypiques du géne GSTML1.

Génotype Témoins OR IC (95 %) p value

Patients

GSTM1 (+) 24(30%) 44 (51,76%) - - -
GSTM1(-/-) 56(70%) 41(48,23 %) 2,50 1,26-5,00 0,0046*
Total 80 85

*p<0,05

Les résultats de la distribution des génotypes en fonction des types histologiques montrent qu’il
n’y a pas une différence statistiquement significative entre les génotypes sauvage et nul et les

différents types histologiques, en prenant le génotype sauvage comme référence.
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Tableau XI1. OR pour le CBP associé au génotype GSTML1.

GSTM1 Adénocarcinome Carcinome épidermoide Autres

Cc/T OR P Cc/T OR P C/T OR o]
(+/+) 15/9 1,50 0,432 8/16 0,68 0,475 1/23 0,85 0,898
Nul 40/16 0,49-4,62 14/41 0,21-2,20 2/54 | 0,06-25,04

Des résultats concordant avec notre étude ont été rapportés par Mesood et al. (2016)
qui n’ont observé aucune association significative entre la délétion GSTML1 et le risque de
développer un CBP (Masood, Taseer, et Yasmin 2016). Des résultats similaires ont été
rapportés par Shneider et al. (2004) (Schneider et al; 2004) et Ritambhara et al.(2019)
(Ritambhara et al; 2019).

Les résultats du présent travail sont en désaccord avec He et al. (2018) (He et al; 2018),
Minina et al. (2017) (Minina et al; 2017) qui rapportent dans leurs travaux que la délétion
GSTM1 augmente la fréquence des aberrations chromosomiques chez des patients
diagnostiqués pour un CBP et donc le risque de développer un cancer du poumon. De méme
Sharma et al. (2015) ont rapporté une association significative entre le génotype nul de GSTM1

et le risque de développer un CBP (Sharma et al; 2015).
2.1.6. Analyse du polymorphisme CHRNAS5

L’¢étude de ce polymorphisme a porté sur 22 patients diagnostiqués pour un CBP et 51

témoins sains. Dont les caractéristiques sont présentées dans le tableau XII.

La distribution des génotypes a montré une répartition non homogene entre les deux
groupes de patients et de témoins, avec une fréquence de 40,9 % pour le génotype sauvage GG
chez les patients contre 47,1 % chez les contréles, en ce qui concerne le génotype hétérozygote
on a observé des fréequences de 40,9 % et de 47,1 % chez les patients et les témoins
respectivement. Des fréguences minoritaires ont été observées pour le génotype homozygote
muté avec 18,18 % chez les patients et 5,9 % chez les témoins sains. L’observation des
fréquences alléliques et génotypiques a révélé que I’allele G est le géne le mieux représenté

dans notre population d’étude que ce soit chez les patients ou les témoins (Tableau XIIT).
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Tableau XI11. Caractéristiques générales de la population d’étude pour le CHRNADS.

Variables Patients n=22 Controéles p value
n=51
Sexe
Hommes 19 (86,36 %) 50(98,03%) 0,045*
Femmes 3(13,63 %) 1(1,96 %)
Total 22
Age 8 (36,36 %) 37(%) 0,003*
<60 ans 14 (63,63 %) 14(%)
> 60 ans
Total 22 51
Type histologique
Adénocarcinome 16 (72,72 %)
Carcinome épidermoide 6 (27,27 %)
Carcinome a petites cellules 0(0%)
Autre 0(0%) 0,001*
Total 22
Tabagisme 18 (%) 51 (%)
Fumeurs 4 (%) 0 (%)
Non-fumeurs
Total 22 51
*2p<0,05
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Tableau XIV. Fréquences génotypiques et alléliques du géne CHRNADS.

Génotype | Patients (n =22) | Controles (n=51) | OR (95 % CI) Chi deux | p value
GG 9(40,9 %) 24 (47,1%) REF / / /
AG 9(40,9 %) 24(47,1%) 1,00 0,30-3,37 0,00 1,000
AA 4(18,18 %) 3(5,9%) 3,56 0,52-26,15 2,29

Allele G 27 (61,35 %) 60 (66,66%) REF / / /
Allele A 17 (38,63 %) 30 (33,33%) 1,26 0,56-2,84 0,36 0,547

OR = Odds Ratio; Cl = Confidence Interval.

Le calcul des chi carrés n’a montré aucune association entre le génotype CHRNADS et la

survenue de la maladie [X2 = 2.6819, df = 2, p-value = 0.2616], des relations d’indépendance

ont aussi €té rapportées pour les variables sexe, catégorie d’age et tabac avec les valeurs
respectives des chi carrés [ X2 = 1.4518, df = 2, p-value = 0.4839], [ X2 = 1.1557, df = 2, p-value
=0.5611] et [ X2 = 1.4518, df = 2, p-value = 0.4839].

L’analyse statistique a révélé qu’il n’y a aucune association significative (p>0,05) entre

les deux groupes, et donc ce polymorphisme semble ne pas jouer un réle dans la susceptibilité

génétique au CBP. En outre, nos résultats n’ont montré aucune association significative entre

ce SNP et la survenue d’un CBP aprés ajustement des OR pour le sexe, la catégorie d’age et le

statut tabagique.
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Tableau XV. OR ajusté (sexe, age, tabac) pour le CBP associé au CHRNADS.

Facteur Génotype Patients Témoins P OR*(1C 95%)
(%) (%)
GG 9(40,9) 24(47,1) Ref
GA 9(40,9) 24(47,1) | 1,00 | 1,24(0,32-4,91)
CHRNAS AA 4(18,2) 3(5,9) 0,14 | 1,62(1,48-1,68)
Total 22 51

OR* odds ratio ajusté pour le sexe, catégorie d’age et le tabac.

Les résultats de I’étude du polymorphisme du gene CHRNAS dans cette étude sont en
accord avec ceux obtenus par Xu et al. (2015) qui ont rapporté une association négative dans
des populations Asiatiques ( Xu et al; 2015).

Contrairement a nos resultats beaucoup de travaux ont établi des associations
significatives entre le variant CHRNAJS et le risque de développer un CBP ; ainsi Ayesh et al.
(2018) dans une étude sur une population Palestinienne ont rapporté une fréquence relativement
significative de I’allele A du polymorphisme rs 1696968 parmi les cas par rapport aux sujets
témoins , et une association significative entre ce polymorphisme et le risque de développer un
CBP (Ayesh, Al-Masri, et Abed 2018). De méme les résultats de Pérez Morales et al. (2018)
ont montré une association significative entre ce variant CHRNADS et le risque de développer
un CBP dans une population Mexicaine (Pérez-Morales et al; 2018). Des résultats similaires
ont aussi été rapportés par Huang et al. (2015) (Huang et al; 2015). Selon Wang et al. (2017)
dans une étude parue en 2017 le polymorphisme CHRNAGS figure parmi les génes ayant une
association significative avec le risque de développer un CBP (Wang et al; 2017). Dans une
méta analyse Xu et al. (2015) ont rapporté une association significative dans les populations
Caucasiennes (Xu et al; 2015). Aussi, une association significative entre le variant CHRNAS
rs16969968 et le risque de développer un adénocarcinome pulmonaire a été rapportée par
Mimouni et al. (2020), qui selon la méme étude ont démontré une association signifiattive entre

ce méme variant et la dépendance tabagique (Mimouni et al ; 2020).
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Conclusion et perspectives

Le cancer bronchique est généralement diagnostiqué a un stade avancé et une meilleure
compréhension des mécanismes régissant la dissémination métastatique est nécessaire a
I’amélioration de la prise en charge de ce type de cancer. Ces derniéres années, grice au
développement des techniques et outils de biologie moléculaire I’identification des facteurs de
susceptibilité génétique dans la survenue des cancers, a eu un retentissement notable dans le
développement de nouvelles stratégies thérapeutiques, en effet la connaissance de ces génes est
considérée comme un champ de recherche a portée a la fois académique et médicale permettant

d’améliorer le diagnostic et d’envisager des perspectives thérapeutiques prometteuses.

Notre travail s’inscrit dans ce cadre de la détermination d’éventuelles associations entre
certains polymorphismes génétiques et le risque de développer un CBP. 11 s’agit des
polymorphismes des génes CYPI1A1l, GSTM1 et CHRNAS. L’implication des polymorphismes
des genes du systeme de détoxification et des récepteurs nicotiniques dans la survenue d’un CBP
a été entreprise dans diverses populations a travers le monde. Néanmoins, les resultats de ces

études divergent selon le polymorphisme et la population étudiés.

Nos résultats indiquent que les polymorphismes CYP1Al GSTM1 et CHRNAS ne
semblent pas étre associés au risque de développer un CBP dans une population de I’Est Algérien.
Cette étude nous a permis de caractériser notre population pour ces trois polymorphismes.
L’évaluation des polymorphismes génétiques chez ces patients suggere I’implication de génes

spécifiques, différents de ceux participant au métabolisme des carcinogénes du tabac.

L'hétérogénéité moléculaire reste I'un des problemes les plus difficiles a gérer dans le
domaine du cancer, en particulier du CBP, compte tenu de ses implications thérapeutiques.
L’¢tiologie majoritairement environnementale de ce cancer nous ouvre par ailleurs des
perspectives, vers des études plus poussées des facteurs environnementaux et leurs interactions
avec les facteurs génétiques mis en jeu. Il serait judicieux d’élargir ’effectif de la population
étudiee dans de futures recherches, et d’explorer d’autres génes candidats ayant un impact sur le

risque de développer un CBP.

Notre étude a montré 1’absence d’association entre la série des trois polymorphismes et le
risque de développer un CBP, pour rendre fiables et exploitables 1’identification de geénes de
susceptibilité du cancer broncho-pulmonaire une validation dans plusieurs cohortes indépendantes

est nécessaire.
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Il est par ailleurs important de noter que les agrégations familiales dans notre population
étaient présentes a un taux de 21,25 %, ces dernieres peuvent étre compatibles avec une
prédisposition génétique a transmission autosomique dominante a pénétrance incompléte, comme
elles peuvent étre expliquées par la transmission de certaines mutations germinales liées a certains
syndromes connus comme le syndrome de Li Fraumeni. A ce jour, le ou les génes impliqués dans

la survenue de ces formes familiales restent méconnus.

Du fait du taux de I’endogamie régionale élevé, nous envisageons dans le futur de
poursuivre ’exploration des cas familiaux en établissant des questionnaires rigoureux sur la
généalogie des patients afin de déceler d’éventuelles mutations germinales héréditaires dans la

population Algérienne.

Enfin, prévenir les cancers broncho-pulmonaires passe par une meilleure connaissance des
facteurs de risque de ces cancers. Et dans ce domaine, le principal ennemi est connu de longue
date : le tabac, et donc pour prévenir le plus meurtrier des cancers, il est important d’arréter de
fumer ou de ne jamais commencer, en plus de la bonne hygiene de vie et le dépistage chez les
sujets a risque pour avoir acces trées tét a un traitement plus efficace. L’établissement de critéres
anatomo-cliniques vs moléculaires pour différencier cancers broncho-pulmonaires primitifs
multiples et cancer broncho-pulmonaire métastatique aiderait a une meilleure prise en charge

thérapeutique.
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Abstract - It is widely known that lung carcinoma is an environment-related sickness that develops as a
consequence of exposure to mutagenic sellers, especially those present in tobacco. The CYP1A1 gene codifies
the phase I enzyme aryl hydrocarbon hydroxylase (AHH) belonging to the cytochrome P450 machine that
plays a pivotal role in the bio-activation of tobacco procarcinogens. Greater enzymatic activity is associated
with the CYP1A1 ml polymorphism (T6235C transition) and has been described as a genetic susceptibility
factor for lung cancer. This case-control study was carried out to verify if this association holds in a study
population of 80 lung cancer patients and 85 controls from Eastern Algeria. Genetic polymorphisms were
determined by Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) assay. The frequencies of the genotypes
CYP1A1 ml in both groups were investigated to get odds ratios and 95 % confidence intervals. The TC
Genotype and C allele were significantly higher in patients compared to healthy controls with [OR = 0.547
(0.235-1.241), p = 0.130], and [OR = 0.536 (0.245 - 1.135), p = 0.083] respectively. However, these two factors
were not found to be significantly associated with the risk of lung cancer. After stratification of the
population according to tobacco consumption, non-smokers were at higher risk compared with smokers
[OR =0.086 (0.007 - 0.550), p = 0.003]. Our findings support the conclusion that CYP1Alm1 polymorphism
does not seem to be associated with susceptibility to lung cancer in Eastern Algeria.

