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Résumé

Cette étude nous a permis d’identifier un nouvel indicateur d’agressivité tumorale dans
le cancer du sein (CS). C’est une recherche approfondie sur le statut du tryptophane (TRP) et
son métabolisme.

Selon le type histologique de nos patientes atteintes du CS, notre population d’étude
est subdivisée en deux sous populations : Les CS les plus fréquents (Carcinome Canalaire
Infiltrant, Carcinome Lobulaire Infiltrant et mixte) et les CS de fréquence histologique rare
(Carcinome in situ, Mucineux, le papillome, le phylloide).

Dans notre étude le taux plasmatique du TRP qui participe a la survenue du CS est en
association avec un age inferieur a 58ans et une glycémie supérieure a 1.6 g/l. Nous avons
rapporté aussi que le TRP est un facteur corrélé aux facteurs de risques de CS

L’activité enzymatique de I’IDO1 représente un facteur li¢ aux biomarqueurs et aux
parametres d’agressivité tumorale (RE, RP, KI67,T, N, grade SBR) ainsi qu’a I’inflammation
et au diabete chez nos patientes atteintes du CS.

Dans ce travail nous avons réalisé une étude sur le polymorphisme génétique de
I’IDO1 au cours du CS pour la premiére fois dans une population Algérienne, ainsi que son
impact sur les biomarqueurs du CS.

Nous avons déterminé quatre SNP faux sens (R56P, R58T, V591, R100P) pathogenes
a haut risque sur la fonction de I’IDOI1, qui touchent le domaine de relieur hémique ainsi que
I’efficacité de la thérapie chez nos patientes.

Parmi les SNP ainsi déterminés chez nos patientes atteintes du CS, trois SNP qui sont
connus (R56P, R58T, R100P) et une nouvelle mutation non décrite (V591) de 1’exon 2 de
I’'IDOL.

L’analyse de simulation de la dynamique moléculaire montre clairement que ces SNP
faux sens identifiés, avaient un effet stabilisant significatif sur I’IDO1. Cela est confirmé par
les données RMSF des acides aminés de I’IDO1 muté, qui sont inférieures par rapport a
celles de I'IDO1 sauvage. Par conséquence I’'IDO1 muté est plus compacte.

Mots clés : Cancer du sein ; Tryptophane, IDO1, Ouest Algérien, polymorphisme exonique,
polymorphisme intronique, polymorphisme du site d’épissage, variabilités histologiques

Abstract
In this study, a new indicator of tumor aggressiveness in breast cancer (BC) has been

identified. This is a thorough research on the status of tryptophan (TRP) and its metabolism

According to the histological type of our patients with BC, our study population is
divided into two subtypes Carcinoma histologically more frequent (Ductal invasive
carcinoma, lobular invasive carcinoma and mixed) and rare histological frequency cancers
(lobular carcinoma in situ, papilloma, colloid, phylloid)

In our study, the plasma level of TRP, which contributes to the occurrence of BC, is
associated with an age below 58 years and a blood sugar level above 1.6 g/l. We have also
noted that TRP is a factor correlated with BC risk factors.

The enzyme activity of IDO1 represent a significant correlation to tumor biomarkers
and aggressiveness parameters (ER, PR, Ki-67, SBR grade, tumor size, lymph node invasion)
as well as inflammation and diabetes in our BC patients.

In this work we carried out a study on the genetic polymorphism of IDO1 during
Breast Cancer for the first time in an Algerian population, as well as its impact on BC
biomarkers.

We identified four missense SNP (R56P, R58T, V59I, R100P) with high-risk
pathogens on IDO1 function, which affect the heme binding domain.
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Among the SNP identified in our patients with BC, three SNP are known (R56P,
R58T, R100P) and a new mutation (V59I) in exon 2 of IDO1.

The simulation analysis of molecular dynamics shows a significant stabilizing effect
of the identified SNP on IDOL1. This is confirmed by the RMSF data of mutated IDO1 amino
acids, which are lower than the wild 1IDO1.

Keywords : breast cancer , tryptophan, indoleamine 2,3-dioxygenase 1,West Algeria, exonic
polymorphism, intronic polymorphism, Splicing site polymorphism, Histological variability
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Le cancer du sein (CS) est un type de tumeur hétérogene. C’est le cancer féminin le
plus courant, représentant un tier des cancers féminins. Avec la morbidité la plus élevée et la
deuxiéme cause de mortalité liée au cancer chez les femmes dans le monde (Eliyatkin et al.
2015)

Dans le monde, le nombre de nouveaux cas augmente chaque année : 1.1 million
femmes sont diagnostiquées et 410,000 femmes en meurent (Yuan et al. 2019). Le CS est
actuellement la premiére cause de morbidité et de mortalité par cancer chez les femmes
algériennes (Gaceb et al. 2018)

La mortalité par CS s’avére étre plus élevée dans le cas des cancers dits agressifs ou de
mauvais pronostic tels que le cancer du sein de la femme jeune et le CS triple négatif (TNG)
(Tan et al. 2022)

Les CS sont classés morphologiquement selon certains criteres : taille, type
histologique, capacité 1’envahissement ganglionnaires, présence des récepteurs hormonaux
(Le récepteur d'cestrogene (RE) et le récepteur de progestérone (RP)) et la surexpression de
epidermal growth factor receptor 2 (HER2) (Schnitt 2010) .

Cependant les progres des approches transciptomiques et histopathologiques ont
permis une classification plus affinée. Les données transciptomiques ont permis de distinguer
six types de cancers du sein : les cancers luminaux A (ER+ et/ou PR+, HER2-, faible Ki67),
luminaux B (ER+ et/ou PR+, HER2+ ou HER2- avec haut Ki67), HER2+ (ER/PR-, HER2+)
et TNG (ER/PR-, HER2-)(Prat et al. 2010). Ce dernier présente un comportement agressif et
un mauvais pronostic des patientes(Kim et al. 2017) (Tan et al. 2022)

Les principales raisons d’appliquer un systéme de classification histologique au CS
sont d’obtenir une corrélation avec le pronostic et la biologie tumorale(Rakha et al. 2010). Les
carcinomes invasifs peuvent étre subdivisés en fonction de leur degré de différenciation .Ceci
est réalisé en évaluant le type histologique et le grade histologique (Eliyatkin et al. 2015)

Le systeme de classification défini par Pierre Denoix (TNM) est applicable a tous les
types de cancer et les paramétres de tumeur. Les recherches montrent que la taille (T) et
I’envahissement ganglionnaire (N) sont des facteurs pronostiques importants qui sont associés

aux différents types histologiques ainsi qu’a l'expression des récepteurs hormonaux
(RH).(Boisserie-Lacroix et al. 2013).

Le classement histologique (T, N) est associé au type histologique ainsi qu'a des
modifications moléculaires telles que les RH et HER2 (Boisserie-Lacroix et al. 2013).

Le rble des RH en tant que facteur pronostique et cible thérapeutique est largement
pratiqué. Le RE est une cible thérapeutique pour les CS ER positifs. Plusieurs recherches
montrent que les facteurs hormonaux et le grade de la tumeur (grade SBR) ont une influence
sur le type histologique (Dewi et al. 2017; Gomez-Cebrian et al. 2021; Schnitt. 2010)

Une nouvelle approche est d’identifier une nouvelle classification des diverses entités
biologiques du CS, basee sur la signature du métabolome tumoral, une nouvelle méthode avec
sélection de métabolites (Tang et al. 2014; Ye et al. 2019)
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Les acides aminés et leurs métabolites ont attiré une attention considérable en tant que
nouveaux biomarqueurs prometteurs de diverses maladies; tels que les maladies
inflammatoires, le diabéte, les troubles mentaux et le cancer (Ye et al. 2019)

En général, divers cancers ont été signalés comme étant liés aux changements du profil
du tryptophane (TRP) et de ses métabolite (Li et al. 2022; Liu et al. 2020; Lyon et al. 2011;
Soliman et al. 2013; Gomez-Cebrian et al. 2021) .Ces derniéres années, la métabolique a
fournir des informations cliniquement précieuses sur les altérations métaboliques qui offrent
de nouvelles perspectives sur la pathologie du CS et I’identification de nouvelles cibles
thérapeutiques (Gomez-Cebrian et al. 2021; Ye et al. 2019).

Le L-tryptophane (L-TRP) est un acide aminé essentiel ayant différentes fonctions
biologiques importantes. En plus de participer a la biosynthese des protéines, le TRP est
métabolisé chez les mammiféres selon diverses voies, a savoir celles de la sérotonine et de la
kynurenine (KYN) Dans cette derniére, le TRP est catabolisé en produits finaux tels que
I’acide nicotinique, la niacine (vitamine B3) et le nicotinamide adéninedinucléotide (NAD+)
(Platten et al. 2019).

Plus de 95 % du TRP est dégradé via la voie de la KYN.(Stone, Stoy, et Darlington
2013) L'augmentation de la KYN et de ses métabolites aux propriétés immunomodulatrices
est le principal mécanisme de la tolérance immunitaire dans le catabolisme du TRP (Li et al.
2022).

Il a été démontré que la voie de la KYN est impliquée dans la régulation du
microenvironnement immunosuppresseur dans les tumeurs humaines (Merlo et al. 2020).

La dégradation du TRP produit des effets immunosuppresseurs a cause de
I'épuisement du TRP qui a stimulé I'intérét pour le ciblage thérapeutique des principales
enzymes, l'indoleamine 2,3 -dioxygénase 1 (IDO1), IDO2 et tryptophane 2,3-dioxygénase
(TDO2) limitant la vitesse de dégradation (Peyraud et al. 2022).

La structure de TDO2 et d'IDOL1 est différente, bien qu'elle catalyse la méme réaction
du TRP en N -formyl-kynurénine. TDO2 fonctionne comme un homotétramere de 320 kDa,
tandis que IDO1 fonctionne comme une enzyme monomeére de 41 kDa. lls sont
antigéniquement différents et partagent peu d’homologie par séquence d'acides aminés . La
réaction catalytique est également différente entre les deux enzymes (Katz et al. 2008)

Les etudes cristallographiques de I''DO1 humain révélent une structure a deux
domaines de domaines o-hélicoidaux avec un groupe heme situé au centre (Merlo et al.
2020). L'activité catalytiqgue de TDO2 ne dépend pas de I'héme ou du superoxyde pour
I'activité, tandis que I'IDO1 dépend de I'néme et d'un donneur d'électrons pour l'activité. Le
fragment héme d'IDO1 fournit un anion superoxyde pour donner de I'oxygéne au TRP. (Katz
et al. 2008)

La TDO2 joue un role central dans la régulation du métabolisme du TRP dans le CS,
et elle prédit un mauvais pronostic chez les patientes atteinte du CS, ce qui suggére que TDO2
pourrait aussi étre une nouvelle cible d'immunothérapie prometteuse pour le CS (Liu et al.
2020)



Introduction générale

IDO2 a une activité catabolisant du TRP beaucoup plus faible que IDO1, Il a été
récemment identifiée comme une enzyme apparentée a IDO1 avec un schéma d'expression et
une régulation moléculaire légerement différents

En réalité I’IDO1 est largement exprimé dans différents types de tissus par rapport a
I’'IDO2 et TDO2 . L'expression d'IDO2 est limitée au foie, aux reins et aux cellules présentant
I'antigene (cellules dendritiques et cellules B) (Merlo et al. 2020).Le TDO2 est exprimé
principalement dans le foie (Liu et al. 2020)

La relation entre le catabolisme élevé du TRP et la cancer était décrit pour la premiere
fois dans les années 1950 dans I'urine de patients atteints d'un cancer de la vessie (Boyland et
Williams 1955). D’autres études ont trouvé du TRP urinaires élevés dans le CS, le cancer de
la prostate, le lymphome de Hodgkin et la leucémie (Boyland et Williams 1955; Wolf,
Madsen, et Price 1968).

Il a été démontré que les cellules cancéreuses du sein peuvent échapper aux réponses
immunitaires, par divers mécanismes immunosuppresseurs, tels que la modulation de
I’expression de I’IDO1 (Asghar et al. 2021).

La plupart des recherches a ce jour se focalisent sur I'IDO en tant qu'enzyme centrale
et immunobiologiquement pertinente qui catalyse 95% du TRP en KYN (Heng et al. 2020)

De plus, le catabolisme du TRP mesuré dans le sérum et d'autres fluides biologiques
peuvent servir de biomarqueurs pour surveiller 1’évolution du CS et la réponse au
traitement.(Prendergast et al. 2011).

Ce travail se veut d’aborder I’impact du catabolisme du TRP dans la survenue du CS.
Une expression élevée d'IDO1 a été décrite dans plusieurs tumeurs humaines et modeles de
tumeurs de souris (Merlo et al. 2020) .

On pense que la fonction inhibitrice d'IDOL1 se fait principalement par I'induction de
cellules régulatrices T, bien que des études récentes aient décrit une nouvelle fonction d'IDO1
dans la néovascularisation inflammatoire, qui pourrait étre tout aussi importante, sinon plus,
dans certains contextes tumoraux (Merlo et al. 2020).

Il existe des preuves solides que la suppression des réponses immunitaires
antitumorales dans les lésions précancéreuses et les cancers établis par le catabolisme du TRP
favorise la croissance tumorale (Muller et al. 2008) .

L’activation d’IDO diminue la concentration du L-TRP dans I’environnement
cellulaire. La faible teneur en cet acide aminé essentiel provoque 1’arrét de la biosynthese des
protéines. En d’autres termes, la baisse de L-TRP est considérée comme un mécanisme de
défense induit par I’'IFN-Y dans les cellules immunocompétentes durant la réponse
immunitaire. L’IFN-Y est une cytokine essentielle de I'immunité innée et adaptative pour
lutter contre les infections virales, et est impliqué dans les processus d'immuno-surveillance et
d'échappement des tumeurs(Watcharanurak et al. 2014).

L’activation de I’'IDO 1 se fait via I’IFN-Y" des cellules dendritiques ou macrophages.
De plus la déplétion en L-TRP et I’effet pro-apoptotique de certains catabolites du L-TRP
telle que la kynurénine est aussi importante. Selon différentes études, de nombreuses tumeurs
humaines expriment de maniere constitutive I’IDO 1. (Watcharanurak et al. 2014).
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L’activation de I’'IDO peut également inhiber la réponse des lymphocytes T lors d’une
stimulation mitogénique in vitro et in vivo. (Grohmann, Fallarino, et Puccetti 2003; Munn et
al. 2002).

Des études récentes considerent que le profil du TRP et de la KYN peuvent-étre des
indicateurs d’un taux élevé de prolifération et sont corrélés avec certains sous-types
moléculaires du CS (Eniu et al. 2019).

Le taux plasmatique du TRP et de la KYN ainsi que l'activité enzymatique d’IDO1
sont significativement plus faibles chez les patientes atteintes du CS par rapport a ceux des
témoins (Onesti et al. 2019)

L’expression ¢élevée de ’IDO1 est liée au mauvais pronostic dans différents types de
cancers. Il a été corrélé au type histologique, au statut hormonal et aux différents types
moléculaires(Asghar et al. 2021).Une diminution significative des concentrations du TRP
entre le groupe des patientes atteintes du CS et le groupe témoin était positivement corrélée
avec la progression du CS (Eniu et al. 2019).

Les tumeurs histologiqguement similaires du sein peuvent avoir des pronostics
différents et répondre différemment au traitement, en raison du métabolisme tumoral différent
(Gémez-Cebrién et al. 2021).

La classification OMS 2012 a actualisé et individualisé les différents sous types
histologiques par rapport a la classification OMS 2003, en prenant en considération la
morphologie, I” immunophénotypie et 1I’expression moléculaire des tumeurs.

Vingt-deux entités nouvelles ont été ajoutées dans le carcinome infiltrant spécifique
par rapport aux types histologiques non spéciaux. Le carcinome canalaire infiltrant (ancienne
nomination de I’OMS 2003) devient le carcinome infiltrant non spécifique (TNS) (nouvelle
nomination de I’OMS 2012). C’est le type le plus fréquent qui représente 60 a 75 % de toutes
les tumeurs du sein. Il est caractéris¢ par ’absence des caractéres morphologiques,
contrairement aux types histologiques spéciaux qui représentent 20 a 25 % de toutes les
tumeurs du sein. Les sous types les plus courants des carcinomes spécifiques sont, le
lobulaire, le papillaire et le mucineux (Eliyatkin et al. 2015).

Le métabolisme des acides aminés dans le CS montre une différence dans le statut
hormonal ( RE- et RE+) des patientes(Gémez-Cebrian et al. 2021; Greene et al. 2019). La
KYN et I'IDO1 sont élevés dans les tumeurs RE- par rapport aux tumeurs RE+ (Tang et al.
2014).

Cette différence peut avoir un impact direct sur le comportement tumoral et les
phenotypes cliniques des patientes (Lyon et al. 2011; Soliman et al. 2013).

Il est connu que le RE joue un réle central dans le développement et la progression du
CS car il améliore la prolifération, la survie et I'invasion des cellules tumorales du sein (Deroo
2006).

L’expression du RE supprime également une caractéristique maligne des cellules
cancéreuses du sein en inhibant l'induction de I’'IDO1. Les recherches montrent aussi un degré
élevé d'infiltration des cellules T dans les tumeurs ER-négatives (Dewi et al. 2017) .
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L’IDO1 montre une forte corrélation avec les marqueurs des cellules T. La différence
d'expression de I'IDO1 entre le CS ER-positif et ER-négatif peut étre médiée par différents
niveaux de médiateurs inflammatoires (IFNy) libérés par les lymphocytes T qui induisent
1I’IDO1(Dewi et al. 2017; Muller et al. 2008, 2008; Watcharanurak et al. 2014).

Dewi et al ont montré une corrélation inversée entre le promoteur IDO1méthylé et
I’expression de I’ARNm de I’IDO1 I’hypermétylation des ilots CPG (au sein du site de liaison
STAT1) du promoteur IDO1 dans les ER positives par rapport au ER négative, conduisant a
une induction plus forte de I’IDOI, puis une production accrue de KYN et enfin a une
suppression accrue de I’immunité antitumorale (Dewi et al. 2017).

Le RE a éte identifié comme un régulateur négatif de I'expression de I'lDO1, le taux
plasmatique de I’IDO1 ainsi que le taux plasmatique de la KYN qui étaient plus faibles chez
les patientes avec RE + par rapport aux patientes avec RE-(Dewi et al. 2017).

La voie de la KYN a été également explorée dans différents stades tumoraux (Gémez-
Cebrian et al. 2021; Onesti et al. 2019; Soliman et al. 2013). La plupart des études classent le
CS selon le grade histologique de la tumeur (grade SBR1, grade SBR2, grade SBR3, grade
SBRA4) et le systeme de classification TNM (Eliyatkin et al. 2015). Ces 2 facteurs expliquent
ainsi I’agressivité des tumeurs du sein (Greene et al. 2019) .

Le grade SBR classé 1, le moins agressif, regroupe les types histologiques lobulaires,
tubulaires, cribriformes ainsi que le type moléculaire luminal A. Le grade histologique 2 ou 3
le plus agressif regroupe le type micropapillaire ,médullaire, ,métaplasique , adénoide
kystique, sécrétoire, apocrine ,lobulaire plémorphe ,métaplasique ainsi que certains types
moléculaires , le luminal A ,B, basal like (Eliyatkin et al. 2015).

Le type histologique spécifique caractérise la tumeur moins agressive (Eliyatkin et al.
2015) . La dégradation plus rapide du TRP dans les tumeurs plus grandes et un taux
plasmatique du KYN qui est significativement plus faible chez les patientes qui ont un stade
T3 et T4 par rapport au stade T1 et T2 (Onesti et al. 2019).

L'expression de kynurinase (enzyme qui dégrade la KYN) est aussi inversement liee
au stade de la tumeur. La kynuréninase supprime la prolifération des cellules du CS, la
croissance et le développement des tumeurs. Elle peut fonctionner comme un suppresseur de
tumeur dans le CS (Heng et al. 2020). L’expression élevée de I’'IDOI1 peut jouer un role
crucial dans la progression tumorale (Lyon et al. 2011).

Malgré les recherches sur la voie de la KYN au cours du CS, aucun travail n’a été
mené sur le polymorphisme génétique (SNP) de I’IDO1 au cours du CS.

L’IDO1 est codé par le gene INDO situé sur le chromosome humain 8p12.-
pll(Kadoya et al. 1992). Il comprend 10 exons couvrant 15 kb et il code pour une protéine de
403 acides amineés (Katz et al. 2008).

Le géne INDO humain a révélé une variabilité génétique qui peut contribuer a des
différences d'activité IDO1 entre les individus (Arefayene et al. 2009).

Arefayene et al ont séquencé 96 échantillons d'’ADN. six variantes de I'lDO1 ont été
identifiées, dont deux polymorphismes faux sens situés dans les exons 1 et 3. La protéine
codee par le SNP de I'exon 3 présentait une perte presque compléte d'activité enzymatique de
I’IDO1 ; Tandis que I’autre SNP codée par I’exon 1 démontrant la présence d'un alléle non
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fonctionnel du gene IDO1(Arefayene et al. 2009). L’étude des SNP dans I’exon 3 était ciblée
dans plusieurs maladies y compris sclérose (Tardito et al. 2013)

Dans la littérature, les études des polymorphismes génétiques de I’'TDO1 ont été
trouvées, associées principalement a certaines pathologies, cancer de la prostate, sclérose,
maladie de crohn , hépatite C , tuberculose, parkinson, cancer du cerveau, maladies
cardiovasculaires (Cao et al. 2022; Galvdo-de Almeida et al. 2011; Han, He, et Zhang 2020;
Lee et al. 2014; Li et al. 2019; Tardito et al. 2013; Torok et al. 2022, Kechkouche. 2021).