INTRODUCTION

Lung cancer is a common malignant tumor that is
characterized by high morbidity, poor prognosis
and is a leading cause of death in both men and
women (Cabral et al., 2010), with over one million
deaths worldwide annually (Ren et al., 2013).

In Algeria 2856 cases of new lung cancer were
diagnosed in men (Hamdi-Cherif et al., 2014); The
evidence that tobacco smoking causes lung cancer is

unequivocal, although only a small percentage of
smokers during their lifetime develop the malignant
disease (Ren et al., 2013). Inherited genetic
predisposition to disease has become a subject of
intense research (Ren ef al., 2013), and studies suggest
that an individual’s genetic background affects the
risk of developing lung cancer. Possible cancer
susceptibility genes have been studied among
oncogenes, tumor suppressor genes, DNA repair
genes, and genes encoding phase I and phase II
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enzymes.

Environmental Chemical Pollutants (ECPs) are
increasingly present in our living environment as a
result of the development of the modern industry
and urbanization. Many ECPs are widely spread
and difficult to be degraded in the environment.
Among the ECPs polycyclic aromatic hydrocarbons
are the most studied pollutants, and have been
found in cigarette smoke and polluted indoor and
outdoor air, and shown to be associated with the
risk of many diseases including cancer (Shi et al.,
2008). Most of these products are hydrophobic and
the host organism needs the P450 enzyme battery to
eliminate them (Jacquet et al., 1996). Both biological
and biochemical evidence indicates that genetic
polymorphisms of CYP1A1 can influence the
balance between metabolic activation and
detoxication of some toxicants, such as benzo(a)
pyrene (Shi et al., 2008).

CYP1A1 gene is located in chromosome 15q22-
q24 and in addition to the lung, it is also expressed
in the liver, gastrointestinal tract, brain,
lymphocytes, and macrophages. The ml
polymorphism, involving a MspI restriction site, is a
T6235C transition in the 3’-noncoding region of the
gene, 250 bp downstream from the polyadenylation
site (Mota et al., 2010). Expression of the CYP1A1
gene is upregulated by certain foreign chemicals,
including PAHs, but the extent to which PAHs
induce CYP1A1 varies considerably in human
populations, this may explain the variability of the
genetic predisposition to this kind of epithelial
cancer. As first discovered in human lymphocytes,
some individuals display very high inducibility.
Kellerman and colleagues have shown that this
phenotype is more frequent in lung cancer patients
than in healthy individuals (Kellermann ef al., 1973).

Elevated CYP1Al inducibility is associated with
pulmonary PAH-related DNA adduction and high
lung cancer risk. Both CYP1A1 expression and the
formation of these PAH-DNA adducts in human
lung tissue are highly variable, possibly due to
different exposure to environmental factors and
genetic polymorphisms affecting the CYP1AI gene
locus (Ezzeldin et al., 2017). It is important to
mention that our population, to the best of our
knowledge, has not been the object of any molecular
study concerning this polymorphism for lung
cancer till now.

This case-control study was performed to
confirm or invalidate the hypothesis that there is a
correlation between the presence of CYP1A1 m1

allele and lung cancer risk.
METHODS

Study population

This case-control study consisted of 80 patients with
lung cancer and 85 cancer-free controls. The cases
with histologically confirmed primary lung cancer
were recruited from 2013 to 2016 in the
governmental University Hospital Benbadis
Constantine CHUC. They came from ten territorial
units in Eastern Algeria, healthy controls were
enrolled from the general population of the same
geographical region.

Ethic statement

Written informed consent was obtained from all the
subjects of the study. A standard questionnaire was
used to document the socio-demographical
characteristics, lifestyle, occupational exposure,
smoking, histological subtype.

Molecular analysis
Blood collection and DNA extraction

Five to eight milliliters of whole blood was collected
in vacutainers containing ethylenediamine tetra
acetic acid (EDTA) for DNA extraction using a
standard protocol of salt extraction procedure.

CYP1A1 m1 genotyping

Genotyping for the CYP1A1 ml gene (rs4646903)
was carried out using Polymerase Chain Reaction
(PCR) based restriction fragment length
polymorphism (RFLP). The primer sequences were
primer forward 5" - TAG GAG TCT TGT CTC ATG
CCT - 3, and primer reverse 5'- CAG TGA AGA
GGT GTA GCC GCT- 3. The PCR amplification was
carried out in 50 uL reaction mixture containing 1
uL of DNA, 1X reaction buffer, 1,5 mM of MgCl,,
200 uM of dNTPs, 0.2 uM of each primer, and 1 U
Taqg DNA polymerase. The samples were amplified
using thermal cycle with an initial denaturation at
94 °C for 5 minutes followed by 30 cycles with
denaturation at 94 °C for 30 seconds, annealing at 62
°C for 60 seconds and primer extension at 72 °C for
60 seconds, followed by a final extension step at 72
°C for 5 minutes.

Statistical analyses

The data were analyzed using the SPSS 26.0
program. Logistic regression analyses were done to
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investigate the association of the independent
variables. The results were considered to be
significant at p values less than 0.05. Odds ratios
and 95 % confidence interval were calculated to
assess the relationship between CYP1A1 m1 and the
risk of lung cancer.

RESULTS

General characteristic features of the study
population

The general characteristic features of lung cancer
patients (n = 80) and healthy controls (n=85)
included in this study are given in Table 1. In the
present study, there were 80 cases of lung cancer in
the patient group (55 cases of lung adenocarcinoma,
22 cases of lung squamous cell carcinoma, 2 cases of
small cell lung cancer, and 1 case of large cell lung
cancer). The patient group comprised 68 males and
12 females with a mean age of 58.74 years; the
control group comprised 85 healthy adults recruited
over the same period as the patients; there were 80
males and 5 females with a mean age of 60.50 years.
Lung cancer was predominant among men. There
was no significant difference between the groups in
terms of age and gender (p> 0.05).

Molecular analysis of CYP1A1 ml

The PCR products were analyzed in a 1 % agarose
gel with BET and visualized using a UV
transilluminator. For RFLP assay, digestion was
carried out overnight at 37 °C, in a total volume of
15 pL of PCR product and 1U MspL. In the presence

Table 1. General characteristics of the study population

of the 6235 C polymorphism, the enzyme Mspl
digested the 340 bp PCR product in two bands of
200 bp and 140 bp. The wild type 6235C form
corresponds to the absence of the restriction site

(Figure 1)

40 bp
300 bp

200 bp
200 bp 140 bp
100 bp

Fig. 1. Agarose gel electrophoresis of PR-RFLP patterns
of CYP1IAT ml

Statistical analyses

All data were analyzed using the SPSS 26.0
program. Odds ratios with the corresponding
confidence interval (95 % CI) were calculated to
assess the relationship between CYP1A1 m1 and the
risk of lung cancer. ORs are also performed to
determine the risk of lung cancer associated with
CYP1A1 ml stratified with smoking status. The
univariate logistic regression analysis was
performed to assess associations with age, gender,
smoking, and CYP1A1 m1 polymorphisms between
the cases and controls. The results were considered
to be significant at p values less than 0.05.
Univariate logistic regression

Variables Patients Controls p value
n=80 (%) n=85 (%)
Gender
Male 68 (85) 80 (94.1) 0.054
Female 12 (15) 5(5.9)
Age
<60 years 18 (22.5) 10 (11.8) 0.066
= 60 years 62 (77.5) 75(88.2)
Histology
Adenocarcinoma 55 (68.8)
Squamous cell Carcinoma 22 (27.5)
SCLC 2(2.5)
Others 1(1.3)
Smoking
Smokers 66 (82.5) 51(60) 0.001*
Non smokers 14 (17.5) 34 (40)

*p<0,05 SCLC : Small Cell Lung Cancer
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Logistic regression analysis was performed by
taking some risk factors like age, gender, smoking
status, and CYP1A1l ml polymorphism. We
observed that smoking and CYP1A1l ml
polymorphism were the strongest predicting
factors; other variables did not have any impact as
reflected by a lack of significance (Table 2).

Genotyping distribution of CYP1A1 m1

The homozygous major TT, heterozygous TC, and
homozygous minor CC genotype frequencies of the
CYP1A1 m1 gene in healthy controls were 71 %,
14%, and 0% respectively, whereas the same in
patients were 58 %, 21%, and 1.25 % respectively
(Table 3). The TC Genotype was not significantly
different between patients and controls groups [OR
=0.547 (0.235-1.241), p=0.130]. The C allele was also
not significantly higher in patients compared to

healthy controls [OR = 0.536 (0.245-1.135), p = 0.083].

Risk of lung cancer associated with CYP1A1 m1
stratified by smoking exposure

Patients who were non-smokers and having a
CYP1A1 m1 TC were significantly higher risk
compared to the controls [OR= 0.086 (0.007-0.550),
p=0.003] while patients who were smokers and
having TC genotype were not at risk compared to
the control group [OR= 1.076 (0.404-2.835), p=0.99].
The C allele also presented the same situation (with
a significant difference among non-smokers and no
difference among smokers) (Table 4).

Histology

The predominant genotypes for every pathological
subtype are indicated in Table 5.

Table 2. Logistic regression for different variables in lung cancer

Variables OR (95 % CI) p value
Age 0.891 0.483 to 1.643 0.712
Sex 0.354 0.119 to 1.056 0.063
Smoking 3.596 1.694 to 7.636 <0.001**
CYP1A1 ml 2121 1.021 to 4.406 0.044*

* p<0,05; ** p <0.01; ** p <0.001

Table 3. Genotype and allelic distribution of the CYP1Al m1 gene polymorphisms in lung cancer patients and healthy

controls
Genotype Patients (n = 80) Controls (n=85) OR (95 % CI) p value
T 58 (72.5%) 71 (83.52%) Ref.
TC 21 (26.25 %) 14 (16.47%) 0.547 0.235 to 1.241 0.130
CcC 1(1.25 %) 0 (0 %) - - 0.454
Allele T 137 (85.62) 156 (91.76) Ref
Allele C 23 (14.38) 14 (8.24) 0.536 0.245 to 1.135 0.083
OR = Odds Ratio; CI = Confidence Interval.
Table 4. Risk of lung cancer associated with CYP1A1 m1 stratified with smoking status
CYP1A1 ml Cases/controls OR (95 % CI) p value
Smokers T 49/39 Ref
TC 14/12 1,076 0.404 to 2.835 0.999
CcC 1/0 - - 0,999
Allele T 112/90 Ref
Allele C 16/12 0.934 0.382 to 2.227 0.999
Non-smokers TT 9/32 Ref
TC 7/2 0.086 0.007 to 0.550 0.003*
CcC 0/0 - - 0,999
Allele T 25/66 Ref
Allele C 7/2 0.111 0.011 to 0.635 0,004*

*p<0.05
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DISCUSSION

Genetic polymorphisms of detoxification enzymes
may regulate an individual’s predisposition to
cancer including lung cancer. Besides this,
environmental and lifestyle also contribute to the
predisposition of lung cancer (Peddireddy et al.,
2016).

The distribution of lung cancer histological
subtypes doesn’t differ according to the sex:
adenocarcinoma was the most frequently
encountered subtype both in women and men. In
contrast, in a similar study concerning European
lung cancer patients, the distribution of lung cancer
histological types differed according to the sex: 70%
of the women patients had adenocarcinoma, while
a more homogeneous distribution of the various
histological types was seen among the male patients
(Jacquet et al., 1996).

Our finding is consistent with the results of Yoon
et al. (2008) and Yang et al. (2007)which propose that
adenocarcinoma was the predominant histological
type of lung cancer among patients. In contrast to
our results, squamous cell carcinoma was the
predominant subtype according to the findings of
Sobti et al. (2004).

All carcinogens are lipophilic and tend to be
converted into water-soluble hydrophilic
compound, and can be easily removed from the
body through the excretory system. This conversion
or detoxification of carcinogens is achieved by the
addition of one atom of oxygen to the carcinogenic
compound, brought about by the superfamily of
cytochrome p 450 phase I enzymes. This process of
detoxification leads to the formation of reactive
intermediates, whenever they are not neutralized
form DNA adducts (Sreelekha et al., 2001).

In the present study, genotype frequencies of the
Mspl polymorphism, indicated that the
heterozygous genotype TC was present in 26.25% of
cancer patients and in 16.47 % of controls [OR =
0.547(0.235-1.241) p= 0.130 ], whereas the
homozygous mutant genotype CC was present in

1.25 % of the cancer patients and in 0 % of controls,
The frequency of the C allele was different in the
two tested populations; 14.38 % in the cancer
patients, 8.24 % in the healthy population; the C
allele was also not significantly higher in patients
compared to the control group [OR = 0.536 (0.245-
1.135), p = 0.083], and thus, by lack of significance
p>0.05, our study has indicated that TC genotype
was not associated with susceptibility to lung
cancer, which was consistent with the results of
Quifones et al. (2001).

Similar results were found by Houlston (2000) in
a study including 2058 cases and 2765 controls of
different ethnic populations suggesting that there
was no evidence of lung cancer risk associated with
the variant (MspI) of CYPIAL. In another study, no
significant association was found between lung
cancer and combined variant alleles of CYP1A1
Msp1 genotype (Sobti et al., 2004).

Hung et al. (2003) have also observed a slight and
not statistically significant increase in risk with the
CYP1A1 Mspl polymorphism and suggest that the
MsplI polymorphism alone does not seem to have
any effect on the risk of lung cancer. Another study
has found no influence of the CYPIAl Mspl
genotype on PAH inducibility value distributions in
a Caucasian population (Jacquet et al., 1996).

Honma et al. (2009) reported that CYP1A1 m1
gene polymorphisms have no influence on the risk
of lung cancer in a Brazilian population. Jacquet et
al. (1996) corroborate our findings and indicate that
CYP1A1 ml is not linked with a higher risk of
developing lung cancer. Also, Huang et al. (2013)
found no significant association between the genetic
polymorphisms of CYP1A1 and the risk of lung
cancer in Chinese Han ethnic populations from
Central South China. Results of Lopez-Cima et al.
(2012) suggest that CYP1A1 Msp I is not associated
with lung cancer risk in a population of Caucasians
from Northern Spain. The results of another study
established by Wright ef al. (2010) confirm that
CYP1A1 polymorphisms are a minor risk factor for
Non Small Cell Lung Cancer (NSCLC) in

Table 5. Genotypic distribution of CYP1A1 m1 stratified by histological subtype

Genotype Adenocarcinoma Squamous cell SCLC (%) Large cell lung
(%) carcinoma (%) carcinoma(%)

TT 36 19 2 1

TC 18 3 0 0

cC 1 0 0 0

SCLC: Small-Cell Lung Carcinoma.
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Caucasians. Our results are consistent with the
results obtained from Caucasians, Portuguese, and
Spanish populations (Mota et al., 2010; Alexandrie et
al., 2004 and San Jose et al. 2010).

In contrast to our findings Ji et al. (2012) have
provided comprehensive and clear evidence that
CYP1A1 Mspl polymorphisms are an important
modifying factor in determining susceptibility to
lung cancer. In another study, Xu et al. (1996) have
suggested that individuals who have the Mspl
variant CYP1AI gene are at a higher risk for lung
cancer.

Hussein ef al. (2014) have demonstrated an
association between genetic polymorphisms in the
CYP1ALI locus and elevated risk of lung cancer
among Egyptians. Moreover, a meta-analysis
conducted by Zhan et al. (2011) reported a
significant  association  between these
polymorphisms and lung cancer risk in Asians and
Caucasians. Studies on Indian populations have
shown a similar association between CYPIA1
variants and the risk of lung cancer (Sobti ef al.,
2003). Also, many other studies on Chinese (Song et
al., 2001), South Indian (Sreeja et al., 2005), and
Kashmiri (Shaffi ef al., 2009) populations showed the
prevalence of the CYP1A1 homozygous mutant
genotype among lung cancer patients compared to
controls.

The study of Girdhar et al. (2016) et al.
demonstrated that the CYP1A1 m1 polymorphism
is an important factor contributing to increased
susceptibility to pathological development of lung
cancer in a Northern Indian population. In another
meta-analysis, Li ef al. have confirmed the
association of CYP1A1 m1 with the risk of lung
cancer Lief al. (2014). Liu et al. (2016) discovered that
Mspl polymorphism is correlated with susceptibility
to lung cancer. The results of the study made by
Peddireddy ef al. (2016) are in parallel with the
observations made in different populations
worldwide, and the mutated genotype of CYP1A1l
may play an important role in the etiology of lung
cancer in the population of Andhra Pradesh state.

Probably the major reason for different results
was due to the low penetrance of the CYP1AI gene
in Caucasians and another non-Chinese ethnicity
due to the absence or rarity of the CYP1Al
polymorphisms in their population (Shi et al., 2008).

CONCLUSION

In conclusion, there is no association between

CYP1A1 m1 polymorphism and susceptibility to
lung cancer in Eastern Algeria, for future studies,
strict selection of patients, well-matched controls
and larger sample sizes will be required; also, this
polymorphism is not the only factor to be taken into
account when examining the genetic susceptibility
to this type of cancer. Also, gene-gene and gene-
environment interactions should be considered to
clarify the genetic etiology of this disease.

More information is needed to understand the
regulation of CYP enzymes in humans. The studies
should include the effect of dietary compounds on
the expression of CYP enzymes, and the expression
profile of CYP enzymes in the tissues that are
targets for chemical toxicity or carcinogenesis.
Without this information, the role of CYP genetic
polymorphism in the biological consequences may
not be accurately assessed.
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Lung cancer remains the most common cancer in the world. The genetic polymorphisms (rs2853669 in TERT, rs1052133 in
OGGI, and rs16969968 in CHRNAS genes) were shown to be strongly associated with the risk of lung cancer. Our study’s
aim is to elucidate whether these polymorphisms predispose Eastern Algerian population to non-small-cell lung cancer
(NSCLC). To date, no study has considered this association in the Algerian population. This study included 211 healthy
individuals and 144 NSCLC cases. Genotyping was performed using TagMan probes and Sanger sequencing, and the data
were analyzed using multivariate logistic regression adjusted for covariates. The minor allele frequencies (MAFs) of TERT
rs2853669, CHRNAS5 rs16969968, and OGGI1 rs1052133 polymorphisms in controls were C: 20%, A: 31%, and G: 29%,
respectively. Of the three polymorphisms, none shows a significant association, but stratified analysis rs16969968 showed
that persons carrying the AA genotype are significantly associated with adenocarcinoma risk (pAdj=0.03, ORAdj=2.55).
Smokers with an AA allele have a larger risk of lung cancer than smokers with GG or GA genotype (pAdj =0.03, ORAdj = 3.91),
which is not the case of nonsmokers. Our study suggests that CHRNAS5 rs16969968 polymorphism is associated with a significant
increase of lung adenocarcinoma risk and with a nicotinic addiction.



1. Introduction

Lung cancer (LC) remains the most common cancer in the
world, both in terms of new cases (2 million new cases,
11.6% of all cancers) and deaths each year (1.7 million deaths
18.4%) [1]. As for Algeria, out of a population of some 42
million, 4000 cases of new LC appear every year; it is the first
cause of mortality from cancer in men and the seventh in
women [1, 2]. Although cigarette consumption accounts for
the largest part of this alarming figure, over 80% of LC deaths
are tobacco related but only a small fraction of smokers (usu-
ally <20%) develops this disease [3, 4]. In addition, a fraction
of lifelong nonsmokers will die from LC, suggesting that LC
is a multifactorial disease that results from complex interac-
tions with many genetic and environmental factors [5]. Thus,
it is of great importance to perform molecular biology studies
in order to gain some understanding of susceptibility factors
in action in the LC appearance and identify causal variants,
which can be useful in the screening, the early diagnosis,
and the therapy of LC. Independent Genome-Wide Associa-
tion Studies (GWAS), which are considered a gold standard
for reporting genotype-phenotype associations, and several
other studies have been performed with the aim of looking
for single-nucleotide polymorphism (SNP) of predisposition
to LC [6-8]. Among the important genes which could modify
the risk of LC are TERT, CHRNAS5, and OGG1, and these are
the genes we have been focusing on in this study.

TERT, encoded by the TERT gene, is one of the major
components of telomerase; it is a reverse transcriptase that
can add a nucleotide sequence (5'-TTAGGG) to telomere
end [9]. The promoter region of TERT, located at positions
¢.124:C>T and ¢.146:C>T, is considered a regulatory element
of telomerase activity [10]. The rs2853669 variant, located at
-245kb upstream (Ets2 binding site) of the TERT gene, pre-
vents Ets/TCF binding, and it has been associated with lower
TERT expression and decreased telomerase activity [11]. A
growing number of epidemiological studies have been con-
ducted to determine the associations between this polymor-
phism and cancer risk, particularly for breast cancer and
LC; however, the results were inconclusive [12].

The OGGI1 gene is located at chromosome 3p26.2. Its
protein is a DNA repair enzyme, having both DNA glycosy-
lase and AP lyse (apurinic or apyrimidinic site lyase) activi-
ties to remove 8-hydroxyguanine (8-0xoG) lesion produced
by reactive oxygen species [13]. The rs1052133 polymor-
phisms have been identified in the OGG1 gene; it is a substi-
tution at codon 326 (Ser326Cys), located in the promoter
region [14]. The Cys326 protein has been shown to have
about 7 times weaker 8-hydrox-yguanine-repair capacity
than Ser326 protein in a complementation assay using
Escherichia coli mutant strain deficient in 8-oxoG [15]. It
has been suggested that rs1052133 was associated with LC
risk; several studies investigated this association [16-18].

CHRNA genes code for proteins that form receptors
which bind to nicotine and its metabolites [19]. In a large
GWAS study, Hung et al. found a strong association of LC
risk and CHRNAS5 rs16969968 SNP; it results in the substitu-
tion of arginine for aspartic acid at the highly conserved
codon 398 (D398N) of the CHRNAS protein [7]. In vitro
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studies indicate that rs16969968 decreases CHRNAS5 func-
tion and favors nicotinic addiction [20]. Numerous studies
have been performed to find out whether this association is
direct, or whether the rs16969968 SNP is simply a proxy
for increased exposure to tobacco carcinogens, which were
inconclusive [7, 21-26].

In our study, we were interested in SNPs of three different
genes, which were selected based upon GWAS and meta-
analyses of multiple populations TERT (promoter region
rs2853669, ¢.-124C>T, and ¢.-146C>T), OGGLI (rs1052133),
and CHRNA5 (rs16969968). The aim of our study is to
investigate how these SNPs can modify the risk of LC in
the Eastern Algerian population. It is important to men-
tion that our population, to the best of our knowledge,
has not been the object of any molecular study concerning
the LC till now, and thus this study, as any other pioneer-
ing work, had to deal with a relative scarcity of data.

Although this study has been conducted within various
population centers in Eastern Algeria which thus encom-
pass several ethnic groups, Arabs and Central Algeria Ber-
bers, yet the population mixing which took place at an
accelerated pace after Algeria’s independence, the stan-
dardization of lifestyles, the rural exodus, all concurred
to homogenize the genetic stock to a large extent [27].
Furthermore, the complex processes of admixture and iso-
lation at work has made the genetic heterogeneity found
in Algeria not strongly correlated with geography or cul-
ture. It would thus be improper to assume that the various
population groups to be genetically isolated and immune
of gene flow [27, 28].

2. Materials and Methods

2.1. Study Population. We have performed in this work a
case control study of 144 LC patients and 211 healthy con-
trols. The patients were first diagnosed with NSCLC
between June 2015 and July 2016. They came from a wide
zone spanning five Wilayas (territorial units) in Eastern
Algeria between governmental University Hospitals (Con-
stantine, Sétif, Batna, and Annaba) and private clinics.
There was no restriction on gender, histologic subtype, or
stage with the exception of patients who refused to partici-
pate in the study. Diagnosis was made by cytological imag-
ing and histopathological examinations. We feel confident
as explained previously that our samples are largely homo-
geneous. In addition to that, the democratization of access
to medical treatment, freely provided to all, as shown in
the fact that city dwellers and those from rural areas are
equally represented in the various patient samples, allowed
us to make the claim of genetic homogeneity of the samples
with a good degree of confidence.

The control group comprised individuals with no his-
tory of cancer and without lung-related disease to avoid
possible interference from overlapping genes. They were
chosen from a pool of volunteers in the blood transfusion
centers during the same period of patients without restric-
tion of age or gender. All subjects were Algerians residing
in Eastern Algeria.
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We used a standard epidemiological questionnaire sub-
mitted to patients and controls, and we used the medical files
to collect personal data, including residential region, age,
gender, profession, smoking status, symptoms, family history
of cancer, histologic subtype, and stage TNM.

2.2. Ethics Statement. Qur research has been approved by
the local Ethics Committee. The use of human blood sam-
ple and the protocol in this study strictly conformed to the
principles expressed in the Declaration of Helsinki, and
informed consent was obtained from all participants or
from their family members.