En outre, la variation peut avoir un effet significatif sur la réponse clinique aux
inhibiteurs de I''DO qui peuvent inhiber I'IDO2 aussi bien ou mieux que I'IDO1 elle-méme a
cause des SNP(Muller, Metz, et Prendergast 2007). Metz et al ont identifié deux SNP qui
abolissent I'activite catabolique du TRP. L'un des SNP, Y359X, génere un codon stop
prématuré. L'autre SNP, R248W, est structurellement analogue au résidu R231 clé conservé
dans I''DO humain(Metz et al. 2007).

Ces deux polymorphismes sont largement représentés dans les populations humaines,
avec jusqu'a 50 % des individus (Metz et al. 2007). La présence fréquente de ces SNP suggere
qu'il pourrait y avoir des avantages évolutifs dans les populations humaines pour modifier les
activités de I'lDO2 (Metz et al. 2007)

Différents outils de prédiction sont disponibles pour évaluer I’effet prédictif des SNP
non synonymes ou non-sens ou faux sens, la fonction de I’IDO1 (Oliver et al. 2017)

Les objectifs

Nous avons jugé utile, devant la rareté des études pronostiques sur le CS en Algérie,
d’apporter des données non encore enregistrées. Dans cette étude nous nous intéresserons a la
valeur prédictive et/ou pronostique de différents facteurs qui ont été étudiés ou qui le sont
encore actuellement. Chaque facteur peut étre potentiellement a la fois prédictif et pronostique

Nous avons aussi compareé et analysé des données sur les différents types histologiques
et moléculaires des CS rares. Il s'agit aussi de décrire les principales caractéristiques des
cancers rares et de tester 1’association des paramétres cliniques histopronostiques et des
biomarqueurs du cancer du sein sur la variabilité histologique de notre population

En effet, le statut du TRP et son métabolisme, tout comme 1’hétérogénéité biologique
des marqueurs de I’agressivité tumorale, requiérent des études plus approfondies afin de
pouvoir faire preuve de concept du ciblage du métabolisme du TRP et de la modulation de
I’activité de I’'IDO1 au cours du CS, comme un nouvel indicateur pronostique de 1’agressivité
tumorale.

Malgré des avancées considérables dans notre compréhension de cette voie
métabolique, un certain nombre de questions reste en suspens, tournant principalement autour
de I’'IDO1 en tant qu'enzyme clé du catabolisme du tryptophane, et les cibles moléculaires et
les mécanismes responsables des effets biologiques de la déplétion en TRP et de
I'accumulation des métabolites du TRP.

L’objectif principal de notre étude est d’identifier un nouvel indicateur d’agressivité
tumorale dans le CS. Pour cela nous avons quantifié le TRP et la KYN dans le plasma des
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patientes atteintes d'un CS et des témoins pour prédire 1I’impact du catabolisme du TRP dans
la survenue du CS.

Nous avons profilé les métabolites extraits du plasma de patientes atteintes d'un CS et
des témoins a I’aide de la technique LC-MS/MS peu invasive des échantillons a base de sang,
pour améliorer les méthodes et les indicateurs utilisés pour le diagnostic du CS.

Nous avons déterminé les corrélations entre le TRP et I’'IDO1 en fonction des
caractéristiques tumorales et les biomarqueurs du CS (grade SBR, TNM, HR, HER2, KI167)

Nous avons aussi €tudié 1’activité enzymatique de I’'IDO1 chez les patientes atteintes
du CS ainsi que 1’association de 1'IDO1 avec l'agressivité tumorale et avec les biomarqueurs
du cancer du sein (HR, HER2, KI67) ainsi qu’avec 1’age de survenue du CS, le diabete et
I’IMC ; ce qui pourrait améliorer le diagnostic du CS.

Nous avons identifié des polymorphismes genétiques dans le géne de I’'IDO1 qui
participent a I’augmentation de I’activité enzymatique de I’IDOT1 au cours du CS.

Nous avons analysé 1’association entre les différents polymorphismes identifiés de
I’IDO1 et les biomarqueurs du CS, inexistante dans les études sur le CS.

Nous avons déterminé les effets phénotypiques des SNP sur la fonction de ’IDO1

Dans notre travail, nous avons aussi déterminé une des causes de résistance aux
inhibiteurs de 1’IDO1 ; ce sont les polymorphismes qui touchent le domaine de relieur
hémique.

Afin de comprendre I'impact des différents SNP sur la stabilité de la structure de la
protéine IDO1, une analyse de simulation de la dynamique moléculaire a été réalisée.
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1. La population d’étude

Il s’agit d’une étude de cas témoins, menée auprées de 352 patientes atteintes du CS,
recrutées dans le service de gynécologie de Tlemcen et 166 patientes ne présentant aucune
pathologie cancéreuse.

Le recrutement des témoins sains et des volontaires pour 1’étude de la population
générale s’est fait au niveau du laboratoire central du CHU de Tlemcen.

Les sujets malades n’ont été ¢éligibles pour 1’étude qu’aprés obtention de leur
consentement. Ce protocole d’étude a été¢ approuvé par le comité d'éthique de ’université de
Tlemcen.

Le recueil des données a été fait au moment du diagnostic. L’échantillonnage a eu lieu
durant la période allant de septembre 2018 a mars 2020. Le consentement de toutes les
participantes a été obtenu apres les avoir informées des objectifs de I’étude.

Le dossier médical a servi de support d’informations recueillies. Les informations
recueillies regroupaient les données sociodémographiques, cliniques, les données
histopronostiques (la classification TNM, le grade SBR) et les biomarqueurs du cancer du
sein (RH, HER2, Ki-67) (questionnaire annexe).

2. La détermination des taux plasmatique de TRP et de KYN:

e Le prélevement : Le sang veineux a été prélevé le matin dans des tubes d’héparine
pour le dosage du TRP et de la Kyn

e Le dosage par LC-MS/MS : Le protocole analytique, basé sur la chromatographie en
phase liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS) a été
développé avec de légéres modifications, en se référant aux méthodes déja précisées
précédemment

e 50 pL du plasma a été mélangé et centrifugé a 11800 tr/min, 4°C, pendant 8 min ;
aprés I’addition de 50 pL d'acétonitrile pour la précipitation du TRP D5 de 50uM
(isotopes CDN, Pointe-Claire, Canada), comme standard interne.(Schefold et al. 2009;
Yamada et al. 2008)

e Apres centrifugation, un volume de 50 uL de surnageant a été ajouté a 600 pL de
I'eau désionisée et 10 pL

e Ce dernier mélange a été injecté sur un systeme UPLC-MS/MS (Acquity TQ-XS
Detector, Waters, Milford, MA) équipé d'une colonne CSH Phenyl-Hexyl. 12,1x100
mm-1,7 um (Waters, Milford, Etats Unis).

e Les modes positifs electrosprayionization (ESI+) et Multiple Reaction Monitoring
(MRM) sont utilisés r pour I’ionisation et la détection de chaque transition des
molécules a quantifier.

e Le logiciel Masslinks (Waters) a été utilise pour l'acquisition et le traitement des
données.
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L’identification des variants de I’IDO 1

Le prélevement: Le sang veineux a été prélevé le matin dans des tubes EDTA
(Ethyléne Diamine Tétra-Acétique). Nous avons recueilli 15 mL du sang

L’extraction d’acide désoxyribonucléique (ADN) : Nous avons utilisé la technique
Salting out. Elle a été choisie en raison de sa rapidité, sa facilité ainsi que 1’absence du
risque de toxicité par des produits dangereux tels que le phénol (Miller et al., 1988)
(protocole annexe).

Conception des amorces: Les paires d'amorces ont €été congues en
utilisant primer3 (Rozen et Skaletsky 2000); nous avons validé notre conception par
une PCR in vitro disponible dans le site élaboré par I'université CALIFRNIA SANTA

CRUZ (UCSC Génome Browser) (Karolchik et al. 2003) .
-  AGAGTAGTCAGGAGGATT (Forward primer 5-3") —
- TGCATGATGCAGTTATAATGC (Reverse primer 5'-3)

3. Séquengage d’une région du géne IDO1

Nous avons réalisé un séquencage de sang dans les deux sens de la région du

chromosome 8 ( 8p11.21)

e Laséquence de référence : la séquence de référence a été obtenue par une PCR in vitro

a partir du site web UCSC Génome Browser

>chr8:39917600+39918311
AGAGTAGTCAGGAGGATTTTAGTGAAACCTTTGAGGTGAACTTTGAAAAG
CTGCAAATGGCAGTGTTTGAAGAGAGAGGAAGAGGTGGAACACAGAGAGG
GTCTTCAGCCCTGCGTGTGCAGATGACAAGACAGAGGCTGGTGTTTCCAG
ACAGGTAAGCCATATGCCAGGGCAACATTGCACAGAATGGATGTGAAGGC
AAGGCATACTATCAGTGGGAAGCCAAATCTACAATAACTGCTACTACTAA
ATAAAGATCTTTTTTTTTTTTCAAGGAAAATCTACCTGATTTTTATAATG
ACTGGATGTTCATTGCTAAACATCTGCCTGATCTCATAGAGTCTGGCCAG
CTTCGAGAAAGAGTTGAGAAGGTTTGACATATGTATTACATTTGTCTTCT
TGTATAGCTTCTTAACATTGTTAACTTGGTTTTGAAGCATAAAACATTAC
TGAGATTGATTTGAGTCAATTGCTCCATTTGTTTTCAGTTAAACATGCTC
AGCATTGATCATCTCACAGACCACAAGTCACAGCGCCTTGCACGTCTAGT
TCTGGGATGCATCACCATGGCATATGTGTGGGGCAAAGGTCATGGAGATG
TCCGTAAGGTTTGGAGATTTTCTCAGATTTCTTATGCTATGTGACAGATT
TTCATCTAATTTACATTTAACTTTCCAAAAATTTTCTAAAAGCATTATAA
CTGCATCATGCA



http://primer3.ut.ee/
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=1511891927_hCedjRFpFnfKw78L90Mvli2CYNvQ&db=hg38&position=chr8:39917600-39918311&hgPcrResult=pack

4.
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La taille de notre amplicon est de 712 pb
Les séquences ont été alignees par :
- clustol Omega (Madeira et al. 2022)
- Gear-Genomics (Rausch et al. 2020)
Récupération, extraction et cartographie des SNP du géne IDO1

Les informations sur les SNP du géne ont été obtenues a partir Single Nucleotide
Polymorphism database 2.0 Build 153 (bdSNP ) du Centre national de biotechnologie
Information (NCBI) (Bhagwat. 2010)

Effet phénotypique des SNP sur I’IDO1

Dans la présente étude, divers outils ont été utilisés pour prédire la pathogénicité des
mutations faux-sens sur les régions codantes et de déterminer I’'impact fonctionnel des divers

SNP

UniProt :

La séquence de la protéine IDO1 a été obtenue a partir de la base de données UniProt
considérée comme la plus fiable et la base de données non ambigué pour les séquences
protéiques (Bairoch et al. 2005).

Sorting Intolerant from Tolerant (SIFT):

un algorithme utilisé pour prédire la nature délétere des SNP humains basée sur
I’homologie des séquences et les propriétés physiques des acides aminés. Le score
varie de 0 a 1. La substitution d'acides amineés est prédite dommageable si le score est
<0,05, et tolérée si le score est > 0,05 (Ng et Henikoff 2003).

polymorphisme phentyping (PolyPhen-2) :

Le score PolyPhen-2 prédit I'impact possible d'une substitution d'acide aminé sur la
structure et la fonction d'une protéine humaine. Ce score représente la probabilité
gu'un remplacement soit dommageable. Le score PolyPhen-2 varie de 0,0 (toléré) a
1,0 (délétere). Les valeurs plus proches de 1,0 sont prédites avec plus de confiance
comme étant déléteres (Adzhubei et al. 2010)

Remarque : les scores PolyPhen-2 et SIFT utilisent la méme plage, de 0,0 a 1,0, mais
avec des significations opposées. Une variante avec un score PolyPhen de 0,0 devrait
étre neutre. Une variante avec un score SIFT de 1,0 devrait étre neutre.

Prediction of Protein Stability Changes for Single Site Mutations from
Sequences (MUPRO ):

La stabilite des protéines est la caractéristique de base qui affecte la fonction,
I’activité et la régulation des molécules biologiques. La stabilité d’une protéine est
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quantifiée par 1’énergie libre standard (A G) de repliement. Cette énergie est définie
par la différence entre I’énergie libre entre 1’état repli¢ et déplié de la protéine. Les
prédicteurs AA G basés principalement sur des modeéles de régression utilisés pour
estimer quantitativement les changements d'affinité de liaison lors des mutations

Le déploiement est un indice clé de la stabilit¢ des protéines. En examinant
I’influence de mutation sur 1’énergie libre, la modification de la stabilité¢ des protéines
pourrait étre déterminée avec précision par le serveur Mupro.

Si la valeur AAG>0 signifie une augmentation de la stabilité de la protéine mutée c a
d que la protéine n’est pas stable . Si la valeur de AAG<0 indique une diminution de la
stabilité¢ de la protéine mutée ¢ a d que la protéine est stable (AAG=AG de la protéine
mutée -AG de la protéine sauvage ) (Cheng, Randall, et Baldi 2006; Geng et al. 2019).

e Have (y) Our Protein Explained (HOPE):

est un web de nouvelle génération .Application pour I’analyse automatique des
mutants. HOPE recueille des informations a partir d’un large éventail de sources
comprenant des calculs sur les coordonnées tridimensionnelles (3D) de la protéine via
le serveur WHAT IF , annotations de séquences de la base de données UniProt et
prédictions a I’aide du serveur DAS (Distributed Annotation System).HOPE construit
un résultat hétérogéne un rapport avec texte, figures et animations.

Le rapport évaluera I'effet de la mutation sur les caractéristiques suivantes : contacts
établis par le résidu muté, domaines structuraux dans lesquels se trouve le résidu,
modifications sur ce résidu et variants connus pour ce résidu et une courte conclusion
basée uniquement sur les propriétés des acides aminés (Venselaar et al. 2010)

e ConSurf:

qui évalue l’effet fonctionnel de Substitutions d’acides aminés dans les protéines
baseées sur la conservation évolutive. Le serveur ConSurf utilise une méthode
bayésienne empirique pour révéler les zones importantes pour la fonction et la
structure de la protéine. Le score de conservation varie de 1 a 9, le grade 1 se référant
élevé (Ashkenazy et al. 2010)

5. Simulation de la dynamique moléculaire de la protéine IDOL1:

Afin de comprendre I'impact des différents SNP sur la stabilité de la structure de la
protéine, divers outils ont été utilisés pour
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Protein Data Bank (PDB) :

la synthése de I’IDO1 muté : La structure cristallographique tridimensionnelle de
I’IDO1 a été obtenue a partir de la base de données PDB (code PDB : 5WMU) qui
était utilisée comme référence (IDO1 sauvage) avec une résolution de 2.40 A°.

Chimera :

La préparation de la protéine d’IDO1a été faite par le programme. Chimera UCSF (ver
1.14) qui permet de supprimer le ligand d'origine lié a I’'IDO1. Nous avons aussi muté
I’IDO1 sauvage par SNP faux sens identifié dans notre population (Pettersen et al.
2004)

GROMACS :

La Simulation et I’analyse des trajectoires de dynamique moléculaire de I’'IDO1 ont
été faites par le logiciel GROMACS (Ver 5.1), mis en place sur un systeme Linux. En
recourant également au champ de force CHARMMS36, il a été procédé a des
simulations de dynamique moléculaire (Kutzner et al. 2019)

La solvatation pour les complexes protéiques a été réalisée en milieu triclinique
L'énergie du systéme a été réduite grace a I’algorithme nommeé : Steepest descent On a
soumis la protéine a une solvatation au moyen du modéle de solvant TIP3, et on a
ajouté 4 ions Na + au systéeme, de facon a neutraliser tout le systeme. Le systéme
présente un écart minimum de 1,5 A entre chaque bord et chaque atome protéique. On
a employé des températures correspondant a 300 K ainsi qu'une pression totale de 1
bar afin que le systéme se stabilise. Une dynamique moléculaire finale de 50
nanosecondes (ns)est appliquée au systéeme, avec des étapes de . On a employé
successivement les outils gmx rms et gmx rmsf afin de mesurer la déviation
quadratique moyenne (RMSD) et les fluctuations de la moyenne quadratique (RMSF)
de I’'IDO1 sauvage et muté (Benson et Daggett 2012).

Remarque : on utilise souvent le graphique RMSD dans le but de connaitre la stabilité
d'un complexe, en sachant que plus la RMSD est faible, plus la stabilité de la protéine
est importante. Les renseignements significatifs sur la stabilité du complexe sont
apportés par les trajectoires RMSF. Lorsque les fluctuations de la trajectoire sont
importantes, cela correspond & une flexibilité accrue et & des liaisons peu stables. A
I'inverse, si la valeur est faible ou que I'on observe des fluctuations Iégeres, cela révéle
qu'il existe des zones correctement structurées au sein du complexe, d'ou une
déformation réduite (Benson et Daggett 2012).
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6. Etudes statistiques :
Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel Minitab 16.

Les variables qualitatives sont présentées en valeurs absolues et/ou pourcentages (%).
Leur comparaison a été faite par le test Khi-deux, alors que les variables quantitatives sont
présentées en moyenne + écart type et comparées par le test t de student et une analyse a un
facteur (ANOVA) qui a éeté utilisée pour la comparaison entre plus de deux moyennes. La
normalité a été évaluée a 1’aide du test de. Quand la valeur de P est supérieure a 0,05, la
distribution est Gaussienne, ou les résultats sont exprimés par la moyenne + écart type, et les
tests choisis paramétriques.

e Les caractéristiques cliniques, histopronostiques et biomarqueurs du cancer du sein ont
été comparés en fonction du taux plasmatique du TRP, KYN et de I’'IDO1 par des tests
students ,ANOVA. Une p-value inférieure a 0,05 a été considérée comme significative
(Lakens et Caldwell 2019).

e Des corrélations de Pearson des régressions linaires simples et multiples,desACP,
ainsi que la régression logistique nominale (Saporta 2006) ont été utilisées pour tester
I'association entre le taux plasmatique du TRP, KYN et de I’IDOL1 et les facteurs de
risque du cancer du sein .Une valeur de P <0.005 a été considérée comme
statiquement significative. Les valeurs de I''DO1 a été divisé en quartile (Q1=4,9, la
médiane = 6, 24,Q3=8,32 maximum=42,88).

e Les régressions logistiques binaires ont été utilisées afin d’établir des modeles
prédictifs du CS a I’aide des facteurs mesurés (la variable de réponse est ici notée Y,
qui dénombre les sujets atteints du CS et les témoins , CS étant la valeur de référence.
Une p-value inférieure a 0,05 a été considérée comme significative (Nakache Jean-
Pierre 2003)

e Les courbes receiver operating characteristic (ROC) et les area under curve (AUC) ont
permis d’évaluer les capacités prévisionnelles des modeles choisis .Une valeur de
I’AUC élevée signifie que le modele sépare bien les malades des non malades
(Nakache Jean-Pierre 2003).

e Un test de khi 2 a été utilisé pour tester les associations entre le polymorphisme
génétique avec [D’expression de I'IDO1 ainsi qu’avec les caractéristiques
histopronostiques et biomarqueurs du cancer du sein. P <0.005 a été considerée
comme statiquement significative. (Leclerc. 1975).
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8 Justification de I’étude

11 s’agit d’une approche méthodologique du lien avec le statut en TRP des patientes atteintes
de CS.

Ce travail présente les travaux de théses réunis dans des chapitres, pour répondre aux
questions posées en introduction. Environ 140 articles et documents ont constitue la base
documentaire de cette recherche.

La doctorante a assuré les travaux de these au niveau du laboratoire de Chimie
Analytique et électrochimie (Tlemcen, Algérie), pour la partie génétique a été réalisée au
niveau de 1’école géne life science (Sidi Bel Abbes, Algérie). L’étude in Silico des effets des
differents SNP a été réalisé a I’unité de recherche en « Biologie clinique et moléculaire »
UR17ES29 (Faculté de de pharmacie de Monastir, université de Monastir, Tunisie
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Résultats et discussion

1. Description de la population de I’étude
1.1 Les caractéristiques de la population d’étude

Les caractéristiques de la population étudiée (cas et témoins) sont présentées dans le
tableau 1. C’est une étude réalisée sur une population de 352 sujets atteints du CS et
appartenant a la région de I’Ouest Algérien (Tlemcen) et 166 Témoins, afin d’étudier les
caractéristiques Anthropométriques et biologiques de cette population. (Tableau 1).

Il ressort de cette étude que 81% de la population générale présentent une ménarche
tardif (>12 ans). I’age de ménarche présente une différence significative entre les cas et les
témoins (p=0.006) (Tableau 1).

64% de la population d’étude ont un IMC >26 KG/M? ,il existe une différence
significative entre les cas et les témoins (p= 0.039) (Tableau 1)

74% de la population d’étude ont une glycémie >1.2. Notre analyse montre une
différence entre les cas et témoins (Tableau 1).