2.3. DNA Extraction and Genotyping. Genomic DNA was
extracted from six to eight milliliters of peripheral venous
bloods, which was collected into a tube containing ethylene-
diamine-tetraacetic acid (EDTA) from each participant. We
used standard protocols following the salt extraction proce-
dure. The DNA concentration was measured with NanoDrop
One spectrophotometer. For genotyping rs16969968 and
rs1052133, we used Polymerase Chain Reaction (PCR) Taq-
Man; with ViiA 7 (Applied Biosystems) and TagMan® SNP
Genotyping assay kits (Applied Biosystems), we used the
standard protocol recommended by the manufacturer.

The promoter TERT was amplified by PCR, and the
PCR primers used were as follows: 5'ACCGTTCAGTTA
GCGATTTCCCACGTGCGCAGAGGAC3' (forward), and
R: 5 CGGATAGCAAGCTCGTCTCCCAGTGGA TTCG
CGGGC3' (reverse). Then, it was genotyped with Sanger
sequencing in both the forward and reverse directions using
the Big Dye Terminator Chemistry V.I and an automated
fluorescent sequencer, an ABI 48 Capillary Array Sequencer
(Applied Biosystems 3730). Data management and analysis
were done using SeqScape. For TERT sequencing, we could
do sequencing for only 126 cases and 94 controls.

2.4. Statistical Analysis. To estimate sample size, we used
functions from the R package “epiCalc” (Version 2.9.0.1)
with a minor allele frequency data obtained from NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/) and a study power fixed
at 80%. The Hardy-Weinberg equilibrium of the genotype
distributions is evaluated in the control subjects using a func-
tion from R package “Hardy-Weinberg” (Version 1.6.1).
The strength of association between the three polymor-
phisms and LC risk is assessed by calculating odds ratios
(ORs) with the corresponding confidence intervals (95%
CI). The ORs are also performed for a heterozygote model
(AA vs. aa, where A: major allele and a: minor allele), homo-
zygote model (Aa vs. AA), recessive model (AA+Aa vs. aa),
and dominant model (AA vs. Aa+aa). We used Pearson’s
chi-square test to compare distributions of demographic var-
iables, smoking status, and genotypes of the three genes
between cases and controls. To calculate ORs and 95% CI,
unconditional logistic regression analyses are performed. In
addition, multiple unconditional logistic regression analyses
with adjustment for possible confounders (age, sex, and
smoking) are performed to calculate adjusted ORs and 95%
CIL Statistical tests along with ORs and corresponding Cls
are done using the publicly available packages of R Project

3
TabLE 1: Characteristics of case and control subjects.
Characteristics ((::S:Sl gj])) C?Et:jzlsl Sﬁ ) p value
Sex <0.01
Male 119 (83) 134 (63.5)
Female 25 (17) 77 (36.5)
Age (years) <0.01
<60 72 (50) 170 (80.5)
260 72 (50) 41 (19.5)
Mean age (range) 59.85(26-80)  52.33 (20-88)
Smoking status <0.01
Smokers 104 (73) 61 (38)
Nonsmokers 38 (27) 100 (62)
No information 2 50
Histology /
Adenocarcinoma 96 (66%) /
Squamous cell 48 (34%)

carcinoma

p value based on Pearson’s chi-square test.

for Statistical Computing (R version 3.5.1) and especially
functions from packages MASS and questionr (Version
0.7.0). All statistical analyses are two sided, and the signifi-
cance level is set at p = 0.05.

3. Results

3.1. Subjects Characteristics. To test the association between
TERT, OGGI, and CHRNAS5 gene polymorphisms and the
risk of LC, we conducted a case-control study consisting of
144 NSCLC cases and 211 controls enrolled in four Univer-
sity Hospitals of Eastern Algeria (Constantine, Sétif, Batna,
and Annaba). The distributions of age, gender, smoking his-
tory, and histology type among the study subjects were sum-
marized in Table 1. The distribution of gender and that of age
were statistically significant between the cases and controls
(p <0.01). Thus, the cases and controls were incompletely
matched in this study population. Among the cases, 66%
were diagnosed with adenocarcinoma and 34% with squa-
mous cell carcinoma. Approximately 73% of case subjects
and 37% of control subjects were ever smokers. As expected,
case subjects had a significantly higher level (p = <0.01) of
smoking than control subjects.

3.2. Association Analysis of Candidate SNPs with LC Risk.
The distribution of TERT, OGG1, and CHRNAS5 gene poly-
morphisms in cases and controls are presented in Table 2.
The allele frequencies of the three gene polymorphisms in
controls were consistent with the Hardy-Weinberg equilib-
rium; the p values are as follows: 0.15 for TERT, 0.49 for
OGGl, and 0.15 for CHRNAS.

After sequencing the promoter of TERT gene, the two
SNPs could not be found in this population (c.124C>T,
c.146C>T), but we observed the presence of the rs2853669
polymorphism with a high frequency.
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TasLe 2: TERT, OGGI, and CHRNAS genotypes and lung cancer risk.
Genes Genotype/mode® Cases (%) Controls (%) )4 OR* (CI) p*
126 94
TT 71 (56.3) 57 (61) Ref — —
TC 49 (38.9) 36 (38) 0.755 0.99 (0.53-1.89) 0.99
CcC 6 (4,8) 1(1) 0.11 4.15 (0.61-83.73) 0.21
TERT rs2853669
T 191 (76) 150 (80) Ref - -
C 61 (24) 38 (20) 1.22 (0.72-2.07) 0.45
Recessive 0.12 4.72 (0.68-97.04) 0.17
Dominant 0.52 1.11 (0.59-2.07) 0.75
143 211
GG 60 (42) 93 (44.3) Ref - -
GA 64 (44.8) 105 (49.8) 0.8 0.98 (0.58-1.63) 0.93
b AA 19 (13.2) 13 (6.2) 0.03 1.75 (0.68-4.69) 025
CHRNAS5" rs16969968
G 184 (64.3) 291 (69) Ref — —
A 102 (35.7) 131 (31) 1.16 (0.80-1.68) 0.41
Recessive 0.02 1.83 (0.78-4.48) 0.16
Dominant 0.69 1.07 (0.65-1.76) 0.78
144 210
CcC 79 (54.9) 107 (50.9) Ref — —
CcG 54 (37.5) 83 (39.3) 0.58 0.88 (0.52-1.48) 0.62
b GG 11 (7.6) 20 (9.5) 0.46 1.45 (0.53-4.07) 0.46
OGGI1° rs1052133
C 212 (73.6) 297 (71) Ref — -
G 76 (26.4) 123 (29) 1.01 (0.68-1.5) 0.92
Recessive 0.53 1.44 (0.55-3.83) 0.45
Dominant 0.46 0.94 (0.57-1.54) 0.79

OR = odds ratio; CI = confidence interval. *OR adjusted for sex age and tobacco consumption. *The dominant mode: AA vs Aa+aa, where A is major alleleand a
is minor allele; the recessive mode: AA+Aa vs aa. "Numbers may not add up total number of patients due to genotype failures.

The minor allele frequencies (MAFs) of TERT rs2853669,
OGGI rs1052133, and CHRNAS5 rs16969968 and polymor-
phisms in cases/controls were C: 24%/20%, G: 26.4%/29%,
and A: 35.7%/31%, respectively. The genotype distribution
of TERT and OGGI was not significantly different between
LC and control groups in all models, although the genotype
distribution of CHRNAS was significantly different in the
recessive and homozygote modes (p=0.02 and p=0.03,
respectively). After adjustment for the sex and age, the signi-
fication becomes marginal (data not shown), and after
adjustment for the sex, age, and tobacco consumption fac-
tors, we found that the correlation vanished (pAdj=0.16,
OR =1.83, CI=(0.78 — 4.48), and pAdj=0.25, OR = 1.75,
CI=(0.68 - 4.69), respectively).

3.3. Stratified Analysis for the Three SNPs Studied with LC
Risk. We then performed a stratified analysis according to,
tobacco consumption, histological type (Table 3), age, and
sex (Table 4), in order to investigate associations between
genetic polymorphisms and stratified factors in dominant,
codominant recessive models. In addition to that, we studied
these associations at the level of alleles (Table 5).

For TERT rs2853669, the results showed that the persons
having CT or CC genotypes and passed 60 years had a larger
risk of suffering from LC than those carrying TT genotype

(p=0.04). Among males, the homozygote genotype CC
increase the risk of LC than TT or TC genotypes with p=
0.03 (Table 3). In addition to that, the patients with CC geno-
type have a tendency to have a squamous type rather than
adenocarcinoma. Yet after adjustment, there was no statisti-
cal signification for the three stratified factors.

The OGG1 rs1052133 did not show any signification
with stratified factors, except for age (>60years), which
reveals an association with the increase of LC for the persons
having a minor allele (GG), in comparison with person with
CC genotype (p =0.04). After adjustment for age, sex, and
smoking status, the signification become marginally signifi-
cant (p=0.09, OR=0.49, CI=(0.21-1.11)).

As for CHRNAS rs16969968, we observed an increasing
risk for LC among males with a recessive genotype (AA) com-
pared with those having GG or GA genotype with p = 0.02.
However, after adjustment, the signification disappears.
Smokers with an AA allele have a larger risk of LC than
smokers with GG or GA genotype (p = 0.02); after adjustment
for age and sex, the signification persists with pAdj=0.03,
ORAdj = 3.91,and CI = (1.24 — 17.34). For the stratified anal-
ysis according to the histological type, we observed that the
persons with AA allele have preferentially an adenocarcinoma
rather than squamous type under the recessive and homozy-
gote models p =0.003 and p =0.005, respectively. This risk



Pulmonary Medicine

TaBLE 3: Association between TERT, CHRNAS, and OGGI polymorphisms and lung cancer risk, stratified by histology and tobacco

consumption.
Population Gene Genotype Cases/controls® p OR,4 i CI,, gj P, g
TT 46/20 Ref
TC 40/19 0.81 0.86 (0.39-188) 0.71
TERT rs2853669 CcC 5/0 0.14 — — 0.99
Dominant (TC+CC) 46/20 0.93 0.97 (0.44-2.10) 0.94
Recessive (TC+TT) 86/39 0.13 — — 0.98
GG 42/24 Ref
GA 44/34 0.37 0.72 (0.36-1.42) 0.35
Smokers* CHRNADS5 rs16969968 AA 18/3 0.05 329 (0.79-15.28) 0.08
Dominant (GA+AA) 62/37 0.89 0.93 (0.48-1.79) 0.83
Recessive (GA+GG) 86/58 0.02 391 (1.24-17.34) 0.03
CC 59/35 Ref
CG 36/23 0.82 0.81 (0.40-1.63) 0.56
0GG1 rs1052133 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
Recessive (CG+CC) 95/58 0.37 2.03 (0.57-9.59) 0.30
TT 23/30 Ref
TC 9/9 0.62 1.32 (0.42-4.19) 0.63
TERT rs2853669 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
Recessive (TC+TT) 32/39 0.89 1.71 (0.06-47.92) 0.71
GG 16/49 Ref
GA 22/44 04 1.36 (0.61-3.05) 0.44
Nonsmokers* CHRNADS rs16969968 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
Recessive (GA+GG) 36/93 0.34 0.31 (0.01-1.97) 0.29
CcC 18/48 Ref
CG 18/45 0.86 0.94 (0.42-2.10) 0.89
OGGI1 rs1052133 GG 2/7 0.74 0.83 (0.10 - 4.23) 0.84
Dominant 20/52 0.94 091 (0.42-1.99) 0.82
Recessive 36/93 0.71 0.84 (0.11-3.80) 0.83
TT 50/57 Ref
TC 33/36 0.88 1.01 (0.50-2) 0.97
TERT rs2853669 CcC 3/1 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
Recessive (TC+TT) 83/93 0.27 3.90 (0.43-85.93) 0.26
GG 37/93 Ref
GA 42/105 0.98 1.01 (0.57-1.79) 0.95
Adenocarcinoma™ CHRNADS rs16969968 AA 16/13 0.005 2.54 (0.95-7.07) 0.06
Dominant (GA+AA) 58/118 0.40 1.18 (0.68-2.06) 0.53
Recessive (GA+GG) 79/198 0.003 2.55 (1.07-6.35) 0.03
CcC 50/107 Ref
CG 39/83 0.98 0.95 (0.53-1.67) 0.86
0OGG1 rs1052133 GG 7120 0.53 1.6l (0.52-4.80) 0.39
Dominant (CG+GG) 46/103 0.85 1.00 (0.58-1.73) 0.97
Recessive (CG+CC) 89/190 0.52 1.49 (0.50-4.24) 0.45
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TasLE 3: Continued.
Population Gene Genotype Cases/controls® p OR, Cl,g Py
TT 21/57 Ref
TC 16/36 0.63 1.10 (0.43-2.77) 0.83
TERT rs2853669 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
Recessive (TC+TT) 37/93 0.04 7.60 (0.65-208.01)  0.14
GG 23/93 Ref
GA 22/105 0.61 0.81 (037-1.71) 058
Squamous™* CHRNAS rs16969968 AA 3/13 0.91 0.78 (0.13-3.71) 0.76
Dominant (GA+AA) 25/118 0.62 0.80 (0.38-1.68) 0.56
Recessive (GA+GG) 45/198 0.98 0.93 (0.18-3.95) 0.93
CcC 29/107 Ref
CG 15/83 0.24 0.64 (0.28-1.42) 0.28
OGG1 rs1052133 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
Recessive (CG+CC) 44/190 0.79 1.67 (0.38-6.66) 0.46

OR = odds ratio; CI = confidence interval; Adj = adjusted. * OR adjusted for gender and age. ** OR adjusted for gender, age, and smoking habit. “Numbers may

not add up the total number of patients due to genotype failures.

was not affected by adjusting for other factors (age, sex, and
smoking) pAdj = 0.03, ORAdj = 2.55, and CI = (1.07 - 6.35).

As for the stratified analysis by sex, smoking, histological
type, and age, according to alleles, no significant association
was found.

4, Discussion

High incidence and poor prognosis of LC make it a major
health problem worldwide. Although the LC is linked to
environmental exposure to carcinogens, especially cigarette
smoking, only some smokers develop LC, which suggests that
there is an interindividual difference in susceptibility to the
disease. In this study, polymorphisms in three genes involved
in the metabolism of carcinogens or in the repair of damaged
DNA in lung cells, TERT (rs2853669), OGG1 (rs1052133),
and CHRNAS5 (rs16969968), were examined for association
with NSCLC risk in a case-control study of 144 patients
and 211 control subjects of Eastern Algerian population in
an attempt to explain this interindividual difference.

In our population, none of these three genes shows an
influence on the LC risk, except the CHRNAS5 rs16969968
SNP, which was significantly different between cases and
controls, but after adjustment, the signification disappears.
These results are in accordance with the findings of numer-
ous studies but contradictory to others [16, 26, 29]. The
allelic frequencies were slightly different from those found
in other populations and close to those of Caucasian popu-
lation but differ drastically from Asiatic and African popu-
lation [30].

For TERT gene, after sequencing its promoter, we identi-
fied in our population the rs2853669 polymorphism. The
rs2853669 MAFs in our control group is C = 20%. According
to literature and HapMap data, there is no big difference
between the MAFs of rs2853669 in Caucasian and Asian
populations, C: 26%-37% [12, 31]. Overall, in our study, no

significant association was found between the rs2853669
and NSCLC. In the stratified analysis, no difference was
noticed for all stratified factors. Only two studies were per-
formed in LC which were conducted exclusively on the Asian
population, and they found a strong association between
rs2853669 and LC risk [32, 33]. A large recent meta-
analysis where thirteen studies involving 16 datasets were
pooled to evaluate the association between rs2853669 and
cancer risk were realized, and researchers demonstrated that
rs2853669 alone does not increase or decrease the overall risk
and prognosis of cancer. In a stratified analysis by cancer
type, a protective effect was found for breast cancer and a sig-
nificant association was found for LC and glioblastoma; how-
ever, the small number of studies limited its credibility [29].
Concurrently, another recent meta-analysis with the same
objective of the precedent had the pooled results indicating
that the rs2853669 polymorphism was significantly associ-
ated with increased cancer risk in a homozygote model. In
the stratified analysis, a significantly increased cancer risk
was observed for Asians, but not so for Caucasian patients.
A subgroup analysis by cancer type also revealed a significant
increase in the risk of LC, but not breast cancer [12].

For the OGG1 rs1052133, previous studies have shown
that homozygous carriers of the variant appear to have
reduced repair capacity toward oxidized DNA lesions, and
previous evidence indicated higher levels of 8-0x0G in lung
tissue of LC patients than in lung tissue of patients without
cancer [34, 35]. Numerous studies have investigated the asso-
ciation between LC and this SNP, and the results are quite
diverse [16-18]. In our study, the MAFs in the control group
of rs1052133 was G =29%, which is slightly higher than fre-
quencies previously reported for Caucasians (15% to 25%),
and lower than those reported (40% to 62%) for Asian popu-
lations, but consistent with those obtained (33%) for the
Turkish population, and similar to those found (G =27%)
in a study of the North African population [16, 36, 37]. The
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TaBLE 4: Association between TERT, CHRNAS, and OGG1 polymorphisms and lung cancer risk, stratified by gender and age.
Population Gene Genotype Cases/controls® p OR, 4 Clg Pag

TT 55/40 Ret
TC 40/32 0.76 0.74 (0.35-1.55) 0.43
TERT rs2853669 CcC 6/0 0.04 — — 0.99
Dominant (TC+CC) 46/32 0.88 0.90 (0.43-1.86) 0.78
Recessive (TC+TT) 95/72 0.03 — — 0.98
GG 49/60 Ref
GA 51/65 0.88 0.92 (0.50-1.71) 0.80
Male** CHRNAS 1516969968 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
Recessive (GA+GG) 100/125 0.02 2.09 (0.82-5.88) 0.13
CcC 68/67 Ref
CG 42/51 0.43 0.80 (0.44-1.48) 0.47
OGGI rs1052133 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
Recessive (CG+CC) 110/118 0.31 1.51 (0.47-5.36) 0.48
T 16/17 Ref
TC 9/4 0.20 2.49 (0.66-10.91) 0.19
TERT rs2853669 CC 0/1 0.33 — — 0.99
Dominant (TC+CC) 9/5 0.32 2.02 (0.56-7.97) 0.29
Recessive (TC+TT) 25/21 0.28 — — 0.99
GG 11/33 Ref
GA 13/40 0.95 1.03 (0.39-2.70) 0.94
Female™* CHRNAS rs16969968 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
Recessive (GG+AA) 24/73 0.81 0.85 (0.03-7.46) 0.90
CcC 11/40 Ref
CcG 12/32 0.51 1.06 (0.39-2.85) 0.89
OGGI rs1052133 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
Recessive 23/72 0.79 1.20 (0.16-6.24) 0.83
T 32/16 Ref
TC 28/5 0.06 2.26 (0.72-7.97) 0.17
TERT rs2853669 CC 3/0 0.22 — — 0.99
Dominant (TC+CC) 31/5 0.04 249 (0.80-8.72) 0.12
Recessive (TC+TT) 60/21 0.30 — — 0.99
GG 31/16 Ret
GA 29/23 0.30 0.62 (0.26-1.43) 0.27
>60" CHRNAS 1516969968 AA 12/2 0.15 2.83 (0.62-20.48) 0.22
Dominant (GA+AA) 42/93 0.52 1.26 (0.66-2.42) 0.46
Recessive (GG+AA) 64/159 0.36 1.22 (0.38-3.86) 0.72
CcC 38/15 Ref
CG 29/26 0.04 0.49 (0.21-1.11) 0.09
OGGI rs1052133 GG 5/0 0.16 — — 0.99
Dominant (CG+GG) 34/26 0.09 0.58 (0.25-1.29) 0.18
Recessive (CG+CC) 67/41 0.08 — — 0.98
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TasLE 4: Continued.
Population Gene Genotype Cases/controls” P OR, 4 Clag Py
T 39/41 Ref
TC 21/31 0.34 0.67 (0.30-1.48) 033
TERT rs2853669 CcC 31 0.30 2.99 (0.33-65.93) 0.37
Dominant (TC+CC) 24/32 0.49 0.76 (0.34-1.63) 0.48
Recessive (TC+TT) 60/72 0.24 3.70 (0.41-82.55) 028
GG 29177 Ref
GA 35/82 0.67 1.26 (0.65-2.44) 0.48
<60* CHRNAS rs16969968 AA 7/11 0.31 1.27 (0.35-4.48) 0.70
Dominant (GA+AA) 42/93 0.52 1.26 (0.66-2.42) 0.46
Recessive (GG+GA) 64/159 0.36 1.22 (0.38-3.86) 0.72
CC 41/92 Ref
CcG 25/57 0.95 1.33 (0.76-2.66) 0.41
OGGI1 51052133 GG 6/20 0.42 1.01 (0.30-3.20) 0.97
Dominant (CG+GG) 31/77 0.72 1.27 (0.67-2.44) 0.45
Recessive (CG+CC) 66/149 0.42 0.90 (0.27-2.75) 0.86

OR = odds ratio; CI = confidence interval; Adj = adjusted. *OR and p adjusted for smoking and gender. **OR adjusted for age and smoking habit. *Numbers

may not add up the total number of patients due to genotype failures.

frequency of individuals carrying homozygous variant allele
GG was slightly higher in the controls (9.5%) than in the
cases (7.6%), which suggests a protective effect, but this dif-
ference is not statistically significant (p = 0.46). Two previous
studies found that this SNP could have a protective effect for
LC [36, 38]. Overall, the rs1052133 does not have any effect
on the risk of NSCLC in our population. These results are
in agreement with the finding of three studies but in discor-
dance with evidence from two other studies [13, 36, 39-41].
Duan et al. did a meta-analysis (data from 8 studies), and
no association was found between OGGI rs1052133 and
NSCLC risk [16]. It seems that Asians may have a much
higher susceptibility to LC than the others due to having a
higher frequency for the variant G allele [42, 43].

In our stratified analysis by histological type, gender, age,
and smoking habits, only the age showed a marginally signif-
icant elevation of risk of NSCLC for persons more than 60
years old and carrying a recessive genotype GG. However,
results obtained by Hung et al. were not in agreement with
ours [34].

Our findings could not explain the significantly lower
capacity to incise 8-0xoG by leukocytes of NSCLC patients
in comparison to healthy controls. A possible explication is
that OGGI gene polymorphisms are only one of many
parameters that might affect OGG1 activity. Another expla-
nation as suggested by Lee et al. is that the GG genotype is
deficient in the repair of oxidatively generated DNA dam-
age only under conditions of cellular oxidative stress [44].
However, both of these hypotheses need to be confirmed
in future studies.

The 1516969968 CHRNAS5 polymorphism was the sub-
ject of a large number of investigations [21, 23, 26, 45]. Dif-
ferent gene expression and disease association studies
provided evidence that both nicotine-dependence risk and
LC risk are influenced by this polymorphism. This variant
is common in populations of European and Middle Eastern

origin, (MAFs = 37%-43%) but uncommon in African, East
Asian, and Native American populations (<5%) [20]. For
the Algerian population, the MAFs of the rs16969968 in the
control group is A = 31%, which is in disagreement with the
result found for the Mozabit ethnic group (MAFs = 18%)
[46]. This result can be explained because the Mozabit eth-
nicity stands out genetically from the remaining population
due to their practice of endogamy [46]. Our results show a
decrease of the variant allele in cases and not in controls,
but after adjustment for sex, age, and smoking, the significa-
tion disappears (p = 0.16). Thus, our data do not support an
important role for the SNP in NSCLC risk. However, previ-
ous studies on different ethnic groups, predominantly Cauca-
sian, showed a rather important association between
rs16969968 and LC risk.

When stratified according to histologic subtype,
rs16969968 was associated with LC risk in ADK but not in
SCC (p=0.03) under the recessive model. Falvella et al.
reported that CHRNAS5 mRNA levels are upregulated 30-
fold in ADK compared with normal lung tissue in individuals
carrying AA genotype compared with those having GG geno-
type [47]. Nevertheless, Jaworoska et al. showed that this
locus is implicated in all histopathologic subtypes of LC
[48]. In spite of ADK and SCC being categorized as NSCLC,
they have as molecular pattern, and for that reason, the
rs16969968 may influence LC susceptibility differently
according to histologic subtype. Additional studies are
needed to confirm this hypothesis.

The stratified study on the smoking factor showed that
smokers with AA genotype exhibit a four-fold higher risk
of NSCLC compared with those carrying GA and GG geno-
types. Results reported by Le Marchand et al. could explain
our results; the authors found that smokers with the AA
genotype smoke more cigarettes, but also smoke more
intensely, extracting a greater amount of nicotine and carcin-
ogens per cigarette, compared with noncarriers [49]. On the
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TasLE 5: Association between TERT, CHRNAS, and OGG1 polymorphisms and lung cancer risk, stratified by gender, age, smoking, and
histological at the level of alleles.