Cependant nous ne relevons aucune différence significative entre les cas et les témoins
concernant les autres parametres d’inclusions (Tableau 1) .

(Tableau 1) .
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Tableau 1: Caractéristiques générales de la population d'étude.

Parameétres La population Cas Témoins P value
générale

Age (ans)

<45 27% (142) 29% (103) 24% (39) 0.42

>45 73% (376) 71% (249) 76% (127)

Ménopause(ans)

Oui 29% (148) 26% (92) 34% (56) 0.21

Non 71% (370) 74% (260) 66% (110)

Meénarche (ans)

<12 19% (99) 14% (49) 30% (50) 0.00

>12 81% (419) 86% (303) 70% (116)

IMC (KG/M?)

<25 36% (56) 31% (12) 37% (44)

(26-29.9) 31% (48) 23% (9) 34% (39) 0.03

>30 33% (51) 46% (18) 29% (33)

Glycémie (g/l)

<1.26 26% (40) 41% (16) 21% (24) 0.00

>1.26 74% (115) 59% (23) 79% (92)

TRP (pmol/l)

<545 50% (83) 48% (17) 50% (63) 0.70

>54.5 50% (83) 52% (22) 50% (63)

ATCDP

Avec 62% (320) 63% (220) 60% (100) 0.66

Sans 38% (198) 37% (132) 40% (66)

ATCDF

Avec CS 27% (137) 25% (87) 30% (50) 0.42

Sans CS 73% (381) 75% (265) 70% (116)

KG/M2 :Kilogramme/maitre? ; g/l : gramme/litre; pmol/l :micromole/litre

La classification histologique nous a permis de définir deux catégories selon la
fréquence d’apparition des cancers dans notre population : les CS de fréquence élevée et les
CS de fréquence histologique rare .

Les cancers fréquents du sein représentent 87% des cas (307 cas), le carcinome
canalaire infiltrant (CCI) été prédominant représente 79 % (277 cas).

Pour les cancers de fréquence histologique rares du sein, nous les retrouvons a 13%
(45 cas) répartis respectivement en : carcinome in situ (DCIS) 6.5% (23 cas) des cas, le
papillome (PM) 3% (11 cas); le mucineux MC ( ou colloide) 2% (8 cas) et le phylloide (PT
cas) 1.5% (3 cas).

L'age moyen des patientes qui présentent les cancers les plus fréquents est de 50 +
1l1ans. L'age moyen des patientes qui présentent un cancer de fréquence rare est de 47+11ans.
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Les trois quart (72 %) des cas exprimant un cancer fréquent ont un age>45ans, de
méme plus de la moitié (69 %) des cas exprimant un cancer rare ont un age>45. (p=0.6)
(Tableau 2).

Explorer par les parameétres d'agressivité tumorale (T, N, M et grade SBR), il ressort
de notre étude une différence significative quant a la taille tumorale, I'envahissement
ganglionnaire et le grade SBR chez les patientes exprimant un cancer fréquent par rapport aux
patientes exprimant un cancer rare (p<0.05) (Tableau 2).

Une taille tumorale supérieur a 2 cm (T2-T4) est retrouvée chez 85% des cas
exprimant un cancer fréquent et chez 73% des cas exprimant un cancer rare (p=0.03)
(Tableau 2).

La moitié (49%) des cas exprimant un cancer rare ont un envahissement ganglionnaire.
De méme chez 68% des cas exprimant un cancer fréequent (p = 0,006) (Tableau 2).

Un grade SBR élevée (lI-111) est retrouvé chez 97% des patientes qui expriment un
cancer fréquent et chez 91% des cas qui expriment un cancer rare (p=0.03) (Tableau 2).

Concernant les biomarqueurs du CS (RH, HER2 et KI67) notre analyse montre une
différence significative dons I’expression des RH, des HER2 chez les patientes qui ont un
cancer fréquent par rapport aux patientes qui ont un cancer rare (Tableau 2).

65% des cancers fréquent et 78 % des cancers rares sont des RH positives (p=0.04).
L'oncogene HER2 est négative chez 86% des cancers rares et chez 60% des cancers fréquents
(p=0.00) (Tableau 2).

Pour 1'indice mitotique K167 ; 48% des patientes expriment un K167 >20 (Tableau 2).
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Parameétres Population des Cancers fréquent  Cancers P value
cas (352) (307) rares (45)
L'age
<45 ans 29% (101) 28 % (87) 31% (14) 0,642
>45ans 71% (251) 72 % (220) 69 % (31)
L'age de ménarche
<12 ans 14% (49) 14% (42) 16% (07) 0,692
>12ans 86% (303) 86 % (265) 84% (38)
La ménopause
Oui 26% (92) 25% (77) 33% (15) 0.21
Non 74% (260) 74% (230) 66% (30)
Taille tumorale(Tcm)
T1 17% (59) 15 % (47) 27 % (12) 0,03
T2-T4 83% (293) 85 % (260) 73 % (33)
Ganglions
NO 34% (120) 32 % (97) 51 % (23) 0,00
N1 66% (232) 68 % (210) 49 % (22)
M
MO 88% (312) 88 % (271) 91 % (41) 0,48
M1 12% (40) 12% (36) 09 % (04)
Grade SBR
SBRI 3% (11) 02 % (7) 09 % (04) 0,03
SBRII-SBRIII 97% (341) 98 % (300) 91 % (41)
RE
RE+ 66% (234) 65 % (199) 78% (35) 0,04
RE- 34% (118) 35 % (108) 22 % (10)
RP
RP+ 66% (232) 64 % (197) 78 % (35) 0,02
RP- 34% (120) 36 % (110) 22 % (10)
HER2
HER2+ 37% (129) 40 % (123) 14 % (06) 0,00
HER2- 63% (223) 60 % (184) 86 % (39)
K167
<20 75% (108) 48 % (148) 60% (27) 0,21
>20 92% (178) 52 % (160) 40 % (18)

T1l:<2cm; T2:>2 cm; NO : envahissement ganglionnaires négatif ; N1 : envahissement
ganglionnaires positif ; MO : sans métastase, M1 : avec métastase ; SBRI : tumeur moins
agressive. SBRII-SBRIII: tumeur plus agressives .

1.2 La variabilité histologique selon les biomarqueurs et I’agressivité tumorale

Notre population d’étude est caractérisée par une variété de phénotype hormonale

(RH).

Dans la population des cancers rares, les patientes de phénotype RE négative sont 2
fois plus associé a une taille tumorale supérieur a 2 cm et 4 fois plus associé aux grade
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SBR élevée par rapport au patientes de phénotype RE+(p=0.001; OR=2.42; p=0.04; OR=4.19
respectivement). Tandis que dans la population des cancers fréquents ne montrent aucune
association (OR<2) (Tableau 3).

L’analyse de la régression binaire montre aussi que les patientes présentant un CS rare
et n’expriment pas les RE sont 4 fois plus associ¢é a I’envahissement ganglionnaire
comparativement aux patientes qui expriment un RE+ (p=0.02 ; OR=4.46) (Tableau 3).

Concernant I’expression des RP dans les cancers rares, 1’analyse de la régression
montre aussi que I’absence des RP est associée aux parametres d’agressivité tumorale par
rapport a I’expression des RP (Tableau 3).

Tandis que ’absence des RP dans les cancers fréquents ne montre aucune association
(Tableau 3).

Les patientes qui ont un cancers rares et sont de phénotype RP- sont associé 3 fois plus
a une taille tumorale >2cm, 7 fois plus au grade SBR élevee et 4 fois plus a I’envahissement
ganglionnaire comparativement aux patientes qui sont de phénotype RP+ (p=0.00 ; OR=2.79 ;
P=0.01; OR=7 ; p=0.02, OR=4 respectivement) (Tableau 3).

Les patientes qui ont un cancers rares et sont de phénotype RP- sont associé 3 fois plus
a une taille tumorale>2cm, 7fois plus au grade SBR élevée et 4 fois plus a I’envahissement
ganglionnaire comparativement aux patientes qui sont de phénotype RP+ et aucune
association dans la population des cancers fréquents (Tableau 3) .

Concernant I’indice de prolifération tumorale KI67 I’expression élevée du ki67>20
sont 2 fois plus associé a une taille tumorale supérieur a 2 cm par rapport aux patientes qui ont
un ki67 <20 (OR=2.19; p=0.02) et aucune association dans la population des cancers
fréquents(Tableau 3)

L’expression du ki67 ne montre aucune association avec les autres parametres
d’agressivité tumorale (p>0.05) (Tableau 3)
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Tableau 3: L'expression des biomarqueurs du CS (RH, HER2, KI67) en fonction des
parametres de l'agressivité tumorale dans la population des cancers rares et fréquents.

Parametres

Cancers fréquents Cancers rares
OR (Z ; P-value ; C1 95%) OR (Z; P-value ; Cl 95%)

RE (RE-/RE+)

Taille tumorale

1.45 (2.84; 0.00; 1.12-1.88) 2,42 (2,38 ;0,01 ; 1.16-5.01)

Grade SBR

1.49 (1.72; 0.08; 0.94-2.35) 4.19 (2.04;0.04 ; 1.05-1.16)

Ganglions

1.62 (2.64,0.00,;1.13-2.33) 4.46(2.19;0.02 ; 1.16-17.07)

RP (RP-/RP+)

Taille tumorale

1.36 (2.38;0.00 ; 1.05-1.76)  2.79 (2.65 ; 0.00 ; 1.30-5.96)

Grade SBR

1.89 (2.93,0.00;1.25-3.14)  7.19(2.56; 0.01 ; 1.58-32.60)

Ganglions

1.64 (2.69;0.00;1.14-2.36) 4.46 (2.19,0.02 ; 1.16-17.07)

K167(<20/ >20)

Taille tumorale

1.56 (3.12;0.00; 1.18-2.07)  2.19(2.28,;0.02 ; 1.11-4.31)

Grade SBR

1.22 (0.88,0.37;0.77-1.92)  2.08 (1.40,0.162 ; 0.74-5.8)

Ganglions

1.19(0.97;0.33,;0.83-1.70)  1.07(0.14; 0.89 ;0.39-2.93)

OR: odds ratio, IC: intervalle de confiance.

2. prédiction du statut du TRP

2.1 La concentration plasmatique du TRP

La figure 1 représente la distribution (médiane, quartiles) dans la population générale, la
population témoins et la population cancéreuse (figure 1).

En ce qui concerne le métabolisme du TRP, la concentration moyenne plasmatique du
TRP dans la population générale était de 59.32+24.015umol/L, dans la population cancéreuse
était de 54.456+18.96umol/L et de 60.83+24.015umol/L chez les témoins (figure 1).
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Figure 1: Distribution de la concentration plasmatique de TRP dans la population d'étude

2.2 Distribution de la concentration du TRP chez les témoins et les cas

Nous avons réparti la population cancéreuse et la population témoins en fonction de la
concentration plasmatique du TRP, en utilisant la médiane en 2 catégories : une population a
dégradation accrue du TRP et une population a concentration élevée.

La figure 2 illustre la distribution de la concentration plasmatique du TRP en fonction
de la médiane.

La concentration médiane pour I’ensemble de la cohorte est de 54,5 pmol/l.

En particulier, la concentration médiane pour les patientes atteintes du CS est de
51.60pmol/L (Figure 2).

Tandis que la concentration médiane pour les témoins est de 59.90 umol/I (Figure 2).

L’analyse de variance montre une différence significative dans la concentration
plasmatique du TRP entre les témoins et les cas (p=0.004), les témoins avaient des taux
plasmatiques plus élevés par rapport aux cas (Figure 2).
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Figure 2: Analyse de variance des concentrations de TRP chez les patientes atteintes du CS

Dans notre population 23% (9 cas) ont un cancer dans la famille (ATCD F). 10% ont
une concentration plasmatique de TRP faible (<5.6) (Figure 3).

Le test khi2 ne montre aucune différence significative entre les patientes exprimant
une concentration plasmatique élevée de TRP et la présence des ATCD F de cancer (p=0.77)
(Figure 3).

Concernant la présence des antécédents personnels (ATCD P) de diabéte ; 23% des
patientes ont des ATCD P. 13% présentent une concentration faible de TRP. Le test khi2 ne
montre aucune différence significative entre la présence de diabete et le taux plasmatiques de
TRP (p=0.47) (Figure 3).
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Figure 3: La Fréquence des ATCD F et ATCD P selon le taux plasmatique de TRP

2.3 Le statut du TRP en fonction de I’agressivité et aux biomarqueurs tumoraux

Le tableau 4 résume la distribution de la concentration plasmatique du TRP selon les
parametres de 1’agressivité tumorale et les biomarqueurs du CS (Tableau 4).

Nous n’avons pas trouvé une différence significative du taux plasmatique du TRP en
fonction de toutes les caractéristiques tumorales du CS (p>0.05) (Tableau 4).

Dans la population a concentration élevée de TRP, I’analyse des moyennes, montre
une différence significative entre les cas et les témoins (Tableau 4).

La concentration est significativement plus élevée chez les cas avec une p=0.047
(Tableau 4).

Dans la population a concentration élevée du TRP, les patientes présentent une
concentration moyenne du TRP plus élevée que les témoins (Tableau 4)

Notre analyse montre que la dégradation accrue du TRP est significativement plus
élevée dans les tumeurs agressives (p=0.00). Dans la population a dégradation accrue toutes
les patientes avaient une taille supérieure a 5 cm (T2-T3) (Tableau 4).

Dans la population a dégradation accrue du TRP, Les patientes avec RE- ont une
moyenne de concentration de TRP tres faible par rapport aux patientes avec RE+ (Tableau 4).

La dégradation du TRP était aussi plus élevée chez les patientes qui ont une
surexpression du K167 >20% (p<0,05) (Tableau 4).
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Tableau 4 : Distribution de la concentration plasmatique du TRP en fonction des facteurs de
I'agressivité tumorale et les biomarqueurs du CS

TRP (umol/l)
Les parametres Moyenne * écart type p value
Population totale <51.6 (umol/l) >51.6 (umol/l)
Age
<45 ans 46.61+17.19 0,19 37.53+12.46 0.93 64.79+3.34 0.82
>45 ans 57.79+19.54 39.41+8.37 69.88+143.32
Taille tumorale
(T cm)
T1 69.56+20.41 0,00 0 69.56+2.04 0.69
T2-T4 53.63+19.13 39.01+9.00 69.07+£14.08
Ganglions
NO 60.49+24.72 0,50 28.759 (1 cas) 71.07+15.66  0.79
N1 53.76+18.52 39.58+8.90 68.77+13.39
Grade SBR
SBRI 55.22+18.48 0,54 40.62+8.02 0.07 69.82+13.66  0.27
SBRII-II 50.93+22.25 30.42+10.75 66.30+13.34
RE
RE+ 53.15+17.42 0,49 40.46£8.34 0.03 68.57+12.15 0.81
RE- 59.49+24.80 26.74+2.84 70.40+16.96
RP
RP+ 53.47+17.62 0,56 40.76£8.64  0.14 68.57+12.15 0.81
RP- 57.72+23.80 32.47+8.10 70.40+16.96
HER?2
HER2+ 56.85+22.48 0,76 38.72+13.24 0.97 68.94+19.18  0.98
HER2- 54.10+18.75 39.05+8.90 69.12.84
K167
<20 60.35+16.90 0,00 40.38£10.19 0.54  69.52+13.56
>20 42.66+17.81 37.78+8.13 61.42 (1 CAS)

pmol/l :micromole/litre T1: <2 cm; T2: >2 cm; NO: envahissement ganglionnaires
négatif ; N1 : envahissement ganglionnaires positif ; SBRI : tumeur moins agressive. SBRI1-
SBRIII: tumeur plus agressives .

La figure4 ci-dessous présente des Plans d’ACP 1-2 et des dendrogrammes de taux
plasmatique de TRP selon les différents facteurs d’agressivité et biomarqueurs du CS.

Dans la figure 4.A le plan ACP avec une inertie de 54%, montre une corrélation
inversee entre la concentration plasmatique du TRP et I’envahissement ganglionnaire(r=-37%,
p=0.02). 90% des patientes (35 cas) ont un envahissement ganglionnaire, parmi elles 51% (18
cas) présentent une dégradation accrue du TRP (figure 4.A-B).

Le TRP montre aussi une liaison inversée avec le grade SBR (figure 4.B).On note une
dégradation accrue de TRP chez les patientes avec un grade SBR 111 (proche de signification
p=0.07) par rapport aux patientes avec un grade SBR Il. (Tableau 4-figure 4.A-B.)
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Dans la figure 4.C le plan ACP 1-2 avec une inertie de 84% montre aussi une
corrélation inversee entre la concentration plasmatique du TRP et le KI67 (r=40% ; p=0.011)
(figure-4-c et figure 5). Les patientes avec un taux plasmatique faible de TRP présentent un
KI67 élevé >20 (p<0.005) (Tableau 4).

Le dendrogramme montre aussi une liaison du TRP avec HER2. Ces 2 facteurs
s’opposent avec 1’expression des RH (figure 4.D).43% des patientes avec RE+ présentent un
taux faible de TRP(p=0.037) (Tableau 4).
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Figure 4: Les plans des ACP et des dendrogrammes des différents facteurs de I'agressivité et
les biomarqueurs du CS
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Figure 5: Corrélation entre le taux plasmatique de TRP et le K167 chez les patientes atteintes
du CS
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2.4. Distribution des parametres du métabolisme de TRP selon le statut
moléculaire des patientes atteintes du CS

Les niveaux des concentrations plasmatiques de TRP, KY N et IDO sont distribués
selon le statut moléculaire des patientes atteintes du CS (figure 6).

Nous n’avons pas trouvé une différence significative entre les moyennes des taux
plasmatiques du TRP, KYN et IDO 1 entre les patientes exprimant un profil moléculaire
different (Luminal A. Luminal B, HER2+ et TNG) (figure 6).
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Figure 6: Analyse de variance des moyennes des taux de TRP,KYN,IDO1 selon le statut
moléculaire des patientes atteintes du CS.
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2.5 Analyse de I’association entre le taux plasmatique de TRP et le statut hormonal
des patientes atteintes de CS

La régression multiple, montre que le taux plasmatique de TRP est significativement
lié (p<0.05) a la ménarche précoce avant 12 ans et a la ménopause tardive (>50 ans) (Tableau
5) avec une équation de régression :

TRP (umol/L)= 42.35+17.08 ménarche -8.58 ménopause + 7.41 allaitement — 12.83 parité
—3.69 pride de CO.

Tandis qu’il n’existe aucune association entre le taux plasmatique de TRP, la durée
d’allaitement, la multiparité et la prise de CO (p>0.05) (Tableau 5)

Tableau 5: Régression multiple du statut hormonal en fonction du taux plasmatique du TRP
chez les patientes atteintes du CS

Facteurs hormonaux endogenes Coefficients Coefficients P value
Constante 42.35 9.94 0.00
Meénarche précoce (<12 ans) 17.08 6.94 0.01
Ménopause tardive (= 50ans) -8.58 3.75 0.02
Allaitement (24 mois) 741 4.85 0.13
Multiparité -12.83 8.10 0.12
CO (=5ans) -3.69 5.13 0.47

CO : contraception orale

2.6 L’age, le taux de glycémie, le taux de TRP comme facteurs prédictifs dans le
survenue du CS

Le tableau 6 présente un modele de prédiction pour tester les facteurs associés au
risque de CS qui sont actuellement proposés par la littérature. Le premier modele ne montre
aucune association significative entre le TRP, KYN, IDO1 et risque de développer un
CS(p>0.05) (Tableau 6).

Tandis que le modele 1 était ajusté avec I’Age et la glycémie et rend le facteur TRP
significativement associé au risque de CS (p>0.05) (Tableau 6)
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Tableau 6: Résultats du modele de régression logistique des facteurs prédictifs (TRP, KYN,
IDO1, glycémie, &ge ) dans la survenue du CS

Les prédicteurs Coefficients Z (Wald) p-value OR ICa95%
Modell(non ajusté, REF :1)

Constante -0.63 -054 -0.59

TRP (umol/L) 0.037 1.75 0.08 1.03 (0.99-1.08)
KYN (umol/L) -0.34 -1.32 0.18 0.71 (0.42-1.17)
IDO1(pmol/L) 0.12 1.12 0.26 1.13  (0.90-1.41)
Model 2 (ajusté, REF:1)

Constante -5.50 -3.36 0.00

TRP (umol/L) 0.03 1.97 0.04 1.03 (1-1.08)
KYN (umol/L) -0.37 -151 0.13 0.68 (0.42-1.11)
IDO1(umol/L) 0.08 0.90 0.36 1.09 (0.90-1.32)
Age(ans) 0.06 3.26 0.00 1.06 (1.05-1.10)
Glycémie (g/L) 1.01 3.17 0.00 2.75 (1.47-5.13)

OR: odds ratio, IC: intervalle de confiance,

Les facteurs prédictifs, le taux de TRP, I’age et le taux de glycémie dans le modéle
logistique 2 sont associés au risque de CS (p>0.05)

Il apparait que les patientes avec une dégradation accrue de TRP sont plus exposées au
risque de CS par rapport aux femmes avec un taux de TRP élevé (>54,5 umol/L) (Tableau 6)

Les patientes avec un taux de glycémie supérieur >1.6 g/L sont deux fois plus

exposées au risque de CS par rapport aux femmes avec une glycémie <1.6 g/L (OR=2; 95%
Cl=1.47-5.13, P=0.00).

En tenant compte du facteur age, les patientes agées de moins de 58 ans sont
pratiquement plus exposées au risque du CS par rapport aux femmes agées de 58 ans et plus.

Le test d’adéquation de 1’ajustement par la méthode de Pearson, somme des carrés
d’écart, Hosmer-Lemeshow (>0.05) acceptent le modéle logistique (Tableau 7).

Tableau 7:Test d'adéquation de I'ajustement

Test DL Khi deux Valeur de p
Somme des carrés des 149 145,37 0,56

écarts

Pearson 149 3624,98 0,00
Hosmer-Lemeshow 8 11,68 0,16

DL.: degré de liberté

Le D de Somers, le Gamma de Goodman-Kruskal et Tau a de Kendall sont
résumeés dans le tableau des paires concordantes et discordantes (Tableau 8).
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Test de D de Somers (0.66) et le Goodman-Kruskal (0.66) indiquent que le
modele est de meilleures capacités de prévision (Tableau 8).

Le Tau a de Kendall donne une capacité de prévision relativement basse
(0.25) (Tableau 8).

Pour les capacités prévisionnelles de notre modéle, on note un pourcentage
tres fort de paires concordantes (83%). (Tableau 8).

Tableau 8: Mesures d'association entre la variabilité de réponse et les facteurs prédictifs du
CS (TRP, KYN, IDO1, age, glycémie)

Paires Nombre Pourcentage Mesures récapitulatives Valeur
Concordantes 3751 82,9 D de Somers 0,66
Discordantes 760 16,8 Gamma de Goodman-Kruskal 0,66
Ex aequo 13 0,3 Tau a de Kendall 0,25
Total 4524 100,0

Notre modéle de prévision montre avec la Fonction d’efficacité (courbe
ROC) un AUC =0.83, la valeur de I’AUC montre que ce modele logistique a une
discrimination excellente (figure 7)

1.07 AUC=0,83

0,84

0,67

sensibilite

0,41

0.2

ool =

a0 0z 04 06 0.8 1.0

spécificité

Figure 7: La courbe ROC du modele des facteurs prédictifs (TRP,KYN,IDO1,age, glycémie)
associé a la survenue du CS
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2.7 Discussion

Dans I’ensemble, il y a peu de recherches sur la dégradation du TRP chez les patientes
atteintes du CS. La majorité des études sur le CS n’a pas établi la corrélation entre les
caractéristiques tumorales et le taux plasmatique du TRP, KYN, et KYN/TRP ratio, par
rapport aux autres types de cancer (Botticelli et al. 2018; Creelan et al. 2013)

Le but de notre étude est d’abord d’analyser le taux plasmatique du TRP et KYN dans
le plasma des patientes atteintes du CS et des témoins, puis tester 1’association des niveaux
d’IDO avec I’agressivité tumorale et les biomarqueurs du CS.

Malgré les recherches effectuées sur I’'IDO 1, il s’agit de la premiére étude en Algérie
et en Afrique qui évalue le niveau plasmatique de TRP et son métabolite en fonction des
caractéristiques tumorales du CS.

Comme facteur corrélé aux facteurs de risques classiques de CS (envahissement
ganglionnaire et 1’indice mitotique KI67). Dans notre population d’étude le TRP est aussi
associé a 1I’age de survenue du CS et a une glycémie supérieure a 1.6 g/L.

La concentration moyenne du TRP dans le sang varie selon les études. Une de ces
derniéres, indigue que les concentrations de TRP libre est entre 40 a 100 umol/L (Anderson et
al. 1987) Une étude plus récente montre que la concentration du TRP libre est entre 50 a 60
pmol/L (Favennec. 2015 ). Cela montre que la concentration plasmatiqgue moyenne de TRP
chez les témoins de notre étude est un peu élevée (60.82+24.01). Tandis qu’une autre étude
utilise la médiane pour comparer entre la concentration élevee et faible du TRP (Lyon et al.
2011)

En général, divers cancers ont été signalés comme étant liés aux changements du TRP
et de ses métabolites dans le corps humain, tel que le CS (Gomez-Cebrian et al. 2021; Li et al.
2022). Dans notre population d’étude il n’existe pas une différence significative dans la
concentration plasmatique du TRP entre cas et témoins. Des études précédentes retrouvent des
taux plasmatique du TRP significativement plus faible chez les patientes atteintes du BS par
rapport au témoins(Greene et al. 2019; Onesti et al. 2019) Tandis que dans 1’étude de Lyon et
al les femmes atteintes d'un CS avaient des niveaux supérieur de TRP (Lyon et al. 2011) Une
diminution significative des concentrations du TRP entre le groupe du CS et le groupe témoin
était positivement corrélée avec la progression du CS (Eniu et al. 2019). Toutefois, les
résultats de la littérature restent contradictoires.

Les tumeurs histologiqguement similaires du sein peuvent avoir des pronostics
differents et répondre difféeremment au traitement, en raison du métabolisme tumoral différent
Il existe une différence entre le taux plasmatique du TRP, KYN et de I’IDO1 en fonction de
I’agressivité tumorale et en fonction du profil hormonal (Gomez-Cebrian et al. 2021) .

A notre connaissance il existe que deux éetudes sur le CS qui ont déterminé une
corrélation entre la concentration plasmatique du TRP, KYN et I'IDO1 avec les
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caractéristiques tumorales du CS (grade SBR, TNM, HR, HER2, KI67) (Onesti et al. 2019;
Soliman et al. 2013)

Le TRP était significativement plus faible chez les patientes atteintes du CS grade 111 /
IV (Greene et al. 2019). Les mémes résultats étaient trouves dans une autre étude qui observe
que la dégradation de TRP était plus rapide dans les tumeurs les plus grandes par rapport aux
tumeurs de grade Il et I11. Cette étude compare aussi le niveau du TRP selon la taille tumorale
des patientes ; les résultats montrent que le niveau du TRP était élevé dans les tumeurs T1
(<5cm) (Onesti et al. 2019); ce qui concorde avec nos résultats.

Notre analyse montre que la dégradation accrue du TRP est significativement plus
élevée dans les tumeurs agressives (p=0.00). Dans la population a dégradation accrue, toutes
les patientes avaient une taille supérieure a 2 cm (T2-T4).

Plusieurs études ont montré une association entre le microenvironnement tumoral des

ganglions lymphatiques et la dégradation du TRP ainsi que 1’expression de I’IDO1 dans le CS
(Asghar et al. 2021; Ye et al. 2019).

L’IDO et le TDO sont généres par les cellules tumorales endothéliales et immunitaires
des ganglions lymphatiques drainant les tumeurs (Liu et Zhai 2021; Opitz et al. 2020) . Notre
étude montre une corrélation inversée entre le taux plasmatique de TRP et I’envahissement
ganglionnaire (r=-37%, p=0.02).

En général le métabolisme des acides aminés dans le CS montre une différence
significative selon les biomarqueurs de CS entre les ER- et ER+ (Gomez-Cebrian et al. 2021;
Greene et al. 2019). Cette différence peut avoir un impact direct sur le comportement tumoral
et les phénotypes cliniques des patientes (Lyon et al. 2011; Soliman et al. 2013). La valeur
médiane du taux plasmatique de TRP était plus faible (42.00+8.88 umol/L) chez les patientes
avec ER- par rapport aux patientes ER + (45.47+11.26 pumol/L) avec une p value significative
(p=0.016) (Onesti et al. 2019).Tangue et al montrent que le taux plasmatique du TRP ne varie
pas en fonction du RE+ et RE- mais le niveau de la KYN et I'IDO1 sont élevés dans les
tumeurs RE-(Tang et al. 2014). D’autres études montrent que les patientes ER- sont
caractérisées par un taux plasmatique du TRP faible (Greene et al. 2019; Onesti et al. 2019).
Les moyennes des concentrations de TRP chez les patientes ER- étaient de 24.74+2.84
pumol/L ; tandis que chez les patientes ER+ était 40.46+8.34 umol/L avec une p=0.037.

Selon la littérature, le taux plasmatique du TRP en fonction du statut moléculaire des
patientes atteintes du CS, aucune différence n’a été retrouvée dans les quatre sous types
moléculaires (Kim et al. 2017; Onesti et al. 2019) ; ce qui concorde avec nos résultats. Les
tumeurs TNG sont caractérisées par un taux de TRP plus faible, une concentration de KYN et
de I’'IDO légerement élevée (Kim et al. 2017).

Concernant 1’oncogéne HER2, les études publiées s'intéressent plus, au profil
hormonal car ce dernier a un intérét pronostique et thérapeutique. La valeur médiane du taux
plasmatique du TRP était 43.66+£10.16 pmol/L, 44.93+11.09 pmol/L chez les patientes
HER2+ HER2- respectivement avec une p=0.31(Onesti et al. 2019). Ce qui concorde avec

29



Résultats et discussion

non résultats, les patientes avec HER2+ expriment un taux plasmatique moyen de TRP de
56.85+22.48 umol/L et les patientes avec HER- expriment un taux plasmatique moyen de
TRP de 54.10+18.75 pmol/L avec une p non significative (p=0.76).

Une étude a correlé le K167 avec 399 métabolites différents. Les résultats montrent de
fortes corrélations avec certains métabolites dans les cellules a croissance rapide (Tang et al.
2014). Dans notre étude nous avons trouve une corrélation inversée entre le taux plasmatique
du TRP et le KI67(r=-40% ; p=0.01). On observe aussi une dégradation accrue du TRP chez
les patientes qui ont l'indice de prolifération KI67 ¢élevé (>20). Ces résultats ne concordent pas
avec les résultats de Onesti et al qui ne trouvent aucune corrélation dans le taux plasmatique
du TRP et I’'expression du K167(Onesti et al. 2019).

L’étude analytique par régression multiple de la concentration plasmatique de TRP,
selon le statut hormonal des patientes atteintes du CS explique une association entre la
concentration plasmatique de TRP et la ménarche précoce avant 12 ans ainsi qu’a la
ménopause tardive apres 1’dge de 49 ans. Dans la littérature, la survenue des premicres regles
avant I'age de 12 ans, augmente le risque de cancer du sein ( Key et al .2001) . Aucune étude
n’a analysé le taux plasmatique de TRP selon le statut des hormones endogéne des patientes
atteintes du CS.

L’étude analytique par régression binaire, effectuée sur les données de la population
générale, a montré que la concentration plasmatique de TRP devient un facteur
significativement associé au risque de CS apres que le modéle est ajusté par la glycémie et
I’age. Cela peut expliquer une éventuelle interaction entre la concentration plasmatique du
TRP, le taux de glycémie, 1I’Age dans la survenue de CS. On peut conclure que le TRP chez la
patientes diabétique et 4gées de moins de 58ans devient un facteur de risque du CS.

Plusieurs études ont montré une association positive entre la concentration
plasmatique de TRP et I’incidence du DT2 (Murr et al. 2015; Wang et al. 2011; Kechkouche.
2021). Dans notre étude les femmes avec un taux de glycémie supérieur >1.6 g/L sont deux
fois plus exposées au risque de CS par rapport aux femmes avec une glycémie <1.6 g/L
(OR=2, P=0.00). Une étude montre que la concentration de TRP circulant chez les femmes
diabétiques était inférieure a celle des hommes (Niinisalo et al. 2008; Ulvik et al. 2020).

Le métabolisme de TRP augmente significativement avec 1’age (de Bie et al. 2016).
Les résultats de 1’étude de régression montrent que les femmes &gées de moins de 58 ans sont
pratiquement plus exposées au risque de CS par rapport aux femmes agées de 58 ans et plus.
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3. L’activité enzymatique de I’IDO 1 et ’agressivité tumorale

3.1. La distribution de la concentration de ’IDO 1

Le tableau 9 résume la distribution de la concentration plasmatique d’IDO 1 exprimée
par le rapport KYN/TRP selon les parametres de I’agressivité tumorale et les biomarqueurs du
CS (Tableau 9).

Le taux plasmatique de I’IDO 1 ne montre aucune différence significative entre les cas
et les témoins (Tableau 9).

Les patientes agées de plus de 45 ans ont une expression de I’'IDO 1 plus élevée que
les femmes patientes jeunes (p=0,001) (Tableau 9)

L'expression de I''DO1 montre une forte expression significative avec l'agressivité
tumorale (Tableau 9).

L'IDO est plus €levée chez les patientes qui ont une taille tumorale classée entre T2-T4
(8,1£4,28umol/umol) par rapport aux patientes qui ont une taille tumorale classée
T1(5,5+0,793 pmol/pumol) avec une p=0,029 (Tableau 9).

L’expression de L'IDO 1 est aussi plus élevée chez les patientes présentant un
envahissement ganglionnaire par rapport aux patientes sans envahissement ganglionnaire
(p=0,00) (Tableau 9).

Les patientes qui ont un RH+ et HER2-, ont un taux d'IDO1 plus élevé que les
patientes RH- et HER2+ respectivement (Tableau 9).

Concernant le K167, le taux d’expression de I'IDO 1 est plus élevé chez les patientes
exprimant un K167 élevé>20(11,3+5,88umol/pmol) par rapport aux patientes qui expriment
un Ki67 entre [10-20] (6,3+1,384 umol/ umol) (p=0,00) (Tableau 9)
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Tableau 9:Les niveaux de l'activité enzymatique de I'IDOL1 en fonction des facteurs de
I'agressivité et des biomarqueurs du CS

Les paramétres KYN/TRP*100 (umol/ umol)
Moyenne *écart P value
Cas et témoins
Témoins 7,367+4,826 0,496
Cas 7,954+4 214
Age
<45 ans 6,5+1,495 0,00
>45 ans 8,113,922
Taille tumorale (T cm)
Tl 5,540,793 0,02
T2-T4 8,114,288
Ganglions
NO 5,740,625 0,00
N1 8,244,378
Grade SBR
SBRI 7,744,169 0,37
SBRII-111 9,3+4,51
RE
RE+ 8,244,621 0,00
RE- 7,141,966
RP
RP+ 8,244,697 0,00
RP- 7,1+1,841
HER2
HER2+ 7,1+1,150 0,00
HER2- 8,114,490
K167
<20 6,311,384 0,00
>20 11,345,88

T1l:<2cm; T2:>2 cm; NO: envahissement ganglionnaires négatif ; N1 : envahissement
ganglionnaires positif; SBRI : tumeur moins agressive. SBRII-SBRIII: tumeur plus

agressives .

Le taux plasmatique d’IDO1 montre une corrélation positive avec la KI67 et 1’age de
survenue du CS p=0.00 ; r=20% ; p=0.03, r=16% respectivement) (figure 8)
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Figure 8:Corrélation entre l'activité enzymatique de I'IDO1 et le KI67 et 1’age de survenue du
CS

3.2 L’activité enzymatique de I’IDO1 associée a I’agressivité et aux biomarqueurs
tumoraux du CS

Nous avons réparti notre population d’étude en fonction des quartiles et de la
médiane : Q1=4.9 umol/L, médian=6.24 pmol/ pmol, Q3=8.32 pmol/ pmol.

L’analyse de la régression logistique nominale montre que les niveaux d’activité
enzymatique élevés de I’IDO 1 sont associés aux facteurs de risque de CS qui sont proposés

par la littérature a savoir 1’age, 1’agressivité tumorale et les biomarqueurs du CS (RE ,RP et
K167) (Tableau 10)

Le taux plasmatique de I'lDO 1 supérieur a 8,4 umol/L est associé a un age de survenu
du CS égale a 63 + 14 ans (P=0,02, OR=1,05) (Tableau 10).

Concernant I'agressivité tumorale, le taux plasmatique de I'IDO1 supérieur a 6,2 pmol/
pmol est associé 2 fois plus a la taille tumorale élevée par rapport aux patientes qui ont un
taux faible de I’'TDO 1 (p=0,035, OR=2). L'expression de I'IDO 1 supérieure & 4,9 umol/ pumol
est aussi associée 2 fois plus au grade SBR (lI-111) par rapport aux patientes qui ont un taux
faible de I’IDO1 (Tableau 10).
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Pour I'envahissement ganglionnaire, I'expression de 1’IDO1 supérieure a 8,4 umol/

umol est associ¢e 4 fois plus par rapport aux patientes qui ont un taux faible de I’'IDO 1
(Tableau 10).

Concernant le taux d'expression de 1’IDO1, en fonction des biomarqueurs du CS, le
taux plasmatique de I'IDO1 élevé (IDO>6,2 pumol/ pmol), il est associé 5 fois plus au RE+
(p=0,024 ; OR=4,80) et 4 fois plus au RP par rapport aux femmes qui expriment un taux
faible de I’IDO. L'expression d'IDO 1 ne montre aucune association avec le HER2 (p>0,05)
(Tableau 10).

L'expression d'IDO 1 montre aussi une association avec le K167 (p=0,008 ; OR=1,14),
I'IDO supérieur a 4,9 umol/ umol est associé par rapport aux femmes qui expriment un taux
d'IDO<4,9 umol/ pumol (Tableau 10).

Tableau 10: Résultats de la régression nominale de I'association plasmatique de I'IDO1 et les
différents facteurs du CS

Les variables Coef Coef Ert Z P OR IC a9 %
Age:

(Q4/Q1) 0,04 0,02 2,29 0,02 1,05 1,01-1,09
(Q3/Q1) -0,00 0,01 -0,0 0,95 1,00 1,00-1,04
(Q2/Q1) -0,00 0,01 -0,21 0,83 1,00 0,96-1,03
Taille tumorale

(Q4/Q1) 0,45 0,25 1,76 0,07 1,58 0,95-2,62
(Q3/Q1) 0,53 0,25 2,11 0,03 2,11 0,95-2,83
(Q2/Q1) 0,45 0,25 1,75 0,08 1,57 0,95-2,60
Ganglions

(Q4/Q1) 1,32 0,57 2,29 0,02 3,75 1,21-11,65
(Q3/Q1) 1,12 0,58 1,92 0,05 3,09 0,98-9,78
(Q2/Q1) 0,77 0,60 1,27 0,20 2,16 0,66-7,10
Grade SBR

(Q4/Q1) 0,59 0,29 2,00 0,04 1,82 1,01-3,26
(Q3/Q1) 0,68 0,29 2,31 0,02 1,98 1,11-3,54
(Q2/Q1) 0,61 0,29 2,08 0,03 1,85 1,04-3,31
RE

(Q4/Q1) 1,12 0,71 1,56 0,11 3,07 0,75-12,53
(Q3/Q1) 1,56 0,69 2,25 0,02 4,80 1,23-18,81
(Q2/Q1) 1,20 0,70 1,71 0,08 3,35 0,84-13,41
RP

(Q4/Q1) 0,95 0,72 1,31 0,18 2,61 0,62-10,89
(Q3/Q1) 1,44 0,70 2,05 0,04 4,22 1,07-16,72
(Q2/Q1) 1,20 0,70 1,71 0,08 3,35 0,84-13,41
K167

(Q4/Q1) 0,13 0,04 2,66 0,00 1,14 1,04-1,26
(Q3/Q1) 0,11 0,04 2,31 0,02 1,12 1,02-1,24
(Q2/Q1) 0,10 0,04 2,14 0,03 1,11 1,01-1,23

Coef : Coefficients, Q1=4.9 umol/L, Q2=6.24 pumol/ pmol, Q3=8.32 pumol/ umol , OR: odds
ratio, IC: intervalle de confiance.
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3.3. L’activité enzymatique de I’'IDO 1 et le statut hormonal des patientes atteintes
du CS
La régression multiple, ne montre aucune association entre ’activité enzymatique de
I’IDO les facteurs hormonaux liés a I’imprégnation oestrogénique pré-ménopausique (1’age de
ménarche, 1’age de ménopause, la multiparité, la prise de CO) des patientes atteintes du CS
(p>0.05).

Tandis qu’il existe une simple régression (r>=15.74%) entre I’activité de ’IDO 1 et la
ménopause tardive (>50 ans) (Tableau 11) avec une équation de régression :
IDO 1(umol/ umol)= 6.68+2.14 ménopause

Tableau 11: Analyse de la variance de I'lDO1 selon 1’age de menopause

Source DL Sommedes CM F P
carreés
Régression 1 106,11 106,11 6,72 0,01

DL : degré de liberté ; CM : somme des carrés du modeéle ; F : ajustement du modéle

3.4 L’activité enzymatique de I’IDO 1 et ’inflammation

La figure ci-dessous présente une faible corrélation entre I’activité enzymatique de
I’'IDO 1 et I’'IMC dans la population générale (p=0.02 et r=0.018) (figure 9).
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Figure 9: Corrélation entre I'activité enzymatique de I'lDO1 et I'IMC

Nous avons réparti notre population d’étude en fonction de I’IMC en 3 catégories :
population normale avec un IMC 18-24.9 Kg/M?, population en surpoids avec un IMC 25-
29,9 Kg/M? et obése avec un IMC >30 Kg/M? (Tableau 12).
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Tableau 12: Le TRP et ses métabolites en fonction de I'lMC

Parametres [18-24.9] [25-29] >30 P value
TRP (umol/L) 60.48+18.11 56.94+17.73 54.65+20.04 0.29
KYN (umol/L) 3.89+1.33 3.77£1.46 4.15+1.87 0.44
IDO1 (umol/ pmol) 6.71£2.21 7.16£3.95 8.90+£6.43 0.04

3.4.1 Pactivité enzymatique de ’'IDO 1 et I’obésité

Il existe une simple régression (R?=3.01%) entre I’activité de I'IDO 1 et les patientes
obéses dans le CS (Tableaul3) avec une équation de régression :
Obésité (Kg/m?= 0.2018+0.02080 IDO 1(pmol/pmol) .