Population Gene Allele Case/control* p OR, g4 Clg Prgi
T 132/59
TERT
C 50/19 0.60 1.15 0.62-2.18 0.66
G 128/82
Smokers® CHRNAS
A 80/40 0.30 1.25 0.78-2.03 0.34
C 154/93
0GG1
G 54/29 0.65 1.07 0.64-1.83 0.79
T 55/69
TERT
C 11/11 0.62 1.36 0.52-3.54 0.52
Nonsmokers® CHRNAS G 521142
A 22/58 091 0.98 0.53-1.78 0.95
C 54/141
0GG1
G 22/59 0.93 0.92 0.50-1.67 0.81
T 131/128
TERT
C 39/30 0.38 1.16 0.66-2.04 0.57
G 114/224
Adenocarcinoma®® CHRNAS5 /
A 74/98 0.04 1.33 0.89-1.98 0.15
C 137/234
0GGl1
G 53/88 0.88 1.07 0.69-1.63 0.75
T 56/128
TERT
C 22/30 0.11 1.48 0.71-3.08 028
P G 66/224
Squamous CHRNAS5
A 28/98 0.90 0.87 0.49-1.52 0.64
C 71/234
0GGl1
G 23/88 0.58 0.88 0.48-1.60 0.70
T 146/90
TERT
C 52/24 0.30 1.15 0.64-2.11 0.63
e G 145/123
Male CHRNAS5
A 87/57 0.21 1.21 0.78-1.87 0.38
C 175/133
0GG1
G 60/47 091 0.98 0.61-1.57 0.93
T 41/38
TERT
C 9/6 0.56 1.45 0.47-4.76 0.51
G 35/101
Female** CHRNAS5
A 15/41 0.88 0.99 0.47-2.02 0.98
C 34/101
0GG1
G 16/41 0.68 1.07 0.51-2.16 0.85
T 92/37
TERT
C 34/5 0.04 2.21 0.84-6.96 0.13
G 91/53
>60* CHRNAS !
A 53/27 0.65 1.12 0.63-2.03 0.69
C 105/55
0GGl1
G 39/25 0.51 0.86 0.47-1.61 0.64
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TasLE 5: Continued.
Population Gene Allele Case/control” p OR,y ClLg Pgi
T 95/91
TERT
C 27/25 0.91 0.94 0.49-1.79 0.86
G 89/171
<60 CHRNAS !
A 49/71 0.21 1.18 0.73-1.90 0.48
C 103/179
0GG1
G 37163 0.93 1.14 0.68-1.89 0.60

OR = odds ratio; CI = confidence interval; Adj = adjusted. *OR and p adjusted for smoking and gender. **OR adjusted for age and smoking habit. “Numbers
may not add up total number of patients due to genotype failures. *OR adjusted for gender and age. **OR adjusted for gender, age and smoking habit.

other hand, another plausible explanation is that the variant
of rs16969968 leads to reduced receptor activity and that
individuals carrying the A allele may require larger amounts
of nicotine to achieve the same level of dopamine release [20].
On the other hand, a meta-analysis concluded that the
rs16969968-A predicts delayed smoking cessation and an
earlier age of LC diagnosis [50]. It was confirmed by a recent
study realized by Forget et al. showing that transgenic rats
expressing a human nicotinic receptor polymorphism self-
administer more nicotine at high doses and exhibit higher
nicotine-induced reinstatement of nicotine seeking than wild
type. This relapse is associated with reduced neuronal activity
in the interpeduncular nucleus [51]. All these studies show
the importance of the rs16969968, especially for early diag-
nosis of LC, and may provide potential targets for new ther-
apies for smoking cessation interventions. Especially,
prospective studies indicate that in 2030, tobacco use will
be responsible for 10 million deaths, making it the leading
cause of preventable deaths [52].

It is important to mention that the Algerian popula-
tion—which belongs to Africa’s largest country—is a very
specific population genetically wise due to both historical
and cultural reasons with the Berbers being the native popu-
lation of the region [53]. History of the region bears witness
to many invasions, conquests, and migrations by Phoeni-
cians, Romans, Vandals, Byzantines, Arabs, Jews, Spanish,
and French, making it a true admixture which could explain
why the MAFs of the Algerian population is close to the Cau-
casian and Middle Eastern ones and that no significant asso-
ciation was found. In addition, it was shown that some
Berber populations (Tuareg, Mozabite) are different com-
pared to the genetic North African ones, having gone
through long periods of genetic isolation [27]. This can
explain the remarkable difference between the rs16969968
CHRNA5 MAFs of Mozabite that were found (A =18%)
and ours (A =31%) [46]. Another characteristic of our pop-
ulation, related to cultural factors connected with smoking,
is that Algerian women do not smoke except in rare cases,
which could explain the lack of significance between
1516969968, (strongly associated with the risk of LC) in Cau-
casian population.

5. Conclusions

In conclusion, our study, which is the first of its kind related
to the molecular of LC for the East Algerian population, has

considered the association of the polymorphisms of three
genes TERT (rs2853669), CHRNA5 (rs16969968), and
OGGI (rs1052133) in Eastern Algerian population, and
has shown that the rs16969968 CHRNAS has a significant
association with adenocarcinoma LC, and interestingly that
the risk is important for smoking patients carrying the AA
genotype.

These significant and novel results of our study have
however some limitations. First, there is the limited sample
size used in the study and the mismatch of our population
in sex, age, and smoking, which could result in some bias in
the results (although the unconditional logistic regression
we used with adjustment for confounding variables, such as
sex, age, and smoking, mostly neutralized this effect). Sec-
ondly, as the sample was not too large, the statistical power
to detect the modest effect of three potential functional SNPs
in stratified analyses is relatively low. Besides this, there were
some missing information on the smoking status for some
people and the duration and intensity of the nicotinic addic-
tion tests. In any case, to fully apprehend the difference in the
genetic background of the various North African populations
will require more studies, and some of the results reported
here may help bring new perspectives on the topic.
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Annexe 02
Clasification anatomo-pathologie 2015 (Couraud 2019)

Types et sous-types histologiques Code ICDO
TUMEURS EPITHELIALES
Adénocarcinome 8140/3
Adénocarcinome lépidiquet 8250/3
Adénocarcinome acinaire 8551/3
Adénocarcinome papillaire 8260/3
Adénocarcinome micro papillairet 8265/3
Adénocarcinome solide 8230/3
Adénocarcinome Invasif Mucineuxt 8253/3
Adénocarcinome invasif mixte mucineux
Adénocarcinome invasif mixte non-mucineux 8254/3
Adénocarcinome colloide 8480/3
Adénocarcinome foetal 8333/3
Adénocarcinome entériquet 8144/3
Adénocarcinome avec invasion minimet
Non-mucineux 8250/2
Mucineux 8257/3
Lésions pré-invasives
Hyperplasie adénomateuse atypigue 8250/0
Adénocarcinome in situt
Non mucineux 8410/2
Mucineux 8253/2
Carcinome malpighien (ou épidermoide) 8070/3
Carcinome malpighien kératinisantt 2071/3
Carcinome malpighien non kératinisantt 8072/3
Carcinome malpighien basaloidet 8083/3
Lésion pré-invasive
Carcinome malpighien in situ 8070/2

Tumeurs neuroendocrines

Carcinome a petites cellules 8041/3
Carcinome a petites cellules compaosite 8045/3
Carcinome neurcendocrine a grandes cellules 8013/3
Carcinome neurcendocrine & grandes cellules composite 8013/3
Tumeurs carcinoides
Tumeur carcinoide typigue 8240/3
Tumeur carcinoide atypigue 8249/3

Lésion pré-invasive
Hyperplasie neuroendocrine diffuse pulmonaire

idiopathique 8040/0

Carcinome a grandes cellules 8012/3

Carcinomes adénosquameux 8560/3
Carcinomes sarcomatoides

Carcinome pléomorphe 8022/3

Carcinome & cellules fusiformes 8032/3

Carcinome & cellules géantes 8031/3

Carcinosarcome 8980/3

Blastome pulmonaire 8972/3

Autres carcinomes et carcinomes inclassés
Carcinome “lymphoepithelioma-like” 8082/3
Carcinome avec réarrangement NUT + 8023/3



Tumeurs de type glandes salivaires
Carcinome mucoepidermoide
Carcinome adénoide kystigue
Carcinome épithélial-myoépithélial
Adénome pléomorphe

Papillomes
Papillome malpighien
Exophytigue
Inversé
Fapillome glandulaire
Papillome mixte malpighien et glandulaire

Adénomes

Pneumocytome sclérosantt
Adénome alvéalaire

Adénome papillaire

Cystadénome mucineux
Adénome des glandes mugqueuses

Tumeurs mésenchymateuses
Hamartome pulmonaire
Chondrome
PEComest
Lymphangioléiomyomatose
PECome bénint
Clear cell tumor
PECome malint
Tumeur myofibroblastique congénitale péri bronchique
Lymphangiomatose diffuse pulmonaire
Tumeur myofibroblastigue inflammatoire
Hémangioendothéliome épithélioide
Blastome pleuropulmonaire
Synovialo-sarcome
Sarcome intimal de I'artére pulmonaire
Sarcome myxoide pulmonaire avec translocation EWSR1-CREB1 t
Tumeurs myoépithéliales +
Myoépithéliome
Carcinome myoépithélial

Tumeurs lymphohistiocytiques

Lymphome extra-ganglionnaire de la zone marginale du MALT
Lymphome diffus & grandes cellules

Granulomatose lymphomatoide

Lymphome intravasculaire diffus a grandes cellules +
Histiocytose pulmonaire Langerhansienne

Maladie d’Erdheim-Chester

Tumeurs d’origine ectopigque

Tumeurs germinales
Tératome, mature
Tératome, immature

Thymome intra pulmonalire

Mélanome

Meéningiome, NOS

8430/3
£200/3
8562/3
£940/0

8052/0
8052/0
8053/0
8260/0
8560/0

88320

82510
8260/0
8470/0
8480/0

£992/0
9220/0

9174/1
8714/0
8005/0
8714/3
8827/1

8825/1
9133/3
8973/3
9040/3
9137/3
8842/3

8982/0
8982/3

9699/3
9680/3
9766/1
9712/3
9751/1
9750/1

9080/0
9080,/1
8580/3
8270/3
9530



Annexe 03

Classification UICC stades des cancers bronchiques, 2015 (Cazin et Dansin 2016).

T Tumeur primitive

X Tumeur qui ne peut étre évaluée, ou tumeur démontrée par la présence de cellules malignes dans les
expectorations ou un lavage bronchique sans visualisation de la tumeur par des examens endoscopiques
ou d'imagerie

TO Pas d'évidence de tumeur primitive

Tis Carcinome in situ

T Tumeur de 3 cm ou moins dans sa plus grande dimension, entourée par le poumon ou la plévre viscérale,
sans évidence bronchoscopique d'invasion de la bronche souche

Tla Tumeur de 2 cm ou moins dans sa plus grande dimension (T1a 2015 : tumeur de moins de 1 cm)

Tib Tumeur de plus de 2 cm sans dépasser 3 cm dans sa plus grande dimension (T1b 2015 : entre 1 et 2 cm)

T1c 2015 | Entre2 et 3 cm

T2 Tumeur de plus de 3 cm sans dépasser 7 cm dans sa plus grande dimension ou présentant une des
caractéristiques suivantes :

e atteinte de la bronche souche a 2 cm ou plus de la caréne

e invasion de la plévre viscérale

 présence d'une atélectasie ou d'une pneumopathie obstructive s'étendant a la région hilaire sans
atteindre |'ensemble du poumon

T2a Tumeur de plus de 3 cm sans dépasser 5 cm dans sa plus grande dimension (T2a 2015 : entre 3 et 4 cm)

T2b Tumeur de plus de 5 cm sans dépasser 7 cm dans sa plus grande dimension (T2b 2015 : entre 4 et 5 cm)

T3 Tumeur de plus de 7 cm ; ou envahissant directement une des structures suivantes : la paroi thoracique (y
compris la tumeur de Pancoast), le diaphragme, le nerf phrénique, la plévre médiastinale ou le péricarde
pariétal ; ou une tumeur dans la bronche souche a moins de 2 cm de la caréne sans I'envahir ; ou associée
a une atélectasie ou d'une pneumopathie obstructive du poumon entier ; ou présence d'un nodule
tumoral distinct dans le méme lobe (T3 2015 : entre 5 et 7 cm)

T4 Tumeur de toute taille envahissant directement une des structures suivantes : médiastin, cceur, grands
vaisseaux, trachée, nerf laryngé récurrent, cesophage, corps vertébral, caréne ; ou présence d'un nodule
tumoral distinct dans un autre lobe du poumon atteint (T4 2015 : supérieur a 7 cm)

N Adénopathies régionales

NX Les ganglions ne peuvent pas étre évalués

NO Pas de métastase ganglionnaire lymphatique régionale

N1 Métastase(s) dans les ganglions lymphatiques intrapulmonaires, péribronchiques et/ou hilaires
homolatéraux, y compris par envahissement direct

N2 Métastase(s) dans les ganglions lymphatiques médiastinaux homolatéraux et/ou sous-carinaires

N3 Métastase(s) dans les ganglions lymphatiques médiastinaux controlatéraux, hilaires controlatéraux,
scalénes ou sous-claviculaires homo- ou controlatéraux

M Métastase a distance

MX La présence de métastase(s) a distance ne peut étre évaluée

MO Absence de métastase a distance

M1 Présence de métastase(s) a distance

M1a Nodule(s) tumoral(aux) distinct(s) dans un lobe controlatéral; tumeur avec nodules pleuraux ou
épanchement pleural (ou péricardique) malin

M1b Métastase a distance (M1b 2015 : métastase extrathoracique unique dans un organe)

M1c 2015 | Métastases extrathoraciques multiples




Annexe 04
Loci de susceptibilité au cancer du poumon

Loci de susceptibilité au cancer du poumon dérivés des études GWAS, spécificité par sous-groupes
et génes candidats (Bossé et Amos 2018).

Age of
GWAS loci Histology Smokil Gend: Ethnicity onset >1loci Suspected causal genes
1p36.32 (29) s m a AJAPI (87), NPHP4 (88)
10311 (25) e FUBP, DNAJB4
1922 (56) sQ MUCT (89, 90), ADAMIS (91), THBS3
2p16.3 (39) a NRXNT (92)
2932 (22) - e NUP35 (93)
29322 (52) AD s m a HIBCH, INPP1 (94), PMSI, STATI
3p26 (44) e No genes. Deletions associated with cancer (95, 96)
3028 (23, 25, 27, 28, 32, 36) . AD w 7P63 (97, 98)
3429 (26) a C3orf21 (26)
4p15.2 (45, 46) 5Q e KCNIP4 (99)
5pl5 (18-22, 25-28, 32, 35, 36, 55) I 7:r7 (100-105), CLPTMIL (106-110)
5q14.2 (42) XRCC4 (111
5031 (29) PAHAZ (112), CSF2 (113), IL3 (N3), SLC22A5 (29, T14),
ACSLE (115)
5432 (29) AD n w STK32A (29), PPP2R2B (116, 117), DPYSL3 (118)
6p22.2 (31) HISTIHIE

6p21 (18, 20-22, 25, 31, 32, 36, 37, 42, 54)

BAGE (119, 120), APOM (121, 122), TNXB (123), MSH5
(124), BTNL2, PRRC2A (BAT2), FKBPL (125, 126),
HSPAIB (127), FOXP4, FOXP4-AS], GTF2H4 (42),
LRFN2, HLA-A (128), HLA-DQBT (128)

6922 (36) AD n w DCBLDT (129, 130), ROST (131-133)

6427 (25) RNASET2

7p15.3 (54) SP4, DNAHII

8p211 (25) EPHX2, CHRNA2

8pl2 (25) . A NRGT (134)

9p213 (22, 25, 37, 56) CDKN2A (135), CDKN2B (135), CDKN2B-AS] (136,
137), MTAP

10p14 (29) GATAZ (138-141)

10023.33 (45) n w FFAR4 (142)

100243 (25) AD 0BFCI

10025.2 (36) sQ w VTIIA (143-145)

6233 (25) AD MPZL3, AMICA]

12p13.33 (22, 25, 40) RAD52 (40, 146-151)

1201313 (37, 41) n w ACVRIB (152, 153), NR4AT

129231 (30) osa NRIH4 (154), SLCI7A8 (155, 156)

12024 (55) SH2B3

1301212 (28) MIPEP, TNFRSFI9 (157)

13q13.1 (23, 25, 56) o osa BRCAZ (158)

130313 (34) n GPCS (159, 160)

150211 (25) AD SEMAGD, SECISBP2L (161)

15025 (14-22, 25, 44)

17924.3 (32, 36)

CHRNAS5, CHRNA3, CHRNB4, IREB2, PSMA4 (162),
HYKK
BPTF (32,163, 164)

18p11.22 (38) n FAM38B (165), APCDDI1 (166, 167), NAPG
18121 (46) AD GAREM (168)

19913.2 (25, 44) TGFB1(169), CYP2A6

20q1.21 (31) BPIFBI (170)

20q13.2 (29) AD CYP24A7 (171-174)

20q13.33 (25) AD RTEL1(175)

22q12.1 (23, 25) sQ CHEK2 (24,176)

mmmmmmmmmlmmmmmm ™ ® © D O © ® @ » O © o o @ @

22q12.2 (28) - LIF (177,178), HORMADZ, MTMR3

Abréviations : AD : adénocarcinome ; a : Asiatiques ; e : Européens ; m : hommes ; n : non-fumeurs ; o : plus 4gé ; s
: fumeurs ; SQ : carcinome épidermoide ; w : femmes ; y : jeunes. La couleur de la L'arriere-plan illustre la force des
preuves sur une échelle en noir et blanc ot le noir indique des preuves convaincantes et le blanc indique qu'il n'y a pas
de preuves jusqu'a présent. La force de la preuve était attribué en fonction du contenu des publications citées dans la
premiére colonne, compte tenu du nombre d'études qui ont reproduit les associations, le niveau de signification
statistique et la qualité des études, par exemple la taille de I'échantillon. L'absence de preuves (en blanc) ne permet
pas de distinguer l'absence d'associations étudiées de celles pas encore examiné et met également en évidence les
lacunes en matiére de connaissances.



Annexe 05

Principales anomalies cytogénétiques des cancers bronchiques : pertes/ délétions

chromosomiques (Madelaine et Zalcman 2005)

N* Précocité Histologie Géne (s)* Influence pronostique
(K épidermoide c/o le péjorative
fumeur)

LOH 3p Epithélium normal 80 % CBPC FHIT : 3p14.2 Qui

50 % CBNPC FOXP1 : 3p14.1
RASSF1 : 3p21.3 Qui
RARp : 3p24.2 7
TGFp RIl: 3p22 ?
WNT7 : 3p25?
Peaténine:3p21.3 ?
Sema3F : 3p21.3 7
Amplicon Dysplasie sévere/CIS 45 % CBNPC p63AIS Pronostic plus favorable
3q26-3ter (88 % epi, 42 %
grandes cellules
11 % adénok
LOH 4p ? 53 % CBNPC SLIT2 4p15.2 ?
36 % CBPC

LOH 5q Stades tardifs 30 % CBNPC APC/MCC 5q21-22 Qui : délétion locus
(N*, metastase) SemadD 5q21-22 7 APC/MCC

LOH 8p Hyperplasie/métaplasie 40 % CBNPC 8p21-22 : DR5/TRAIL- ?

(aprés 3p, voire 9p) R2 dans 11 % des NAPC

LOH 9p Dysplasie 50 % CBNPC 9p21 (INK4a:p16,p19) oui

9p34.1 (DAP-K) oui

LOH 10q Stades tardifs 10-15 % CPCet épi PTEN 10q23 ? ?
Lignées cellulaires 10q22-q26 ?

LOH 11p Stades tardifs 50 % CBNPC 11p15.5 ?
(métastase) Ribonucléotide Réductase ?

pS?KIPE ?
IGF2 ?
TSG101 7
11p11.2: KAI-1 ?
Amplicon 11q13  Dysplasie 21 % des CBNPC ~ CCNDA1 (cyclineD1) oui
LOH 13g - 80 % CBPC Rb: 13q14 7
44 % NSCLC ING1b 13q33-34 7 ?
Amplicon 14q13  ? 37 % adénok HNF3 a 14q13 ?
LOH 17p Metaplasie malpighienne 60 % CBPC p53 : 17p13 oui
50 % CBNPC
Amplicon 17q ? 5a20 % des ErbB2 : 17q.11.2-12 Non (discuté)
CBNPC
LOH 22q Stades tardifs 35-5 % CBNPC MYO18B : 22q12.1 Qui
45-6 % CBPC TIMP3 22q12.3 ?

*En gras les genes dont 'implication dans la carcinogenése bronchique est établie par des séries importantes de groupes difféerents,
avec des données convergentes. Genes candidats a un role dans la carcinogenése bronchique, non formellement etabli (en
italique), voire peu vraisemblable (locus délété mais autre géne vraisemblablement en cause, ou données contradictoires ou
insuffisantes, en noir avec point d’interrogation). CBNPC : cancers bronchiques non a petites cellules ; CBCPC : cancers
bronchiques a petites cellules.



Annexe 06

Questionnaire et fiche de consentement (Patients)

NUMEFO 0B UOSSIEN ¢ tuviurernrereraeenrnreensnsesesesssssessessssssnsnssssssssssnsssssnsnsssmsssssssosasssssssassssses
NOM BL PIEINOIMS & tuiuiiiieiurnrieteeeaenenseresasesesessacsessssnsnsesessssssnsnsssassssssssssssnsnsasnsnsnsssssns
Date de NAISSANCE fuieeieireenrsseersssersnssssnssssnssssessssssessssessnssssnssssnsssssonssns

WVILAY @ ¢ viriiniiiiiieieiiaineintetertntsssntosontsssssnssssssesssssssnssssnssssnssssnssssnsssonsossessasssnssnsonss
PO ESSION & iueiniiniiiiniieietieteransetsntossntosssonssssessssssessnsessnssssnssssnsessssnssnsnssnsessssnsossnssns

Premiers symptomes : TOUX :... vevervecenanes Dyspnée :......ceueneee Hémoptysie :... ......... Douleur

TaDAGISIME ACHIT 2 cuireiiieiiiiiiiiiieiiiiietiietetiasecetsasessnsessnsossnssssssnssssnssssossmsensssnsossssassass
TaDAgISIME PASSIT & ceeeiiniiiiiiiiiieieiietiiinteeetenteesasareecnsessasencessasesassnssssnssssnsnssnsnssssesnsns
N (00T TRt

ANTECEAENTS PEISONNELS ¢ vveriniiieieiniieeeeneeteeieeneerecncacesessscesnsnsesnsnsesesessnsnsnsssmmsesnssassasns

Localisation tUMOKAIE : c.cuiuieiiiiiiniiiiiiiiiiiiiir e sasesaessssssssssssssasesssenns
CRIUNGIE & eieiiiiiiiiiiiiiieieiieetetiaeeeatasesansnsesonsssnssssnsansssensasnssnsssansnssesasansnssnsanas
ChiMIOtNEIAPIE & ceeeiieiiiiiieiiieieiiiieetieeeeinteetacnteecerassnsansesonsessssnsossnsassesansassssessssaesanne
RAIOTNEIAPIE ¢ ceieieiiiiiiiiiiiieiiiieieieteeenteaeeeeeenseeensescnsansesansssnsansesansnssnsanssssmmsassaens

TYPE NISTOIOGIQUE £ weneieieiniieiiieeieeieeeeeieteerareeeeseseesnsensnsensascnsasascnsansesasmosasssessesasssnssnssasse

Fiche de Consentement (patient)

Je donne mon accord a la réalisation des études génétiques qui peuvent aider au diagnostic ou a la
prévention de la maladie dont je souffre.

Je donne mon accord pour que mon prélévement soit a la disposition de la communauté scientifique a des
fins de recherche biomédicale.

NOM & oo Prénom: ... Né(e) le.......
[uvienn. fovinn.

Fait a Constantine, le ........................ Signature



Annexe 07

Questionnaire et fiche de consentement (Témoins)

NUMEIr0 de CaraCtlriSAtION : ...ttt e e e,

N OM Bt PEBNOIM & L e e e e e

VYA © o
e (0] 15157 T o
TabagiSMe ACtIT & . e
TabAgISME PASSIT & .ot

AAICOOT ¢ o

Fiche de Consentement (Témoin)

Je donne mon accord pour que mon prélevement soit a la disposition de la communauté scientifique a
des fins de recherche biomédicale.

NOM vttt ereeeseeesesrerserserene e ess s PTENOM T ottt eseeeseses s Né(e) lewc. funei [un..

Fait a Constantine, le ........................Signature



Annexe 08

Protocole d’extraction d’ADN

1. Préparation des leucocytes

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

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

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

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

e Centrifuger dans les mémes conditions précédentes.

e Déverser le surnageant : obtention d’un culot de leucocytes.

e (Sion s’arréte a ce niveau, les mettre dans un tube nunc de 15 ml avec du TE 10 :1 et les
conserver & -20°C dans un congélateur).