Tableau 13:Analyse de la variance de I'lDO1 selon I'obésité

Source DL Sommedes CM F P
carrés
Régression 1 6,183 6,18341 5,06 0,026

DL : degré de liberté ; CM : somme des carrés du modéle ; F : ajustement du modéle

3.5 L’activité enzymatique de I’IDO 1 et le diabete de type Il au cours du CS

Le tableau 14 présente un modele de prédiction pour tester les facteurs associés au
diabete dans le CS. Le premier modele ne montre aucune association significative entre le
TRP, KYN, I’IDOL et le diabéte au cours du CS (p>0.05) (Tableau 14).

Tandis que le modele 1 étant ajusté avec 1’Age, rend le facteur IDO 1 significativement
associé au diabete au cours du CS (p>0.05) (Tableau 14).
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Tableau 14: Les résultats du modéle de régression logistique des facteurs prédictifs (TRP,
KYN, IDO1, age ) dans la survenue du diabete au cours du CS

Les prédicteurs Coefficients Z p-value OR IC 4 95%
Modele 1(non ajusté, REF 1)

Constante -1,45 -1.19  0.23

TRP (umol/L) 0.028 1.33  0.18 1.09 (0.98-1.07)
KYN (umol/L) -0.57 1.91  0.05 0.56 (0.31-1.01)
IDO1 (umol/umol) 0.26 1.91 0.5 1.30 (0.99-1.70)
Modele 2 (ajusté, REF 1)

Constante -2.09 -1.56  0.120

TRP (umol/L) 0.03 147 0.4 103 (0.98-1.07)
KYN (umol/L) -0.60 200 0.04 054  (0.30-0.98)
IDO1 (umol/umol) 0.27 199  0.04 131 (1.00-1.73)
Age(an) 0.56 109 0.7 176 (0.63-4.89)

OR : odds ratio, IC: intervalle de confiance; pmol /L: micromole/litre, pmol/umol :
micromole/ micromole ; REF : référence

Notre analyse montre que l’activit¢ de 1’enzyme IDO1 est associée au diabete
(glycémie >1.6g/L) dans le CS (p<0.05) (Tableau 15).

Les patientes avec une activité élevée de I’IDO 1 (>6.4 pumol/umol) sont plus exposées
aux taux sérique élevés de glycémie dans le CS par rapport aux femmes avec une activité
faible de I’IDO 1 (<6.4 pmol/umol) (Tableau 15).

Le test d’adéquation de 1’ajustement par la méthode de Pearson, somme des carrés
d’écart, Hosmer-Lemeshow (>0.05) accepte le modéle logistique (Tableau 15).

Tableau 15:Test d'adéquation de I'ajustement

Test DL Khi deux Valeur de p
Somme des carrés 149 204.77 0,002

des écarts

Pearson 149 152,99 0,395
Hosmer-Lemeshow 8 2,59 0,958

DL : degré de liberté.

Le D de Somers, le Gamma de Goodman-Kruskal et Tau a de Kendall sont
résumés dans le tableau des paires concordantes et discordantes (Tableaul6).

Le test de D de Somers (0.23) et le Goodman-Kruskal (0.23) indiquent que
le modele est de bonne capacité de prévision (Tableaul6).

Le Tau a de Kendall donne une capacité de prévision relativement basse
(0.12) (Tableaul6).
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Pour les capacités prévisionnelles de notre modeéle, on note un pourcentage
élevé de paires concordantes (61%). (Tableaul6).

Tableau 16: Les mesures d'association entre la variable de réponse (taux de glycémie ) et les
facteurs prédictifs au cours du CS (TRP, KYN, IDO1, age)

Paires Nombre Pourcentage Mesures Valeur
récapitulatives

Concordantes 3609 61.0 D de Somers 0,23

Discordantes 2244 37.9 Gamma de 0,23
Goodman-Kruskal

Ex aequo 67 1.1 Tau a de Kendall 0,12

Total 5920 100,0

Notre modéle de prévision montre avec la fonction d’efficacité (courbe en
ROC) un AUC =0.61. Cette valeur de I’AUC indique que modeéle logistique, a une
discrimination tres acceptable (figure 11).
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Figure 10: La courbe ROC du modéle des facteurs prédictifs associés au diabéte de type 2
dans le CS
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3.6 Discussion

L’activité d’IDO 1 est particulierement immunosuppressive ce qui en fait des cibles
thérapeutiques de choix pour le traitement du CS.

Bien que ces mécanismes aient ét¢ particulicrement étudiés dans le cadre d’une
activation exogéne et soutenue du systéme immunitaire. Ils restent peu ou pas investigués
dans la population Algérienne.

Dés lors le but de cette thése est d’évaluer le niveau d’activité enzymatique exprimé
par le rapport TRP/KYN*100 chez les patientes atteintes du CS et de le comparer avec les
individus sains témoins ; ensuite il s’agit de tester 1’association des niveaux de I’IDO 1 avec
I’agressivité tumorale et les biomarqueurs du CS (HR, HER2, KI67) ; et enfin, on se propose
de vérifier s’il existe un éventuel lien entre I’activité enzymatique IDO1, 1’obésité et le
diabéte de type Il au cours du CS

Un nouveau lien entre 'obésité et ’activité de I’IDO1 a été établi dans le CS. En effet,
les patientes obéses exprimeraient une forte activité enzymatique de 1’IDO1, ce qui permet
une dérégulation des voies inflammatoires et donc un risque important du développement un
CS.

Notre étude rapporte pour la premiére fois des données non enregistrées sur ’activité
enzymatique de I’IDO 1 et le diabéte dans le CS.

Ainsi que des données sur ’activité enzymatique de I’'TDO1, comme facteur lié aux
facteurs de risques classiques du CS (Age, T, N, SBR , RH , KI167) et aussi comme un facteur
lié a I’inflammation au cours du CS (obésité et diabéte) .

L’activité enzymatique de 1'IDO1 est significativement plus élevé chez les patientes
atteintes du CS (Lyon et al. 2011).Dans une autre étude est retrouvé plus faible chez les
patientes atteintes du CS par rapport aux témoins (Onesti et al. 2019) . Contrairement a
Soliman et al qui corrobore nos résultats et montre gu'il n'existe aucune différence
significative d’expression de I’'IDO1 entre des patientes atteintes du CS et des témoins
(Soliman et al. 2013).

Exploré par I’age la moyenne de ’activité enzymatique d’IDOI1 chez nos patientes
agées de plus 45 ans (8,1+3,922 pmol/umol) est plus importante que celle des patientes agées
de moins de 45 ans (6,5+1,495 pmol/umol) avec une p value de 0.001. La régression
nominale montre que I’activité enzymatique d’IDO1 supérieure a 8.4pumol/pmol est associee
a un age de 63 + 14 ans.

Ce résultat reste controversé, 1’activité enzymatique de 1’IDO1 est plus élevée chez les
femmes agés de plus de 54 ans (Onesti et al. 2019). Tandis que dans une autre étude, 1’activité
enzymatique IDO1 ne montre aucune association selon 1’age (Soliman et al. 2013).
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Concernant I’activité enzymatique de I’'IDO1 selon I’agressivité tumorale, les tumeurs
plus grandes sont associées a une faible expression de I’'IDO1 (OR = 0.45, 0.22-0.92, p=
0.028). Les patientes avec une taille tumorale grande (>2cm) , présentent une activité
enzymatique tres élevee (8,1+4,288umol/umol) que celle des patientes avec une taille
tumorale inférieure a 2 cm ( 5,5+0,793 pumol/pmol) (Soliman et al. 2013). Dans notre étude,
I’analyse de régression montre que le taux plasmatique de I’'IDO 1 éleve est associé 2 fois
plus a la taille tumorale et au grade SBR élevé (p=0,035, OR=2; p =0.021 ;OR=1.98
respectivement ). L’expression de I’IDO1 montre aussi une corrélation positive selon la taille
tumorale (r=0.30 , p<0.0001) et une différence significative selon le grade SBR(p=0.026)
(Onesti et al. 2019).

Récemment, un réle particulier de I’'IDO1 dans la médiation de I'évasion immunitaire
tumorale a été révélé. Plus précisément, il a été démontré que les altérations du catabolisme
du TRP dans les ganglions lymphatiques drainant la tumeur, permettraient la persistance des
cellules tumorales (Liu et Zhai 2021; Opitz et al. 2020). Dans notre étude 1I’envahissement
ganglionnaire est associé a 4 fois plus a une expression de I’IDO1 supérieure a 8,4 pmol/
pmol. Dans une autre étude la faible expression de I’'IDO1 est associée a I’envahissement
ganglionnaire (OR = 0.51, p = 0.028) (Soliman et al. 2013).

Concernant I’expression de I’IDO 1, selon ’expression des RE, Les tumeurs a ER+
sont associées a une expression plus élevée de I’IDOL. Les résultats de 1’expression d’IDO 1
selon les RE sont contradictoires (Dewi et al. 2017; Gdmez-Cebrién et al. 2021; Greene et al.
2019; Onesti et al. 2019; Soliman et al. 2013; Tang et al. 2014).

Les patientes ER- sont caractérisées par une activité enzymatique de I'IDO élevée
(Dewi et al. 2017). Tandis que I'étude de Green et al montre que le taux plasmatique de 1’IDO
1 est faiblement exprimé dans les RE-(Greene et al. 2019). Dans notre étude 1’expression
élevée de I'lDO>6,2 umol/umol est associee 5 fois plus aux RE+ (p=0,024 ; OR=4,80) par
rapport aux femmes qui expriment un taux faible de I’'TDO1.

Les mémes résultats retrouvé dans une autre population d’étude qui montrent que
I'expression de I'IDOL1 était 2 fois plus élevée dans les tumeurs ER + que dans les tumeurs
ER-( OR=2,25, I1C(1.26-4,04), p=0,006) (Soliman et al. 2013).

Dans la littérature le type moléculaire TNG est caractérise par une expression de
I’IDOL1 associée a 1’oncogéne HER2- (OR=0.29 ; p=0.06) comparativement au type HER2+
(OR=0.76 ; p=0.51) et luminal A (Kim et al. 2017). Dans une autre étude I’expression de
I’IDO1 n’est pas associée au HER2+ (OR=1.09 ; p=0.82) (Soliman et al. 2013) . Ce qui
concorde avec nos résultats.

L’indice mitotique ki67 est le facteur clé dans les différents types moléculaires (Kim et
al. 2017). Dans notre étude nous avons trouvé une corrélation positive entre le taux
plasmatique de I'IDO et le Ki67 au cours du CS. On observe aussi que les patientes exprimant
un KI67 élevé >20 ont un taux plasmatique plus élevé de I''DO1 (11,3+5,88umol/pumol) par
rapport aux patientes qui expriment un Ki67 <20 (6,3+1,384umol/umol). Ces résultats ne
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concordent pas avec les resultats de Onesti et al qui ne trouvent aucune corrélation
significative d’IDO1 selon L'expression du Ki67(Onesti et al. 2019).

Les processus inflammatoires liés a 1’obésité, jouent un rdle clé dans 1'initiation et la
progression des cancers. L'enzyme IDO1 a été significativement augmentée chez les sujets
obéses en raison de l'augmentation du taux de la KYN dans la circulation sanguine (Poulain-
Godefroy et al. 2013) Dans notre étude, les patientes obéses sont caractérisées par une activité
enzymatique élevée (8.90+6.43 pmol/umol) comparativement aux patientes normales
(6.71+£2.2 pmol/umol) et en surpoids (7.16+£3.95 pmol/umol) (p=0.04). L’analyse de
régression montre aussi une liaison entre I’expression de I’IDO 1 et ’obésité >30 (p=0.06).
Notre étude ne concorde pas avec les études qui ne montre aucune association significative de
I’IDO1 entre les patientes normales et obéses (OR=1.61 ; P=0.21) (Soliman et al. 2013)

L’étude analytique par régression binaire, effectuée dans la population des patientes
atteintes du CS, montre que I’activité enzymatique de 1’IDO1 devient un facteur
significativement associé au diabete au cours du CS apres que le modéle soit ajusté par 1’age.
Cela peut expliquer une éventuelle interaction entre 1’activité enzymatique de ’'IDOI1, I’age et
la glycémie dans le CS. Plusieurs études montrent une activité élevée de I’'IDO1 chez les
diabétiques de type 2 par rapport aux témoins sains (Hussain. 2017; Munipally et al. 2011 ;
Kachkouche. 2020). De nombreuses études cliniques ont suggéré I'existence d'une association
entre le diabéte et différents types de cancers, y compris le CS (Gourine, et Chentouf. 2020;
Hardefeldt et al. 2012; Michels et al. 2003). Le risque de survenue du cancer chez les
diabétiques de type 2 de sexe féminin est multiplié par 17 (OR=17,26;p=0,002)
(Kachekouche. 2020).
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4.Variants génétiques de I’IDO1 associés au cancer du sein

Nous avons realisé un séquencage de la région du chromosome 8 (chr8:39917600 -
39918311) (figure 12) qui encadre 1’exon 2 et 3 ainsi qui les bordures introniques de ces
derniers . La taille de notre amplicon était de 712 paires de bases (pb)

Gene  Transaript NM_002164.6: Exon 3 » cds range: 39,918,088 - 39,918,207 (outside range, right)

ion [ 4] o1 v|)» ]| [(nM0021646 v] ‘ } eceeecesee
& nc_oocoos.a1- L 0| Q @ i == I A Tools » | £ Tra
o (.0 (2. . S 2.2, (.., 75749740278 [ .5 (.2 B
C T 6 6 C CA GCTTCGAGAAAGAGTTGAGAAGGTTTGA
§NANCECHNGNGETVCHNGNANAYGUC TR TR TR T NCTNC A IAECETECOTET I CEC A AR NCEET:
23, NCBI Homo sapiens Annotation Release 110, 2022-04-08

> > > » > > > —

$944097846 W C/T
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Figure 11: Observation de la région chr8:39917600-39918311 de I'espece homo sapine, les
données du site dbSNP ncbi

Aprés I’alignement des séquences, nous avons identifié onze (11) SNP qui
caractérisent les régions exonigues ; parmi eux cing (5) SNP qui sont de nouvelles mutations
non encore identifiés (-1 rs1265722807 ; +2rs778268528 ; -1rs749740278 ; -1 rs1237179070 ;
+2 rs1208422426. Nous avons précisé la position nucléotidique de ces derniers auxquelles il
est fait référence au polymorphisme le plus proche (Tableau 17).

Nous avons identifié trois aussi (3) SNP dans les régions d’épissage ; parmi eux deux
(2) SNP (+3rs927429393, -1Cov53715201) qui sont des mutations non décrites dans la
littérature (Tableau 17) .

Six (6) SNP dans la région introniques dont trois (3) SNP (-1rs1296815788,
+3rs927429393,-1COSV105874348) qui sont de nouvelles mutations non décrites

L’allele muté de certain SNP (Neuf SNP) sont retrouvés chez 100% des patientes
atteintes du CS (Tableau 17).
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Tableau 17: Les variants genétiques d'IDO1 chez les patientes atteintes du CS

Résultats et discussion

Position * Patientes  Position Polymorphisme Polymorphisme Exon/intron
% chromique Identifié (dbSNP)
Variants exoniques
rs1279819656 20% 8:39917883 A/C DEL ACCTGA>- Exon2
-1 rs1265722807 100% 8:39917938 G/A Exon2
rs778268528 100% 8:39917954 G/C G>A Exon2
+2rs778268528 100% 8 :39917956 G/A Exon2
rs1417709040 50% 8:39917960 G/C G>C Exon2
-1 rs749740278 90% 8 :39917962 G/A Exon2
rs868032537 100% 8 :39917967 G/A G>A Exon2
-1 rs1237179070 20% 8:39918115 A/C Exon3
+2rs1208422426 20% 8:39918189 T/G Exon3
rs758835146 100% 8:39918196 G/A G>C Exon3
rs200244502 50% 8:39918203 G/C G>A Exon3
Variants du site d’épissage
rs758140978 90% 8:39917873 A/G A>G Site d’épissage
d’exon2(3‘)
+3rs927429393 100% 8 :39918215 G/A Site d’épissage
d’exon3 (5)
-1Cov53715201 10% 8 :39918209 T/G Site d’épissage
Variants introniques (bordures exoniques)
-1rs1296815788 100% 8:39917654 A/C Intron 2
rs1290860232 70% 8:39917652 G/T G>A Intron 2
rs1009139308 40 % 8:39917649 G/A G>AT Intron 2
rs192569091 100% 8 :39918002 T/G T>G Intron2
+3rs927429393 100% 8:39918225 G/A Intron3
-1COSV105874348 70% 8:39918253 A/C Intron3

*Les positions nucléotidiques auxquelles il est fait référence au polymorphisme le plus proche

4.1. La fréquence allélique des différents SNP en fonction de I’expression
enzymatique de I’IDO1 au cours du CS

Le tableau 18 résume le taux plasmatique de I’'TDO1 selon la fréquence allélique des
différents SNP. Les résultats ne montrent aucune différence significative des SNP entre les
patientes exprimant un taux faible et ou élevé d’IDO1 sauf pour rs1290860232 (Tableaul8).

42.50% des patientes avec ’allele muté T exprimant un taux élevé de I’enzyme IDO1
avec une p=0.03 (Tableaul8).
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Tableau 18: La fréquence allélique des différents SNP en fonction I'expression enzymatique

de I''DO1

SNP IDO1 P value
<6.24(umol/ umol) >6.24(umol/ pmol)

rs1279819656
Al 30 % 50% P=0.24
cP 12.5% 7.50%
rs1417709040
G? 20% 30% P=0.70
cP 22.50% 27.50%
-1rs749740278
G? 7.50% 2.50% P=0.20
AP 14% 55%
-1rs1237179070
A 32.50% 47.50% P=0.63
cP 10% 10%
+2rs1208422426
T? 37.50% 42.50% P=0.26
Gb 5% 15%
rs200244502
G? 20% 30% P=0.74
cP 22% 27%
rs758140978
A 2.50% 7.50% P=0.45
GP 40% 50%
-1Cov53715201
T? 40% 50% P=0.45
GP 2.5% 7.5%
rs1290860232
G? 25% 15% P=0.03
TP 17.50% 42.50%
rs1009139308
G? 27% 32.50% P=0.60
AP 15% 25%
-1COSV105874348
Al 12.50% 17.50% P=0.94
cP 30% 40%

a1 allele ; ancestral, ° L allele : muté

4.2. L’association des différents polymorphismes aux biomarqueurs du CS

Dans ce travail, nous avons évalué, I’impact des polymorphismes observés sur les
biomarqueurs du CS.

Les polymorphismes rs1417709040, rs200244502, -1rs749740278 montrent un lien
avec les récepteurs hormonaux (RE, RP) (Tableau 19)
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L’alléle C muté du polymorphisme rs200244502 était fréquent chez les patientent RE+
et totalement absent chez les patientes RE-, il était aussi associé a I’expression des RP
(p=0.03 ;p=0.01 respectivement) (Tableau 19).

L’allele A muté du polymorphisme -1 rs749740278 est associé a I’expression du RE,
RP et HER2+,toutes les patientes avec RE+, RP+ et HER2+ possedent 1’alléle A (p=0.00 ;
p=0.00 ;p=0.03 respectivement ) (Tableau 19).

Le polymorphisme rs1417709040 été associé qu’a I’expression des RE (p=0.035)
(Tableau 19).

Tandis que le polymorphisme rs1279819656-est associé a I’expression élevée de K167
(P=0.01) (Tableau 19).

Les autres polymorphismes ne montrent aucune association significative avec les
biomarqueurs du CS (Tableau 19).
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Tableau 19: Les différents polymorphismes selon les biomarqueurs du CS

Résultats et discussion

SNP RE RP HER2+ K167

RE- RE+ RP- RP+ HER2- HER2+ <20 >20
rs1279819656
A? 10% 70% 12.50% 67.50% 40% 40% 50% 30%
cP 0% 20% 0% 8% 10% 10% 2.50% 17.50%
P value P=0.56 P=0.56 P=1 P=0.01
-1rs1265722807
AP 9.8615.7 8.7+5.39 7.7+4.05 8.10+4.4.....7.743.9 7.443.9 8.3x44
P value P=0.51 P=0.71 P=0.77 P=0.46
rs1417709040
G? 0 50% 2.50% 47.50% 30% 20% 30% 20%
cP 10% 40% 10% 40% 20% 30% 20% 12%
P value P=0.035 P=0.15 P=0.20 P=0.20
-1rs749740278
G? 10.26% 0% 10.26% 0% 10% 0% 5% 5%
AP 10.26% 79.49  12.82% 76.92%  40% 50% 45% 45%
P value P=0.00 P=0.00 P=0.03 P=1
-1rs1237179070
A? 10% 70% 10% 70% 30% 50% 42.50% 37.50%
cP 2.50% 17.50% 2.50% 17.50% 20% 0% 7.50% 12.50%
P value P=1 P=1 P=0.00 P=0.42
+2rs1208422426
T? 10% 70% 10% 70% 40% 40% 37.50% 42.50%
G° 0% 20% 2.50% 17.50% 10% 10% 12.50% 7.50%
P value P=0.56 P=1 P=1 P=0.42
rs758835146
AP 9.615.7 8.72+5.3 7.79+4.05 8.13+4.5 7.71+3.8 7.4+3.9 8.37+4.45
P value P=0.55 P=0.72 P=0.75 P=0.49
rs200244502
G? 10% 40% 12.5% 37.50% 30% 20% 17.5% 32.50%
cP 0% 50% 12.5% 50% 20% 30% 32% 17.50%
P value =0.03 =0.01 P=0.20 P=0.058
1Cov53715201
A? 0% 90% 2.50% 87.50% 40% 50% 47.37% 47.37%
cP 10% 0% 10% 0% 10% 0% 5.26% 0%
P value P=0.00 =0.00 P=0.03 P=0.48
rs1290860232
G? 0% 40% 2.50% 37.50 20% 20% 17.50% 22.50%
TP 10% 50% 10% 50% 30% 30% 32.50% 27.50%
P value P=0.85 P=0.32 P=1 P=0.51
rs1009139308
G? 10% 50% 9.76% 48.78% 20% 40%  32.50% 27.50%
AP 0% 40% 2.44% 39.02% 30% 10% 17.50% 22.50%
P value P=0.08 P=0.29 P=0.01 P=0.51
-1C0SV105874348
A? 2.50% 27.50% 2.50% 27.50% 15% 15% 17.50% 12.50%
cP 7.50% 52.50% 10% 60% 35% 35% 32.50% 37.50%
P value P=0.81 P=0.60 P=1 P=0.49
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4.3. Prédiction des effets possibles des SNP sur I’IDO1

Dans les tableaux suivants nous avons résumé les études in silico réalisées pour
prédire les différents effets délétéres des SNP retrouvés au cours du CS.

Cette étude est basée sur I’homologie de séquence et les propriétés physiques des
acides aminés.

Parmi les onze (11) SNP faux sens identifiés, quatre (4) SNP ont prouvé un effet sur la
fonction de la proteine ; dont une nouvelle mutation (-1 rs749740278) non encore enregistrée
et trois autres deja décrites dans la littérature (rs778268528, rs1417709040, rs200244502)
(Tableau20)

Tableau 20: Les SNP pathogénes a haut risque de I''DO1

SNP Séquence Position SIFT Polyphen-2 Remarque

rs1279819656 CTA/CTC L32L AA ne change pas
-1rs1265722807 GAG/AAG E51K 0.20 0.023 Mutation neutre

rs778268528 CGA/CCA R56P 0.02 1 Affecte la fonction de la protéine
+2rs778268528 GAA/AAA E57K 0.23 0.020 Mutation neutre

rs1417709040 AGA /ACA R58T 0.5 0.93 Mutation neutre

-1 rs749740278 GTT/ATT V59l 0.00 0.98 Affecte la fonction de la protéine.
rs868032537 AGA/AAA E60E AA ne change pas
-1rs1237179070 ACA/CCA T71P 0.20 0.005 Mutation neutre

+2 rs1208422426 GGT/GGG G95G AA ne change pas

rs758835146 GAT/AAT D98N 0.70 0.18 Mutation neutre

rs200244502 CGT/CCT R100P 0.26 1 Affecte la fonction de la protéine

L :lysine, E :acide glutamique, K :lysine , R :arginine, P :proline, V :valine, | :lsoleucine,
G :glycine T :théronine, D : acide aspartique, N :aspargine

Le Tableau 21 résume les résultats sur la stabilité de I’'IDO1 muté qui est quantifiée
par I’énergie libre standard (AA G) (Tableau 21).

Les quatre (4) différents polymorphismes (rs778268528, rs1417709040, rs200244502,
-1 rs749740278) qui ont un effet délétere sur I’'IDO1, indiquent une diminution de 1’énergie
de ’'IDO1 muté ; Ce qui rende I’IDO1 plus stable (Tableau 21).

Tableau 21: Prédiction des effets possibles sur la stabilité de I'lDO1

SNP AA G (Kcal/mol) Remarque

R56P -0,63 La protéine est stable
V59l -0.40 La protéine est stable
R58T -1.14 La protéine est stable
R100P -1.03 La protéine est stable

R: arginine, P : proline, V :valine, | : Isoleucine, T :théronine

Le tableau 22 compare les propriétés des résidus sauvages et mutés (Tableau 22).
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Concernant la taille des résidus des 3 polymorphismes (rs778268528, rs1417709040,
rs200244502), elle est caractérisée par un résidu muté plus petit que le résidu sauvage ; Cela
entraine une éventuelle perte d'interactions externes (Tableau 22).

Tandis que le nouveau polymorphisme -1 rs749740278, il est caractérisé par un résidu
muté plus grand que le résidu sauvage (tableau 23). La différence de taille entre le résidu de
type sauvage et le résidu mutant fait que le nouveau résidu (muté) n'est pas dans la bonne
position pour créer la méme liaison hydrogene que le résidu sauvage d'origine. (Tableau 22)

Concernant la charge des résidus, les 3 polymorphismes (rs778268528, rs1417709040,
rs200244502 ) sont caractérisés par des résidus chargés positivement qui se transforment en
résidus mutés neutres (tableau 23).

La différence de charge perturbera l'interaction ionique faite par le résidu sauvage
d’origine (tableau 23). Cela peut entrainer une perte d'interactions avec d'autres molécules

Les 2 résidus mutés des 2 polymorphismes rs778268528, rs200244502 sont plus
hydrophobes que les résidus sauvages (tableau 22).

La différence d'hydrophobicité touche la formation de liaisons hydrogénes qui est
affectée par le résidu sauvage (tableau 23)

Les résidus mutés des différents SNP étudiés sont situés dans le domaine de reliure
hémique. C’est un domaine qui est important pour la liaison d'autres résidus. Le résidu muté
est aussi en contact avec des résidus dans un autre domaine. La mutation pourrait perturber
I'interaction entre ces deux domaines et ainsi affecter la fonction de la protéine (Tableau 23)
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Tableau 22: Les propriétés des résidus sauvages et mutés des différents SNP de I'lDO1 au

cours du CS

Résidus

Structures des résidus d’'IDO1
Résidus Sauvages résidus muté

Propriétés

R56P

Q.

-Le résidu muté est plus petit que le
résidu de sauvage.

-La charge de résidu muté est neutre,
la charge de résidu muté est positive
-Le résidu muté est plus hydrophobe
que le résidu sauvage.

V59l

S
S

-Le résidu muté est plus grand que le
résidu sauvage.

-Le résidu sauvage a été enfoui dans le
noyau de la protéine ; le résidu mutant
est plus gros et ne conviendra
probablement pas.

R58T

oy
S

&
N
Z

-Le résidu muté est plus petit que le
résidu sauvage.

-La charge de résidu muté neutre, la
charge de résidu sauvage est positive
-Le résidu muté est plus hydrophobe
que le résidu sauvage.

R100P

HZN\(
e OYOH

-Le résidu muté est plus petit que le
résidu sauvage.

-La charge de résidu muté est neutre,
la charge de résidu sauvage est
positive.

-Le résidu muté est plus hydrophobe
que le résidu sauvage.

R: arginine, P : proline, V :valine, I : Isoleucine, T :théronine

Notre étude rapporte les effets déléteres des polymorphismes sur la fonction de ’'IDO1
au cours du CS et montre que les 4 SNP touchent le site de reliure hémique qui est une cible
thérapeutique (Tableau 22 -23).

Le changement de I’acide aminé R (Arginine)en P (proline) dans la position 56
perturbe plusieurs types de liaisons effectués par le résidu d’origine (R), ce qui par
conséquence touche le site de reliure hémique d’IDO1 (figure 23).

Le changement de I’acide aminé R (Arginine) en T(thréonine ) dans la position 58
provoque les perturbations d’un pont salin effectué par le résidu d’origine (R) & cause de la
différence de charge (figure 23)
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Tableau 23: Les différents types de liaisons des résidus de I'lDO1 sauvage et muté

Résidus d’origine Les différentes liaisons Domaines

1) une liaison hydrogene avec :
-Tyrosine en position 90
Le résidu R @’IDO1 -Acide aspartique en position 98
sauvage en position 56 _Tyrosine en position 90
-Valine en position 91
2) un pont salin avec :
-Acide glutamique en position 60
-Acide aspartique en position 98
-Acide aspartique en position 98

Reliure hémique

Le résidu R d’IDO1 1) un pont salin avec :
sauvage en position 58 -Acide aspartique en position 38 Reliure hémique
-Acide glutamique en position 57

1) une liaison hydrogene avec :
Le résidu R d’IDO1 -Acide aspartique en position 98
sauvage en position 100 -Valine en position 99
2)Le résidu de type sauvage forme ~ Reliure hémique
un pont salin avec :
-Acide glutamique en position 60
-Acide aspartique en position 98

R: arginine
4.4 Estimation de la conservation évolutive des résidus de I’IDO1

Le résidu muté du polymorphisme rs1279819656 est situé prés d'une position hautement
conservée. Le nouveau polymorphisme -1 rs749740278, le seul qui est conserveé par rapport
aux 3 autres polymorphismes (Tableu24 -figure 12).
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Figure 12: Analyse des résidus d'acides aminés conservés de I'IDO1, la barre de couleur de
codage montre la représentation du schéma de score coloration de la conservation

Tableau 24:La conservation évolutive des résidus des différents SNP de I'IDO1

Résidus Médiane Sauvage Muté Remarques
R56P 3.32 Tres Non Résidu muté est situé pres d'une position
conservé conservé hautement conservée
V591 3.32 Tres Conservé Cette mutation peut-étre pas dommageable
conservé pour la protéine. Car les protéines
homologues existent avec le méme type de
résidu muté
R58T 3.32 Non Non Dommageable pour I’'TIDO1
conserve conservé
R100P 3.32 Non Non Cette mutation n'est pas dommageable pour
conservé conservé la structure et la fonction de I’'TDO1.

R: arginine, P : proline, V :valine, I : Isoleucine, T :théronine

4.5. Analyse de simulation de la dynamique moléculaire de I’'IDO 1
4.5.1 La syntheése de I’IDO1 muté

Apres le téléchargement de la structure cristalline de I’IDO1 (code PDB : 5WMU) qui
était utilisé comme référence (IDO1 sauvage). Nous avons muté cette derniére par les huit
SNP faux sen (E51K, R56P, E57K, R58T, V59I, T71P, D98N, R100P) identifié¢ chez les
patientes atteintes du CS de notre population d’étude.
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4.5.2 Evaluation des effets des SNP sur la conformation de stabilité de ’'IDO1

Une simulation de dynamique moléculaire de I’TDO1 sauvage et de I’IDO1 muté a été
réalisée pendant 50 ns. Plusieurs paramétres ont été analysés tout au long de la trajectoire de
simulation, notamment le RMSD et le RMSF (figure 13-14)

La figure 14 résume les graphes RMSD de la protéine de ’IDO1 non muté (en noir) et
de I’'IDO1 muté (en rouge) (figure 13)

La valeur RMSD de I’'IDO1 muté chez les patientes atteintes du CS est hautement
stable par rapport a la protéine IDO1 sauvage. Ceci a montré un type de déviation différent
tout au long de la simulation (figure 13).

Lors de la simulation de 24 ns, ’IDO1 muté a montré un RMSD plus stable, autour de
0.15 nm. Tandis que I’'IDO1 sauvage subit une augmentation de la valeur RMSD jusqu’a 0.33
nm (figure 13).

L’IDO1 muté et I’'IDO1 sauvage montrent une déviation nettement différente au long
de la simulation ; Ce qui a entrainé une déviation du squelette d’environ 0.32 nm (IDO1
sauvage) a environ 0.20 nm (IDO1 muté). L’IDO1 muté s'est avére stabilisé apres 27 ns,
tandis que I’IDO1 sauvage est instable tout au long de la simulation (figure 13)
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Figure 13:L'évaluation temporelle de la RMSD en fonction du temps del'IDO1 sauvage et
I''DO1 muté a 50 ns. L'IDO1 sauvage est représenté en noir et I'lDO1 muté, en rouge

Ensuite, nous avons analyse comment le mutant affectait le comportement dynamique
des résidus grace au calcul du RMSF de I’'IDO1 sauvage et muté (figure 15)
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La valeur RMSF de I’'IDO1 muté est demeurée en dessous de 0,4 nm tout au long de la
simulation, alors que celle de I’'TIDO1 sauvage dépasse 0,4 nm (figure 15)

On peut déduire que les fluctuations au niveau des résidus, pour la structure de ’'IDO1
muté, sont inferieures pour I’ensemble des acides aminés par rapport & celles de I’'IDOI
sauvage, en particulier pour les résidus situes entre les positions suivantes : entre 70 et 100,
entre 180 et 190, entre 210 et 250, 340 et 360 (figure 15)

En revanche, au niveau des résidus mutés identifiés entre la position 70 et 10 sont
observées des fluctuations maximales du RMSF (figure 15)
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Figure 14: Graphes RMSD du squelette sur toute la simulation. L 'IDO1 sauvage est en noir
et I''DO1 muté en rouge

L'analyse du rayon de giration (Rg) a révélé une légére variation du Rg , démontrant la
stabilité de I’IDO1 muté. La structure de I’'TDO1 muté est plus compacte avec une moyenne
2.15 nm (figurelb).

Tandis que la structure de I’IDO1 sauvage a été moins compacte avec une moyenne de
2.40 nm (figurelb).
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Figure 15: Rayon de giration des structures de I'lDO1 muté et sauvage en fonction du temps.
L’IDO1 sauvage est représenté en noir et I'IDO1 muté en rouge
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4.6 Discussion

Les SNP touchant la région codante se repartissent en trois catégories : les SNP
synonymes, les SNP non synonymes et les SNP non-sens (Korzeniewski, Hofman, et Brest
2013)

Les SNP synonymes ,du fait de la redondance du code génétique, la substitution d’un
codon par un autre codon peut engendrer le méme acide aminé (Korzeniewski et al. 2013)

A Dinverse, les SNP non synonymes ou non-Sens engendrent, respectivement,
I’incorporation d’un acide aminé différent ou I’arrét de la traduction ; ils modifient donc la
structure primaire du polypeptide (Chu et Wei 2019)

La susceptibilité héreditaire aux maladies chez I'hnomme est le plus souvent associée a
des SNP (Wang et Moult 2001)

Or, si I’on congoit que les SNP Faux sens de 1’IDO1 engendrent des perturbations
moléculaires qu’il faut déterminer par des outils de prédiction.

Différents outils de prédiction sont disponibles pour évaluer 1’importance
fonctionnelle des SNP non synonymes ou non-sens, de I’IDO1 (Oliver et al. 2017)

Le géne IDO1 une enzyme hémique qui catalyse la premiere étape limitante du
catabolisme du TRP en N-formyl-kynurénine. Cette enzyme agit sur plusieurs substrats de
TRP, notamment le D-tryptophane, le L-tryptophane, le 5-hydroxy-tryptophane, la tryptamine
et la sérotonine. On pense que cette enzyme joue un rdle dans une variété de processus
physiopathologiques tels que la défense antimicrobienne et antitumorale, la neuropathologie,
I'immunorégulation et I'activité antioxydante . Cette enzyme est nécessaire a la différenciation
des cellules T régulatrices (Tang et al. 2021). Le géne de I’'IDO1 est situé sur le chromosome
8, est contient 10 exon (Katz et al. 2008)

Il a été rapporté que I’'IDO1 est fortement exprimé dans une variété de tumeurs, y
compris le CS (Zhai et al. 2018).

Les altérations génétiques qui affectent le géne de ’'IDO1 ont été trouvées, associées
principalement a certaines pathologies, sclérose, maladie de crohn , hépatite C , tuberculose,
parkinson, diabéte de type 2 (Cao et al. 2022; Galvao-de Almeida et al. 2011; Han et al. 2020;
Lee et al. 2014; Li et al. 2019; Tardito et al. 2013; Torok et al. 2022; Kechkouche. 2021).

Parmi les SNP faux sens étudiés on retrouve : rs3824259 ; rs10089084, rs4463407
rs12545877, rs35059413, rs35059413, rs61753677, rs7820268; rs7820268, rs9657182,
rs34155785 rs7820268, rs35099072, ce dernier SNP a été étudié dans plusieurs maladies
(Galvéo-de Almeida et al. 2011; Lee et al. 2014; Tardito et al. 2013; Kechkouche. 2021) . Les
polymorphismes qui ont été retrouvés dans notre recherche, n’ont jamais été étudiés en
association avec d’autres maladies, bien que des polymorphismes du géne IDO1 aient été
observés chez la population générale.

55



Résultats et discussion

Au cours du CS il n’y a aucune recherche sur le polymorphisme de I’IDO1 ; tandis
qu’on trouve une recherche sur 1’association du génotype de I’'IDO2 dans le CS malgré que
I’'IDOL1 est plus exprimé dans le CS par rapport a I’IDO2 (Kgllgaard et al. 2012). Ce dernier
est un isoenzyme et homologue d’IDOI, situé sur le chromosome 8 et contient 11 exon (Katz
et al. 2008)

Dans notre population d’étude nous avons identifi¢é onze (11) polymorphismes
exoniques parmi eux six (06) SNP connus (rs1279819656 ; rs778268528 ; rs1417709040 ;
rs868032537 ; rs758835146 ; rs200244502 ).

Ainsi que cing (05) nouveaux polymorphismes (-1 rs1265722807 ; +2rs778268528 ;
-1rs749740278 ; -1 rs1237179070 ; +2 rs1208422426) qui n’ont jamais été¢ identifiés.

Les polymorphismes rs778268528 ; rs1417709040 ; rs200244502, et un nouveau
polymorphisme -1 rs749740278 ces derniers sont situés dans I’exon 2 et 3. L’exon 3 a été
ciblé par plusieurs études dans différentes maladies (Galvao-de Almeida et al. 2011; Lee et al.
2014; Tardito et al. 2013; Kechkouche. 2021).

Les résultats de cette étude, montrent que I’allele C muté du polymorphisme
rs1417709040 est associé au RE (p=0.03) caractérisant les patientes qui exprime les RE.
L’allele C du polymorphisme rs200244502 était fréquent chez les patientes RE+ et totalement
absent chez les patientes RE-, il était aussi associé a 1’expression des RP(p=0.03 ;p=0.01
respectivement). L’allele A muté du polymorphisme -1 rs749740278 est associé a
I’expression du RE , RP et HER2+,toutes les patientes avec RE+, RP+ et HER2+ possedent
I’alléle A (p=0.00 ; p=0.00 ;p=0.03 respectivement ) .

Cette nouvelle mutation identifiée dans notre population est associée a un phénotype
particulier chez les patientes avec HER2+ de mauvais pronostic (Ménard et al. 2001)

Concernant la fréquence allélique de polymorphisme rs778268528, I’allele C muté est
retrouvé chez 100% des patientes atteintes du CS

Le gene du RE connu aussi ESR1 est situé sur le chromosome 6 et contient 22 exons
(Bhagwat. 2010). Ce gene code pour un RE est un facteur de transcription activé par un
ligand. La protéine canonique contient un domaine de transactivation indépendant du ligand
N-terminal, un domaine central de liaison a I'ADN, un domaine charniére et un domaine de
transactivation dépendant du ligand C-terminal. La protéine codée par ce gene régule la
transcription de nombreux génes inductibles par les cestrogénes qui jouent un role dans la
croissance, le métabolisme, le développement sexuel. Le RE est considéré aussi comme
facteur de risque du CS (Chen, Li, et Ou-Yang 2022)Le RE a été identifié comme un
régulateur négatif de I'expression de I'IDO1, le taux plasmatique de I’'IDO1 ainsi que le taux
plasmatique de la KYN qui étaient plus faibles chez les patientes avec RE + par apport aux
patientes avec RE- (Dewi et al. 2017).

Le promoteur IDO1 est hyperméthylé chez les patientes avec RE+ par rapport aux
patientes avec RE-. L'induction de I'IDO1 a été renforcée lors de la déméthylation de I'ADN
dans les cellules RE+ mais pas dans les cellules ER- (Dewi et al. 2017). L'association de la
surexpression de ER avec la régulation négative épigénétique de I''DO1 semble étre une
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caractéristique particuliere du cancer du sein, car I’IDOI n'a pas été supprimé par
I'nyperméthylation du promoteur IDO1 en présence d'une expression elevée de ER dans le
cancer de I’endomeétre et le cancer du cerveau (Chung, Franceschi, et Lambert 2010;
Vigneron, van Baren, et Van den Eynde 2015)

Le gene PGR ou RP situé dans le chromosome 11 contient 10 exon. Ce géne code
pour un membre de la superfamille des récepteurs stéroidiens. La protéine a des effets
physiologiques reproductifs associés au maintien de la grossesse. Ce gene utilise deux
promoteurs distincts et des sites de début de traduction dans le premier exon pour produire
plusieurs variantes de transcription (Bhagwat 2010; Gaudet et al. 2009)

Le RP est considéré comme un facteur de risque du CS (Gaudet et al. 2009). Les 2
polymorphismes exoniques retrouvés dans notre population d’étude (rs200244502, -1
rs749740278) sont associés a I’expression des RE et RP, parmi eux un connu et 1’autre
nouvellement identifié.

Le géne ERBB2 connu sous le nom HER2 situé dans le chromosome 17 contient 35
exons. Ce gene code pour un membre de la famille des récepteurs du facteur de croissance
épidermique (EGF) des récepteurs tyrosine kinases (Bhagwat 2010).