2. Extraction de PADN

Décongeler les leucocytes.
Centrifuger pendant 15 min a 3900 rpm

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

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

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

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

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

Le lendemain ; refroidir dans la glace.

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

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

Centrifuger 15 min a 2500 rpm.

+Transvaser le surnageant dans un tube Falcon de 50 ml, ajouter 2 fois son volume d’éthanol
absolu (100%) préalablement refroidi et agiter en tournant le tube plusieurs fois : la formation
de la méduse visible a I’ceil nu. (Laisser éventuellement 30 min a —20°C si la pelote
d’ADN ne se forme pas).

Récupeérer la pelote d’ADN par une pipette pasteur et la rincer 2 fois dans 1’éthanol a 70% dans
un tube nunc (eppendorf) stérile.

3. Solubilisation de ’ADN :

L’ ADN est réhydraté en ajoutant entre 300 et 1000 uL de TE 10 :1 selon la grosseur de la pelote

et la concentration souhaitée.

e Laisser une nuit sur agitateur rotateur a 37°C, puis a température ambiante jusqu’a dissolution
complete (de 1 jusqu’a 3 jours).

e Pour la réextraction de I’ADN, dans le cas ou il est contaminé (par des protéines ou par un ARN),
ajouter a la solution d’ADN, 200 ul SDS et 200 pl PK, agiter et laisser dans la roue a une
température de 37°C pendant 7 jours, puis déterminer la DO de cette ADN.



Annexe 09
Agrégations familiales de la population d’étude

patient fumeur de
68 ans diagnostiqué
pour un cBP

O v @
atteinte d'un

CBP non fumeuse
de58 ans

Fils atteint d'un cancer
de la thyroide.

Fils décédé d'un
cancer

Agrégation familaile N°01 Agrégation familaile N°02

|
@1 Patient fumeur de 62 t—
ans atteint d'un CBP

I

—C —(

L
. @ F@

Cousin décédé d'un
cancer.

Agrégation familiale N°04

Fille atteinte d'un

néphroblastome
Patiente fumeuse (tabaca
chiquer) de 54 ans atteinte

régation familiale N°03
Agreg d'un adénocarcinome

Patientfumeur de 10 ans

< atteint d'un CBP

O

N S

Fille atteinte d'un

Frére décédé

p
Patient fumeur de Cousin décédé d'un cancer du larynx cancer du sein
d'un cancer

62 ans atteint d'un CE

Agrégation familiale N°05 Agrégatlonfamiliale N° 02

N
MEére
décédée ~
d'un cancer

L
I N
oL

Patient fuemur de 63 i L
Frére décédé d'un CBP

Patient fumeur de 67 ans atteint d'un
adénocarcinome

Agrégation familiale N* 07

ans atteint d'un
adénocarcinome.

Agrégation familiale N"08
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30O
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patient fumeur de 72 ans atteint d'un
adénocarcinome
pulmonaire.

Agrégation familial

(O

Pére décédé d'un
cancer colorectal.

"

Patient fumeur de 72

ans atteint d'un

adénocarcinome.
Cousin décédéd'un )
cancer colorectal

e N°09

I P
1 @i

Frére décédé d'un cancer de
la prostate

Agrégation familiale N° 10

L -
o
K

Patient fumeur de 49 ans S0eur décédée
adénocarcinome d'un cancer du
pulmanaire. col de I'utérus.

Agrégation familiale N® 11

o
OGSO
.

(O

adénocarciname
pulmonaire.

[ B

Cousin décédé d'un
cancer du rectum.

&

Patient fumeur de 70 ans

o

Frére décédé d'un
cancer du poumon.

Agrégation familiale N"12

Mére décédée
d'un cancer
de la thyroide.

Patient fumeur de 72 ans
atteint d'un carcinome
épidermoide.

Agrégation familiale N"13

(1O

‘ cancer.
-
./n \\VJ/>

Patiente non fumuse Frére cécédé d'un
de 55 ans atteinte cancer.
d'un adénocarcinome.

<

Oncledécédé d'un

gl

P

—_)

—

.

>

~\

/

.

¢

/ N
Cousin decédé d'un
Cancer.

Agrégation familiale N® 14
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Résumé

En Algérie, le cancer broncho-pulmonaire (CBP) est considéré comme un réel fardeau pour
la sant¢ publique. Son ¢étiologie majoritairement environnementale n’exclut nullement
I’association de la composante génétique avec le risque de développer ce cancer. Dans cet axe,
de nombreux genes ont été associés au risque de développer un CBP. Les agrégations familiales
dans notre population étaient présentes a un taux de 21,25 %, ces dernieres peuvent étre
compatibles avec une prédisposition génétique.Dans le présent travail, nous nous sommes
focalisés sur les différences interindividuelles observées dans le métabolisme des xénobiotiques,
particulierement les polymorphismes génétiques CYP1Al, GSTM1 et CHRNAS dans le but
d’établir une éventuelle association entre ces polymorphismes génétiques et la survenue d’un CBP
dans une population de ’Est Algérien. Pour cela nous avons entrepris une étude d’association
cas/témoins portant sur les variants génétiques suivants : CYPLALm1 (rs4646903), la délétion
homozygote GSTML1, et le polymorphisme du géne CHRNAS (rs16969968). Notre étude a porté
sur 80 sujets diagnostiqués pour un CBP et 85 sujets contréles en bonne santé apparente, appariés
aux patients selon 1’age, le sexe et le statut tabagique, 1’étude du troisiéme polymorphisme
CHRNAS5 a concerné 22 patients et 51 témoins sains. Le genotypage des différents
polymorphismes a été réalise par PCR-RFLP. La comparaison des fréquences alléliques et
génotypiques entre les deux groupes a été établie par le calcul de 1’odds ratio avec un intervalle de
confiance a 95%. L’analyse statistique a montré qu’il n’existait aucune différence significative de
distribution des fréquences alléliques et génotypiques des polymorphismes CYP1Al, GSTM1 et
CHRNADS entre les cas et les contréles (p>0,05). En conclusion, il serait intéressant d’explorer
d’autres polymorphismes des génes candidats afin de mieux prédire le déterminisme génétique du
CBP dans cette population. L’¢largissement de I’effectif serait aussi nécessaire afin de mieux
cerner I’intervention de ces polymorphismes dans la prédisposition génétique aux cancers
broncho-pulmonaires.

Mots clés : CYP1AL, GSTM1, polymorphisme, CHRNA5, CBP.



Abstract

In Algeria, lung cancer is considered as a real public health burden. Its predominantly
environmental aetiology does not in any way exclude the association of the genetic component
with the risk of developing this cancer. In this area, many genes have been associated with the risk
of developing lung cancer. Familiar aggregations in our population were present at a rate of
21.25%, which may be consistent with a genetic predisposition. To date, the gene(s) involved in
the occurrence of these familial forms remain unknown. In the present work, we focused on the
interindividual differences observed in the metabolism of xenobiotics, particularly the genetic
polymorphisms CYP1Al, GSTM1. On the other hand, we analyzed the influence of the
polymorphism CHRNAS on the risk of developing lung cancer, with the aim of establishing a
possible association between these genetic polymorphisms and the occurrence of lung cancer in a
population of Eastern Algeria. For this purpose we undertook a case-control association study on
the following genetic variants: CYP1A1m1 (rs4646903), the homozygous deletion GSTML1, and
the polymorphism of the CHRNADS gene (rs16969968). Our study involved 80 subjects diagnosed
with lung cancer and 85 control subjects in apparent good health, matched to patients according to
age, gender and smoking status, the third polymorphism CHRNAGS involved 22 patients matched
to 51 controls. Genotyping of the different polymorphisms was performed by PCR-RFLP.
Comparison of allelic and genotypic frequencies between the two groups was established by
calculating the odds ratio with a 95% confidence interval. Statistical analysis showed that there
was no significant difference in the distribution of the allelic and genotypic frequencies of the
polymorphisms CYP1Al, GSTMland CHRNAS between cases and controls (p>0.05). In
conclusion, it would be interesting to explore other polymorphisms of candidate genes in order to
better predict the genetic determinism of lung cancer in this population. Expansion of the
population would also be necessary to better understand the role of these polymorphisms in the
genetic predisposition to bronchopulmonary cancers.

Key Words: CYP1A1, GSTM1, polymorphism, CHRNAJ5, lung cancer.
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Résume

En Algérie, le cancer broncho-pulmonaire (CBP) est considéré comme un réel fardeau pour la santé publique. Son
étiologie majoritairement environnementale n’exclut nullement 1’association de la composante génétique avec le risque de
développer ce cancer. Dans cet axe, de nombreux genes ont été associés au risque de développer un CBP. Les agrégations familiales
dans notre population étaient présentes a un taux de 21,25 %, ces derniéres peuvent étre compatibles avec une prédisposition
génétique.Dans le présent travail, nous nous sommes focalisés sur les différences interindividuelles observées dans le métabolisme
des xénobiotiques, particulierement les polymorphismes génétiques CYP1Al, GSTM1 et CHRNAS dans le but d’établir une
éventuelle association entre ces polymorphismes génétiques et la survenue d’un CBP dans une population de I’Est Algérien. Pour
cela nous avons entrepris une étude d’association cas/témoins portant sur les variants génétiques suivants : CYP1AIml
(rs4646903), la délétion homozygote GSTML, et le polymorphisme du gene CHRNAGS (rs16969968). Notre étude a porté sur 80
sujets diagnostiqués pour un CBP et 85 sujets controles en bonne santé apparente, appariés aux patients selon 1’age, le sexe et le
statut tabagique, 1’étude du troisiéme polymorphisme CHRNAS a concerné 22 patients et 51 témoins sains. Le génotypage des
différents polymorphismes a été réalisé par PCR-RFLP. La comparaison des fréquences alléliques et génotypiques entre les deux
groupes a été établie par le calcul de 1’odds ratio avec un intervalle de confiance a 95%. L’analyse statistique a montré qu’il
n’existait aucune différence significative de distribution des fréquences alléliques et génotypiques des polymorphismes CYP1A1,
GSTM1 et CHRNAS entre les cas et les contrdles (p>0,05). En conclusion, il serait intéressant d’explorer d’autres polymorphismes
des genes candidats afin de mieux prédire le déterminisme génétique du CBP dans cette population. L’élargissement de I’effect if
serait aussi nécessaire afin de mieux cerner I’intervention de ces polymorphismes dans la prédisposition génétique aux cancers
broncho-pulmonaires.

Mots clés : CYP1AL, GSTM1, polymorphisme, CHRNAS5, CBP.
Abstract

In Algeria, lung cancer is considered as a real public health burden. Its predominantly environmental aetiology does not
in any way exclude the association of the genetic component with the risk of developing this cancer. In this area, many genes have
been associated with the risk of developing lung cancer. Familiar aggregations in our population were present at a rate of 21.25%,
which may be consistent with a genetic predisposition. To date, the gene(s) involved in the occurrence of these familial forms
remain unknown. In the present work, we focused on the interindividual differences observed in the metabolism of xenaobiotics,
particularly the genetic polymorphisms CYP1A1, GSTM1. On the other hand, we analyzed the influence of the polymorphism
CHRNAGS on the risk of developing lung cancer, with the aim of establishing a possible association between these genetic
polymorphisms and the occurrence of lung cancer in a population of Eastern Algeria. For this purpose we undertook a case-control
association study on the following genetic variants: CYP1A1Im1 (rs4646903), the homozygous deletion GSTM1, and the
polymorphism of the CHRNAS gene (rs16969968). Our study involved 80 subjects diagnosed with lung cancer and 85 control
subjects in apparent good health, matched to patients according to age, gender and smoking status, the third polymorphism
CHRNAGS involved 22 patients matched to 51 controls. Genotyping of the different polymorphisms was performed by PCR-RFLP.
Comparison of allelic and genotypic frequencies between the two groups was established by calculating the odds ratio with a 95%
confidence interval. Statistical analysis showed that there was no significant difference in the distribution of the allelic and
genotypic frequencies of the polymorphisms CYP1A1, GSTM1and CHRNAS between cases and controls (p>0.05). In conclusion,
it would be interesting to explore other polymorphisms of candidate genes in order to better predict the genetic determinism of lung
cancer in this population. Expansion of the population would also be necessary to better understand the role of these polymorphisms
in the genetic predisposition to bronchopulmonary cancers.

Key Words: CYP1A1, GSTM1, polymorphism, CHRNAS5, lung cancer.
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