Cette protéine n'a pas de domaine de liaison au ligand et ne peut donc pas se lier aux
facteurs de croissance. Cependant, elle se lie étroitement a d'autres membres de la famille des
récepteurs EGF liés au ligand pour former un hétérodimeére stabilisant la liaison du ligand et
améliorant I'activation médiée par la kinase des voies de signalisation en aval, telles que celles
impliquant la protéine kinase activée par les mitogenes et la phosphatidylinositol-3 kinase
(Bhagwat 2010; Liu et al. 2023).

L’IDOI1 et ’EGFR ont été exprimés dans le CS, les résultats suggerent que la prise en
compte de I’IDO1 et de ’EGFR comme deux indicateurs pour le traitement du CS ou
I’analyse du pronostic, offrent une option potentielle du traitement individuel pour les
patientes exprimant un CS avec I’expression d’IDO1 et de ’EGFR (Bi et al. 2014; Hou et al.
2022). Dans notre étude nous avons identifié une nouvelle variation -1 rs749740278 associée
a ’expression du HER2+

Le géne MKI67 ou KI67 situé dans le chromosome 17 contient 15 exons . Ce gene
code pour une protéine nucléaire. Le KI67 est considéré comme un biomarqueur de
prolifération nucléaire , il a des roles potentiels de pronostic, de prédiction et de surveillance
dans le CS(Rimm et al. 2019). Des variants de transcription épissés alternativement ont été
décrits. (Bhagwat 2010)

Il n’existe aucune corrélation entre 1’expression du KI67 et I’'IDO au cours du CS
(Onesti et al. 2019). Nous avons aussi trouvé que le SNP exonique (rs1279819656), situé dans
I’exon 2 est associé a I’expression ¢élevée de K167 (P=0.01).

L'IDO1 est définit aussi comme une protéine dioxygene a -hélicoidale contenant un
petit domaine N-terminal (NTD, résidus 1 a 154) et un grand domaine C-terminal (CTD,
résidus 155 a 403) (code PDB : 5WMU).
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Le CTD est composé d’hélices a, hélices 3, dont quatre hélices longues qui sont
alignées avec le site de I'neme et forment des interactions hydrophobes avec le site voisin
(Dorsey et al. 2018).

Depuis la découverte de I’'IDOI, les recherches visent a inhiber efficacement et
spécifiquement I’IDO1. Le mécanisme de I'IDOL1 passe par une réaction séquentielle
d'insertion d'oxygene, ou I'oxygéne moléculaire se lie a I'néme ferreux, puis s'ajoute a travers
la double liaison C2-C3 du TRP . Alors que la plupart des inhibiteurs agissent comme des
inhibiteurs compétitifs soit en imitant le substrat TRP, soit en se liant au cofacteur de I'heme
(Tang et al. 2021).

En 2018 une étude montre que I’'IDOI1 est lié dynamiquement a son cofacteur héme
dans ce qui est probablement une étape critique dans la régulation de cette enzyme. Dans
I’inhibition de I’IDO1, le nouveau mécanisme suggere que l'effet d'inhibition de 1'IDO1 dans
les tumeurs nécessitait le renouvellement de I''DOL1 lié a I'hneme. Ce qui affecte la fonction de
I’IDO en touchant le domaine de relieur hémique (Dorsey et al. 2018).

Diverses interactions intramoléculaires sont impliquées dans la stabilisation et 1’état
repli¢ de la protéine, y compris hydrophobe, électrostatique et liaison hydrogene. L’état de
stabilité d’une protéine est un facteur clé dans son fonctionnalité appropriée (Zhou et Pang
2018). De toute évidence, de plus en plus de preuves indiquent que la diminution de la
stabilité des protéines entraine une augmentation de la dégradation, du mauvais repliement et
de I’agrégation de protéines. En outre, un pliage incorrect et une diminution de la stabilité
étaient les principales conséquences de la mutation faux sens pathogene (Bross et al. 1999;
Du, Sharma, et Lukacs 2005). Yue et Moult ont estimé que jusqu’a 25% des SNP pourraient
altérer la fonction protéique dans la population humaine en modifiant la stabilité des protéines
(Wang et Moult 2001; Yue et Moult 2006).

Dans notre étude les résidus mutés sont différents des résidus sauvages par la taille, la
charge, I’hydrophobicité. La différence de taille entre le résidu de type sauvage et le résidu
mutant, fait que le nouveau résidu muté n'est pas dans la bonne position pour créer la méme
liaison que le résidu sauvage d'origine. La différence de charge perturbera l'interaction
ionique faite par le résidu sauvage d’origine. La combinaison de ces résultats suggere que les
SNP délétéres, révelés dans notre étude (R56P, R58T, V591, R100P) peuvent modifier la
fonction de I’'IDO1 et affecter la pharmacocinétique du métabolisme de la voie de la KYN.

L’introduction ou la perte de charge ou d’hydrophobicité causeraient une répulsion,
mauvais repliement ou perte d’interactions (Zhou et Pang 2018)

Les SNP qui ont été conservés dans une perspective évolutive sont plus importants que
ceux qui n’ont pas été conservés, parce qu’ils sont structurellement et fonctionnellement
importants pour la protéine (Gilis et Rooman 1996) .Pour cette raison, le serveur ConSurf a
été utilisé pour la conservation évolutive et I’analyse visant a explorer davantage les effets
possibles des 4 SNP a risque élevé.

Nos résultats prédisaient que le nouveau SNP V591 détecté est le seul qui soit
caractérisé par une conservation évolutive. Les résidus localisés dans la région conservée des
protéines sont connus pour jouer un réle crucial dans plusieurs processus biologiques, en
particulier les interactions protéine-protéine(Arshad, Bhatti, et John 2018). En effet, les SNP
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retrouvés dans cette région sont considérés comme tres dommageables (Doniger et al. 2008;
Miller et Kumar 2001).

La structure 3D et la conformation de la protéine jouent un rdle important dans la
compréhension des effets globaux des SNP sur la fonction des protéines. Ainsi, 1’analyse des
difféerences conformationnelles protéiques a été réalisée par la modélisation HOPE. Les
résultats montrent que les 4 mutations R56P , R58T, V591, R100P conduiraient soit a la perte
d’interactions, soit la perturbation structurelle. Cette analyse montre que les 4 SNP ont un
impact sur la relieur hémique de I’IDO1. Cet impact est particulier car ce domaine est une
cible thérapeutique

Dans notre travail, nous avons aussi déterminé une des causes de résistance aux
inhibiteurs de 1I’'IDO 1; ce sont les polymorphismes qui touchent le domaine de relieur
hémique ou nous avons déterminé 3 polymorphismes qui sont connus (rs778268528 ;
rs1417709040 ; rs200244502) et un nouveau polymorphisme -1 rs749740278 de I’exon 2
identifié .

Ces polymorphismes participent a la résistance de quelques inhibiteurs qui sont a la
phase d’essais ou commercialisés. Citons : les dérivés du candésartan cilexétil qui occupent
I'entrée du site actif de I''DO1, mais pas la région de I'néeme (Matsuno et al. 2012)

L'antioxydant ebselen se révele un puissant inhibiteur de I''DO1dans les macrophages
humains stimulés par I'lFN-y(Koblish et al. 2010) Le ebselen inhibe I'activité de I'IDO1 en
réagissant avec les résidus de cystéine de I’'IDO1, ce qui modifie la conformation de la
protéine et I'environnement de I'héme au site actif (Wang et al. 2019)

La phénylhydrazine a été identifiée comme un inhibiteur de I''DO1 qui a fortement
inhibé I'enzyme IDO1, néanmoins, sa sélectivité pour ’IDO1 par rapport aux autres protéines
contenant de I'héme reste a étudier pour éviter les effets hors cible(Tran et al. 2013; Wang et
al. 2019).

Des dérivés d'O -benzylhydroxylamine qui imitaient les especes alkylperoxy ont été
congus sur la base du ressenti oxydatif de TRP par I’'IDO1 avec une bonne sélectivité par
rapport aux autres enzymes contenant de I'néme (Capece et al. 2012; Malachowski et al.
2016).

Epacadostat (le chémotype hydroxyamidine) a été découvert en tant que
pharmacophore clé pour l'inhibition de I’'IDO1. La spectroscopie d'absorption confirmait la
liaison directe au site de I'néme (Tang et al. 2021; Yue et al. 2009).

L’hydroxyamidine a été découvert en tant que pharmacophore clé pour l'inhibition de
I''DOL1 ou la spectroscopie d'absorption confirmait la liaison directe au site de I'neme (Yue et
al. 2009).

Dans la présente étude, nous avons étudié aussi 1’association de la fréquence allélique
des 20 SNP trouvés dans I’IDO1 avec I’activité d’IDO1. Un seul SNP intronique, montre une

59



Résultats et discussion

association avec le taux plasmatique d’IDO1(p=0.03). 42.50% des patientes avec 1’all¢le
muté T exprimant un taux ¢élevé de I’enzyme IDO 1.

Dans cette population d’étude nous avons déterminé aussi SiX (6) polymorphismes
introniques touchant les bordures exoniques, parmi eux 3SNP qui sont connus et trois (3) sont
des SNP nouvellement identifiés.

Parmi eux le SNP rs1009139308 montre une association avec les RH, le Ki67et
I’absence du HER2. Ce polymorphisme est situé¢ au niveau de I’intron deux (2).

Parmi les polymorphismes introniques de 1’IDO,1 qui sont étudiés le rs7820268, et le
rs73619577 sont situés dans I’intron cing (5) et six (6) respectivement (Tardito et al. 2013;
Torok et al. 2022)

Le fait qu’une substitution survenant a un site intronique peut affecter la structure
et/ou la fonction de la protéine puisqu’il peut affecter 1’épissage de I’ARNm (Ward et Cooper
2010).

Nous avons aussi identifi¢ 3 polymorphismes qui touchent le site d’épissage
rs758140978 ; +3rs927429393 ; -1Cov53715201.

Afin de comprendre I'impact des différents SNP faux sens (E51K, R56P, E57K, R58T,
V591, T71P, D98N, R100P) identifiés sur la stabilité de la structure de I’'IDO1, une simulation
de dynamique moléculaire a été réalisée pendant 50 ns. Plusieurs parametres ont été analysés
tout au long de la trajectoire de simulation, le RMSD et le RMSF (Benson et Daggett 2012).

L'information thermodynamique, la plus importante , qui nous indique la force des
interactions entre les protéines , est l'affinité de liaison ou 1'énergie libre de liaison, A G . Les
modifications de I'affinité de liaison causees par les mutations (c'est-a-dire AA G ) peuvent
montrer I'impact des mutations sur I’'IDO1 (Geng et al. 2019).

L'analyse de simulation et le trajet de la dynamique moléculaire nous ont facilité
I'étude de I'effet structurel de cette mutation sur la structure de I’IDOI. Le graphique RMSF
est effectué pour la compréhension de la flexibilité structurale (Benson et Daggett 2012).

Les données RMSD montrent qu'un type de déviation distinctement différent a été
remarqué de I’'IDO1 sauvage tout au long de la période de simulation par rapport a ’'IDO1
muté, démontrant clairement que les SNP faux sens identifiées (E51K, R56P, E57K, R58T,
V591, T71P, D98N, R100P) avaient un effet stabilisant significatif sur I’'IDOI. Cela a été
confirmé par les données RMSF qui indiquent que I’TDO1 muté est inferieur pour 1I’ensemble
des acides aminés par rapport a ceux de I’'IDO1 sauvage . L’analyse du Rg a révelé une
Iégere variation du Rg la structure de 1I’'IDO1 sauvage a été moins compacte avec une
moyenne de 2.40 nm.

Ces SNP identifiés dans notre population d’étude affectaient considérablement la
conformation de I’IDO1, entrainant I’IDO1 plus compacte et plus stable. Ces SNP réagissent
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probablement sur le repliement de I’IDO1 d’origine, ce qui rend probablement I’IDO1 plus
réactif impliquant un épuisement plus rapide du TRP au cours du CS

Bien que les SNP décrits n’ont pas été analysés par des tests in vitro et il n’y a pas
d’information sur I’impact fonctionnel et la signification de ces mutations dans 1’'IDO1, les
résultats suggerent que ces variations pourraient faire 1’objet d’étude in vit
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5. Discussion générale

Pour mieux comprendre 1’influence du polymorphisme du géne codant pour I’'IDO1
sur le risque de développer le cancer du sein, nous nous sommes proposés d’identifier les
variants génétiques de cette enzyme et son association au cancer du sein et aux phénotypes
résultants.

A cette fin, nous avons essay¢ de comprendre les effets mutationnels sur I’activité
moléculaire en aval d'un variant génétique, et de décrire les conséquences sur I'expression de
I’'IDOL.

Cette approche a permis de décrire les particularités régionales de la population
d’études et de mettre en évidence les parametres a I’origine du CS dans la région de Tlemcen
(I’Ouest Algérien).

Elle a aussi montré que la voie du TRP est impliquée dans la survenue du CS dans la
population d’étude.

Elle propose aussi que des variants exoniques et introniques découverts, dans notre
échantillon de patientes atteintes du CS, peuvent étre associés au métabolisme du TRP et
constituer un facteur de risque de survenue ou d’aggravation.

En ce qui concerne les particularités de cette population de patientes, subdivisée en
deux sous populations selon la fréquence de la répartition histologique a savoir ; les CS les
plus fréquents (CCI, CLI est mixte) et les CS de fréquence histologique rare (DCIS, PM, MC
,PT), la classification histologique reste le moyen pour pronostiquer de nombreuses
tumeurs ;bien qu'elle soit moins précise que celle qui utilise le grade de la tumeur et le type
histologique ensemble (Gudaviciene et al. 2014; Pereira et al. 1995)

La principale raison d’appliquer un systéme de classification histologique au CS est
d’obtenir une corrélation avec les facteurs pronostiques et la biologie tumorale(Rakha et al.
2010) . Les carcinomes invasifs peuvent étre subdivisés morphologiquement en fonction de
leur degré de différenciation; Ceci est réalisé de deux maniéres, en évaluant le type
histologique et le grade histologique (Elston 2005; Gudaviciene et al. 2014)

Les cancers fréquents du sein représentent 87% des cas, CCI était prédominant 79 % .
Pour les cancers de fréquence histologique rares, nous les retrouvons a 13% repartis
respectivement en : DCIS 6.5% des cas, le PM 3% des cas ; MC 2% des cas et le PT 1% des
cas .

En Algérie et dans la méme région d’étude (I’Ouest Algérien) on trouve plusieurs
travaux de recherche qui etablissent le profil epidémiologique et histologique du CS .Le CCI
est le type histologique le plus fréquent dans la majorité des études (Nait Behloul. 2018 ;
Cherbal et al. 2017; Mehemmai et al. 2020; Terki et al .2013.; Heanoui et al. 2017) .

Dans la méme région de notre étude le CCI représente 55.4% dans la wilaya d’Oran
(Nait Behloul. 2018) et 80% dans une autre recherche dans la wilaya de Tlemcen en 2002 et
2006 (Mesli taleb-bendiab et el kebir. 2013).
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Selon la littérature, le DCIS est la forme la plus courante des cancers rares. Le DCIS
représente 20 a 25 % des BC nouvellement diagnostiqués dans les populations dépistées avec
plus de 60 000 nouveaux cas chaque année aux Etats-Unis (Canelo-Aybar et al. 2021).Tandis
que dans d'autres études le DCIS est détecté a 1’autopsie chez 14,7% des cas (Schnitt 2021).
Selon une autre étude de Desouki et al, le DCIS représente 1,1% des femmes (Desouki et al.
2013).

Le PC représente environ 0,5 % de ces cancers du sein invasifs (Pal et al. 2010).En
raison de la croissance du PC a I’intérieur des canaux, la plupart des tumeurs malignes du PC
sont in situ. Selon d'autres études le carcinome papillaire du sein représente environ 0,5 a 2 %
des cancers mammaires (Nufiez et al. 2020).

Pour le type histologique MC, c'est un sous-type relativement rare de cancer du
sein. Selon la derniere classification de 'OMS des tumeurs du sein, le MC est classé comme
un type particulier de cancer du sein et rare de néoplasmes mammaires (Budzik, Fudalej, et
Badowska-Kozakiewicz 2021) . Le MC se présente souvent comme une masse lobulée qui
représente environ 1 a 4 % de tous les cancers du sein (Marrazzo et al. 2020). Dans d'autres
études, il représente 1 a 7 % de tous les cancers invasifs du sein (Al Haddad, Awadallah, et
Abdel Hadi 2017). Selon I'étude de Di Saverio et al le MC pure, représente environ 2 % des
cas ; ce qui concorde avec nos résultats (Di Saverio, Gutierrez, et Avisar 2008).

Le PT représente 8,7 des cas dans une étude rétrospective (entre 2000-2006) qui
comporte 3 792 patientes opérées du CS, parmi elles 134 cas représentent des formes rares du
CS. Selon les recommandations de I'OMS, les PT ont un polymorphisme large classé
histopathologiquement comme bénin, limité ou malin ,variant entre 12% et 26% des cas
(Penes et al. 2021). Dans d'autres études les PT représentent moins de 1% de toutes les
tumeurs mammaires (Strzgpek et al. 2021) ; ce qui concorde avec vos résultats.

La variabilité histologique de notre population est un parametre important et rarement
retrouveée dans le CS.

Nous avons recherché des liens possibles entre les biomarqueurs du cancer du sein
(RE, RP, HER?2 et Ki67) et les paramétres d’agressivité tumorale (T, N, M, grade SBR) dans
les cancers fréquentes et rares.

Dans les cancers rares le modéle a montré une association entre 1’absence des RE, RP
avec T, N, et le grade SBR.

Le modéle montre aussi une association entre 1’expression élevée du K167 et la taille
tumorale.

Tandis que dans les cancers fréquents on ne retrouve aucune association entre
I’expression des RE et I’agressivité tumorale.

Quant aux particularités hormonales, on note que dans la sous population de patientes
avec cancers rares , le phénotype RE négatif est 2 fois plus associé a une taille
tumorale supérieure a 2 cm (T2) et 4 fois plus associé aux grades SBR élevés (1I-111) par
rapport aux patientes de phénotype RE+.
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Tandis que dans la sous population de patientes avec cancers fréquents on ne retrouve
aucune association.

Le modéle mathématique montre aussi que les patientes présentant un cancer du sein
rare RE négatif sont plus exposées a un envahissement ganglionnaire comparativement aux
patientes qui expriment un RE+.

Concernant I’expression des RP dans les cancers rares, le modéle rapporte que
I’absence des RP est significativement associée aux paramétres d’agressivité tumorale par
rapport aux cancers exprimant les RP.

Tandis que 1’absence des RP dans les cancers fréquents ne montre aucune association
avec les parameétres d’agressivité tumorale.

L’exploration par I’indice de prolifération tumorale KI67 montre qu’un taux élevé de
ce dernier (ki67>20) est 2 fois plus associ¢ a une taille tumorale supérieure a 2 cm chez les
patientes avec cancer rare seulement.

Concernant les facteurs classiques (Age, Diabete, IMC) du CS les études sont
controversées.

L'age et les facteurs génétiques, hormonaux et reproductifs contribuent au risque de
CS (Ribnikar et al. 2015). Dans notre étude les femmes agées de moins de 58 ans sont
pratiqguement plus exposées au risque de CS par rapport aux femmes agées de 58 ans et plus.

Une fréquence non négligeable est enregistrée entre 35 et 45 ans (age moyen
48,78 £ 1,3 ans) des femmes atteintes du CS dans la méme région que notre étude (menée
2008-2009) (Terki et al. 2012). Une autre etude dans la méme région a été menée en 2018 ou
on retrouve un age moyen 50.13+1.2 ans (Nait Behloul. 2018).

Cette derniére recherche rejoint les données du registre d’Oran (Mokhtari et al.2016)
et celles d’une étude a Tlemcen menée en 2011-2013 (Heanoui et al. 2017).

Certaines études ont trouvé une association significative entre le diabéte de type Il et
le CS (Gourine et Chentouf. 2020; Hardefeldt et al. 2012; Maskarinec et al. 2018).

Tandis que la recherche menée dans I’Est Algérien ne trouve aucune association (avec
un p=0.2 et OR=0.7) (Nait Behloul. 2018).

Les patientes dans notre étude avec un taux de glycémie supérieur >1.6 g/L sont deux
fois plus exposees au risque de CS par rapport aux femmes avec une glycémie <1.6 g/L
(OR=2; 95% CI=1.47-5.13 ; P=0.00).

Pour la premiére fois une recherche menée dans cette région retrouve une association
entre le diabéte de type Il et le CS.

Dans la littérature on ne trouve aucun travail et analyse sur la variabilité histologique
dans la population Algériennes. La majorité des travaux de recherches sont en faveur d’une
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étude des facteurs de risque du CS ainsi et des caractéristiques cliniques, tumorales (age de
survenue du CS, statut ménopausique, type histologique et grade histologique) avec les
récepteurs hormonaux (RE et RP) ; ainsi que des études sur le BRCA (Cherbal et al. 2017,
Mesli taleb-bendiab et El kebir 2013; Terki et al. 2012; Henaoui et al. 2017).

On trouve une seule recherche sur les facteurs de risque hormonaux,
anthropométriques, du stress oxydant et des habitudes alimentaires au cours du CS (Fetni.
2020)

Notre étude rapporte les premicres données sur 1’évaluation du taux plasmatique du
TRP comme facteur corrélé aux facteurs de risques de CS en Algérie.

La voie du TRP a été impliquée dans les tumeurs agressives, 1I’expression élevée de
I’IDO1 et la dégradation du TRP étaient observées dans les tumeurs représentant une
agressivité tumorale.

Une corrélation inversée a été trouvee entre la concentration plasmatique du TRP avec
le grade SBR Ill. Le taux plasmatique de I''DO1 supérieur a 4,9 pumol/ pmol est aussi associé
2 fois plus au grade SBR II1.

La dégradation du TRP était plus rapide dans les tumeurs les plus grandes par rapport
aux tumeurs de petite taille (T1). L’expression de I’'IDO1 montre aussi une corrélation
positive selon la taille tumorale et une différence significative selon le grade SBR

Récemment, un role particulier de I’'IDO1 dans la médiation de 1'évasion immunitaire
tumorale a été révélé (Ye et al. 2019).

Plus précisément, il a été démontré que les altérations du catabolisme du TRP dans les
ganglions lymphatiques drainant la tumeur, permettraient la persistance des cellules tumorales
(Liu et Zhai 2021; Opitz et al. 2020).

Une corrélation inversée a été retrouvée entre le taux plasmatique du TRP et
I’envahissement ganglionnaire. Une activité de I’IDO1 supérieure a 8,4 pumol/ pmol est
associée 4 fois plus a ’envahissement ganglionnaire.

Plusieurs études ont montré une association entre le microenvironnement tumoral des
ganglions lymphatiques et la dégradation du TRP ainsi que I’expression de I’'TDO1 dans le CS
(Liu et Zhai 2021; Opitz et al. 2020).

Dans notre étude I’activité enzymatique de I’'IDOL a été associée aux parametres
d’agressivité tumorale.

Concernant la relation entre les biomarqueurs du CS et le métabolisme du TRP, le taux
plasmatique de TRP était plus faible chez les patientes avec ER- par rapport aux patientes
ER+ , et on note aussi une faible liaison chez les patientes avec HER2+.

L’activité élevée de I’'IDO1 (I''DO1>6,2 umol/ pmol) est associée 5 fois plus aux
RE+ et ne montre aucune association avec HER2+. L’¢étude de Onesti et al montre que le taux
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plasmatique de TRP était plus faible chez les patientes avec ER- par rapport aux patientes ER
+ (Onesti et al. 2019).Tandis que 1’étude de Tangue et al montre que le taux plasmatique du
TRP ne varie pas en fonction du RE mais le niveau de la KYN et de I''DOL1 sont élevés dans
les tumeurs RE- (Tang et al. 2014).

La faible activit¢ de I’'IDOI est associée a 1’envahissement ganglionnaire selon
Soliman (Soliman et al. 2013).

L’indice de prolifération mitotique KI67 montre une corrélation inversée avec le taux
plasmatique du TRP et une corrélation positive avec 1’activité enzymatique de I’IDO1. La
dégradation du TRP était plus élevée chez les patientes qui ont une surexpression du KI67
>20% et I’association de I’IDO1 était également significativement associée au ki67>20.

Cela nous permet de proposer ’IDO1 comme un nouveau biomarqueur pronostique de
la progression et du potentiel de prolifération des cellules cancéreuses au cours du CCI du
sein dans les populations de I’extréme ouest Algérien.

Concernant les facteurs classiques du CS (Age, IMC et le diabéte) en fonction du
métabolisme du TRP au cours du CS, notre analyse montre que le statut du TRP chez les
patientes diabétiques et agées de moins de 58ans peut constituer un facteur de risque du CS.

L’activité enzymatique élevée de I’'IDO1 (>6.4 pmol/umol) était significativement
associée a un age de 63+14 ans et un taux plasmatique élevé de glycémie dans le CS ; ainsi
qu’une corrélation avec I’'IMC.

La compréhension des relations complexes entre le diabéte I'IMC et le CS
nécessiterait plus d’intérét et davantage d’études comportant des données populationnelles sur
le mode de vie, les habitudes alimentaires, le niveau d’activité physique, les facteurs de risque
communs, I’insulinémie, la résistance a l’insuline et d’autres biomarqueurs ainsi qu’une
bonne caractérisation du patient et de son diabete.

Nous avons réalisé une étude génétique sur le polymorphisme de I’IDO1 au cours du
CS pour la premiére fois dans une population Algérienne.

Parmi les études génétiques actuellement réalisées en Algérie on compte 1’analyse des
genes BRCA1 et BRCA2. Aujourd’hui les implications de mutations pathogenes sur ces
genes dans les CS sont bien reconnues dans les diverses populations Algériennes. Cela laisse
a penser que 1’analyse de ces genes a une place incontournable pour assurer une bonne prise
en charge des patients atteints de cancers. (Habak et al. 2022; Mehemmai et al. 2020;
Uhrhammer et al. 2008) (Boudiaf et Boudine. 2019)

Dans notre démarche nous avons voulu contourner cette fatalité. Nous avons entrepris
de détecter de nouvelles altérations génétiques ; démarche qui devient déterminante afin
d’intégrer de nouvelles réflexions sur les stratégies thérapeutiques a adopter pour chaque
population et chaque patient.

Par conséquent la place de I’analyse génétique , le polymorphisme de I’IDO1 prend
une nouvelle dimension.
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Dans notre population d’étude nous avons identifié 11 polymorphismes exoniques
parmi eux, six (06) SNP connus (rs1279819656 ; rs778268528; rs1417709040 ;
rs868032537 ; rs758835146 ; rs200244502) ainsi que cing (05) nouveaux polymorphismes.
(-1 rs1265722807 ; +2rs778268528 ; -1rs749740278 ; -1 rs1237179070 ; +2 rs1208422426)
qui n’ont jamais été identifiés.

Quatre (04) SNP ont prouve un effet sur la fonction de la protéine ; dont une nouvelle
mutation (1 rs749740278) non encore enregistrée et trois autres déja decrites dans la
littérature (rs778268528, rs1417709040, rs200244502).

Dans notre travail, nous avons aussi déterminé une des causes de résistance aux
inhibiteurs de I’IDO1 ; ce sont les polymorphismes qui touchent le domaine de relieur
hémique ou nous avons déterminé 3 polymorphismes qui sont connus (rs778268528 ;
rs1417709040 ; rs200244502) et un nouveau polymorphisme -1 rs749740278 identifie.

Dans cette population d’étude nous avons déterminé aussi SiX (6) polymorphismes
introniques touchant les bordures exoniques, parmi eux 3SNP qui sont connus et 3 des SNP
nouvellement identifiés. Nous avons aussi identifié 3 polymorphismes qui touchent le site
d’épissage rs758140978 ; +3rs927429393 ; -1Cov53715201.

Le fait qu’une substitution survenant a un site intronique peut affecter la structure
et/ou la fonction de la protéine puisqu’il peut affecter 1’épissage de I’ARNm (Ward et Cooper
2010).

Dans ce travail, nous avons évalué, I’impact des polymorphismes observé sur les
biomarqueurs du CS. Dans la littérature il n’existe aucune recherche dans ce sens

Les résultats de cette étude, montrent que I’allele C muté du polymorphisme
rs1417709040 est associé qu’a I’expression du RE

L’alléle C muté du polymorphisme rs200244502 etait fréquent chez les patientes RE+
et totalement absent chez les patientes RE-, il était aussi associé a I’expression des RP.

L’alléle A muté du polymorphisme -1 rs749740278 est associ¢ a 1’expression du
RE ,RP et HER2+, toutes les patientes avec RE+, RP+ et HER2+ posseédent 1’allele A

Cette nouvelle mutation identifiée dans notre population est associée a un phénotype
particulier chez les patientes avec HER2+ de mauvais pronostic.

Nous avons aussi examiné les effets de la mutation faux sens par la dynamique
moléculaire, pour cela nous avons comparé entre le RMSD de I’IDO1 sauvage et le RMSD de
I’IDO1 muté identifié (retrouvé dans notre population)

L’IDO1 muté nouvellement identifi¢ chez les patientes atteintes du CS se trouve plus
stable que I’'IDO1 d’origine (non muté) ; Par consequence les 4 SNP faux sens (R56P, R58T,
V591, R100P) ont un effet sur le compactage de I’'IDO et sur sa stabilité. L’IDO1 chez les
patientes atteintes du CS de notre population d’étude peut étre plus réactif, et par conséquent
dégrade plus rapidement le TRP.
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L’¢tude du microenvironnement tumoral a pris ces derniéres années une place
importante dans le domaine de la recherche sur le cancer du sein. En effet, il est désormais
admis que le caractére invasif d’un cancer primitif est déterminé non seulement par le
génotype des cellules tumorales, mais aussi par leurs I’environnement cellulaire qui module
les capacités d’échappement immunitaire.

L’activité de I’IDO est donc particulierement importante ce qui en fait de
biomarqueurs pronostiques de choix.

Notre étude indique I’implication la voie de la dégradation du TRP dans la progression
tumorale et le profil des tumeurs agressives.

Nous avons corrélé les biomarqueurs du CS et les paramétres d’agressivité tumorale
dans les 2 sous population d’étude (les cancers fréquents et les cancers rares) pour expliquer
la variabilité histologique de notre population.

Nous avons pu déterminer la concentration plasmatique de TRP et celle de la Kyn et
par la suite nous avons évalué ’activité enzymatique de I’IDO1.

L’activité enzymatique €levée de I’'IDO1 est associée a l'agressivité tumorale et aux
biomarqueurs (RH et KI167) du cancer canalaire infiltrant du sein.

I’IDO1 est ainsi li¢ aux facteurs de risques classiques du CS (Age, T,
N,SBR,RH,KI167) et aussi un facteur li¢ a I’inflammation au cours du CS .

Notre étude rapporte, pour la premiére fois, des données non encore enregistrées sur le
lien entre I’obésité, le diabéte de type II et I’activité enzymatique de I’IDO 1 au cours du CS.

Le TRP participe a la survenue du CS en association avec un age inferieur a 58ans et
une glycémie supérieure a 1.6 g/l.

Notre étude montre que le statut en TRP est un comme facteur corrélé aux facteurs de
risques de CS.

Nous avons déterminé les caractérisations génétiques de I’IDO1 par un séquencgage de
Sanger ; Ce qui nous a permis d’identifier vingt (20) SNP au cours du CS. Parmi eux onze
(11) SNP faux sens

Nous avons évalué I’impact de la fréquence allélique des différents SNP en fonction
de I’expression enzymatique d’IDO1.

Certaines altérations génétiques qui affectent le gene de I'IDO1 ont été trouvées
associees a certains biomarqueurs du CS

Nous avons pu prédire 1’effet phénotypique des différents SNP faux sens pour évaluer
I’importance fonctionnelle des SNP sur ’activité de I’'IDO1

Nous avons déterminé quatre SNP faux sens (R56P, R58T, V591, R100P) pathogénes
a haut risque sur la fonction de I’IDO1
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Dans notre recherche sur le polymorphisme génétique nous avons déterminé une
nouvelle mutation non décrite -1 rs749740278 (V591) qui a un effet sur la fonction de I’'TDO1.
L’alléle A muté de ce polymorphisme est associ¢ a I’expression du RE, RP et HER2+

Dans notre travail, nous avons aussi déterminé une des causes de résistance aux
inhibiteurs de I’IDO 1; ce sont les polymorphismes qui touchent le domaine de relieur
hémique ou nous avons pu déterminer trois polymorphismes qui sont connus (rs778268528 ;
rs1417709040 ; rs200244502) et un nouveau polymorphisme -1 rs749740278 de I’exon 2
identifié.

Nous avons montré, par la dynamique moléculaire , que I’'IDO1 muté nouvellement
identifié chez nos patientes atteintes du CS , est plus compacte et stable que I’IDO1 d’origine

Bien que les SNP déterminés n’ont pas été décrites dans le CS dans d’autres
populations et n’ont pas été analysé€s par des tests in vitro et il n’y a pas d’information sur
I’impact fonctionnel et la signification de ces mutations dans I’'IDO1. Les résultats suggerent
que ces variations pourraient faire 1’objet d’étude in vitro. Il n’y a aucune recherche sur le
différent polymorphisme de géne de ’'IDO1 au cours du CS.

L’ensemble des résultats obtenus doit étre confirmé sur d’autres populations a large
échelle.
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Questionnaire

e Parametres anthropométriques

e ATCD personneles

HTA: Ouio Non O nom du traitement..................

Diabéte: Ouio Nono insulino dépendantoOui oNon  Type d'insuline............
e ATCD Familiaux

néo du sein: omeére 0O sceur Otante O grand mére

e Parametres anthropométriques :
L’ age des premiéres regles: <l2ansc >12ans O
L’age de la ménopause: <50anso  >50ans O
L’age du mariage :
L’age de la premiére grossesse:

e Parametres reproductifs :

L’allaitement: nono ouio ladurée: <lanso >lansno
Le nombre d'enfants: .........cccoo.....
Le contraceptif oral nono  ouio ladurée ................ nom de la pilule ...................

e Parametres anthropo-sociologiques :
Niveau d’instruction : Analphabéte o Primaireno Secondaire o Universitairen
Activité professionnelle: Sans professiono Avec profession o retraitén
Situation familiale :  Marié © Celibataire o Divorcé O

Résultats des analyses

e Parametres immunohistochimiques:

RE: positive o négative o SCOME:.uiiriirernane.
RP: positive o négative o SCOTE:..iivieirenns
HER2: positive o négative o SCOME:..vivvrirearnnnn.
KI67: .oovevne. %.

e Parametres histologiques :

Le type histologique: ..........cccooeiviiiiicice e
LeGrade SBR: Io IIo o
TNM: TOo Tlo T2o T3o T4o

NOo Nlo N2o N3o

MOo Mlo

Le type d’intervention : Tumorectomie o Mastectomie Sein droita Sein gauche O
bilatérale o
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. Protocole d’extraction d’ADN

Il s’agit de I’extraction de 1 ’ADN génomique a partir du sang total , qui a été réalisée
par la technique de NaCl « Salting out » (Miller et al, 1988).

1. Lyse des globules rouges

e Réalisée en complétant le volume de sang avec une solution hypotonique (tris-EDTA (T)
10/10 (Tris/acide chlorhyddrique (HCI) 10 mM et EDTA 10 mM ; pH = 8,0).

e Apres lavage, les tubes sont mis dans la glace pendant 30 minutes (ce qui conduit a
I’éclatement des globules rouges )

o centrifugés a 2500 tours/min pendant 15min.

e La centrifugation permet de separer le surnageant qui contient les débris de globules
rouges des globules blancs qui sont précipités au fond du tube formant un culot.

e [’opération de lavage est répétée plusieurs fois jusqu’a I’obtention d’un culot blanchatre
(les globules blancs).

2. Lyse des globules blancs

e Le culot de leucocytes est traité par 5 mL de solution de lyse des globules blancs
(Tris/HCI 10 mM ; EDTA 0,1 M et le sodium dodécyl sulfate (SDS) 0,5% ; pH = 8,0).

e 100 pl de protéinase K a 20 mg/mL sont additionnés pour digérer les protéines
associées a I’ADN nucléaire.

e Aprés homogénéisation, le mélange est incubé au bain marie a 37°C pendant une nuit.

3. Précipitation de ’ADN

e Deux mL de NaCl 5 M sont ajoutés dans chaque tube. Apres une centrifugation de 10
min a 4000 tours/min

e I’ADN est transféré dans un autre tube

e L[’ADN est précipité avec deux volumes d’éthanol absolu froid.

e L’ADN est visible a I’oeil sous forme de filaments formant une méduse.

e L’adn est récupérée puis lavée avec une solution d’éthanol a 70%( pour se débarrasser
des traces de sels,

e L’ADN est séchée puis dissoute dans des tubes des Eppendorf (enprésence de 100 a
600 pl de TE10/1 (Tris/HCI 10 mM et EDTA 1 mM ; pH = 8,0) )

e seclon la taille de la méduse. L’ ADN est dissout dans le tampon sous agitation douce
pendant plusieurs jours.

Protocole du PCR

La PCR est une méthode d’amplification génique spécifique in vitro, Elle utilise de
facon répétitive ’activité d’une ADN polymérase thermorésistante (la Taq polymérase) pour
synthétiser in vitro la séquence d’ADN a amplifier selon un procédé d’extension d’amorces
(oligonucléotides monocaténaires complémentaires aux extrémités de I’ADN).
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L’ADN est d’abord dénaturé c'est-a-dire séparation des deux brins par chauffage (95°
C pendant 30 secondes a 1 minute).

Ensuite, I’hybridation des amorces, c’est I’étape déterminante pour I’efficacité et la
specificité de la PCR. Elle s’effectue généralement a une température autour de 55° C. Cette
température dépend de la tempeérature de fusion des amorces (Tm) qui dépend-elle méme de
la composition en bases de I’amorce. Puis, la synthése des deux brins a partir des amorces
hybridée dans le sens 5°--- 3’ par I’enzyme taq polymérase qui incorporant les quatre
désoxyribonucléotides triphosphaates (INTP) en présence d’un tampon adéquat, c’est
1’¢longation.

Cette étape se fait a 72° C et dure 30 secondes a une minute.

Ces trois étapes (dénaturation, hybridation et élongation) sont répétées plusieurs fois.
Apres n cycle, le nombre théorique de copies d’ADN obtenues est de 2n (n: nombre de cycle).

Mais en pratique le nombre de brins est limité & cause de la baisse de certains réactifs,
I'augmentation de la viscosité du milieu et la baisse de I'activité de I'ADN polymérase
thermostable.

L’¢lectrophorése sur gel d’agarose permet de séparer et d’identifier des fragments
d'’ADN, pour déterminer leur taille, pour en estimer la quantite.

Les facteurs les plus importants sont la taille de I’ADN (c'est-a-dire la masse
moléculaire), les molécules de petites tailles se déplacent plus rapidement et migreront plus
loin que les molécules de grande taille et la charge négative de I’ADN.

La vitesse de migration d'une molécule d’ADN est en fonction de deux parametres: sa
taille et la concentration en agarose du gel (I'augmentation de la concentration d'agarose dans
un gel réduit la vitesse de migration), mais le voltage et la force ionique du tampon
interviennent également.

Le choix de la concentration du gel d’agarose est en fonction de la taille des
fragments d’ADN a séparer. Pour bien évaluer la taille exacte des fragments digérés obtenus,
nous avons utilisé un marqueur de taille de 1 Kb (GeneRuler 1 kb DNA ladder by Thermo
Fisher Scientic). La migration se fait pendant 1 heure & 100 volts dans un tampon de
migration TBE (1X, pH=8,4). La révélation se fait par exposition du gel aux rayons UV (Gel
Doc Bio-Rad xR+ ) aprés coloration au RedSafe qui s’intercale entre les bases d’ADN,
devient fluorescent et permet de visualiser directement les fragments de restriction.
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Abstract - Objective: The tryptophan pathway has been
demonstrated to be involved in tumor progression. Increased
expression of indoleamine 2,3-dioxygenases has been observed in
several hu- man tumors types, such as breast cancer. In order to
study the role of IDO expression as a prognostic marker, the serum
tryptophan and kynurenine concentrations and the ratio of
kynurenine to trypto- phan (K/T) of 165 subjects were compared, and
correlations were established.

Patients and Methods: This is a case-control study involving
39 patients with invasive ductal breast carcinoma. The
recruitment period was from January 2018 to December 2019. We
investi- gated the serum tryptophan and kynurenine levels based
on liquid chromatography-tandem massspectrometry (LC-MS/MS).

Results: Our analysis shows a faster tryptophan degradation in
larger tumors. The K/T ratio was significantly associated with breast
cancer risk factors (age, tumor size and biomarkers). It was also
significantly associated with KI67 (r=0.208; p=0.007) and with age (r=
0,166 p=0,033) as well. The plasmatic K/ T ratio expression greater
than 8.4 ymol/ umol was significantly associated with an age of 63+14
years old (OR=1.05, 95% IC 1.01-1.09, p=0.02). Regression analysis
also shows that higher plasmatic K/ T ratio expression was associated
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two times with higher tumour size and SBR grade (OR=2.11,95% IC
0.95-2.83, p=0.035; OR=2, 95% IC 1.11-3.54, p=0.02, respectively).
Subjects with a high K/T ratio (>6.2) are associated five times with
RE+ and RP+ compared to subjects with a low K/T ratio (<4.2) (OR=5,
95% IC 1.23-18.81, p=0.02; OR=4.2, 95% IC 1.07-16.72, p=0.04,
respectively). It was also

significantly associated with higher KI67 expression (ki67>20) (OR=1.14, 95% IC 1.04-
1.26, p=0.008).

Conclusions: The K/T ratio can be used as a new prognostic
biomarker for the progression and invasiveness of breast invasive
ductal carcinoma.

KEYWORDS: Kynurenine, Tryptophan, Biomarkers, Infiltrating ductal carcinoma.

LIST OF ABBREVIATIONS: /DO- Indoleamine 2,3-Dioxygenase, TRP-
tryptophan, KYN- kynurenine, K/T- kynurenine-to-tryptophan ratio,
LC-MS/MS-  Liquid Chromatography coupled with Tandem Mass
Spectrometry, BC- Breast cancer, HR- Hormone Receptors, ER - Estrogen
receptor, PR - Progesterone receptor, CTRL- Healthy Controls, OC- oral
contraceptives, T1-tumour size <2 cm, T2-tumour size NTRODUCTION



