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I ntroduction

Le cancer est une maladie grave, caractérisée par un processus pathologique qui trouve son
origine dans des changements génétique. Selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) le
nombre de déces liés au cancer est estimé a environ 8 millions ce qui représente
approximativement 12 % de la mortalité mondiale. Cette valeur devrait augmenter a plus de 15
millions de nouveaux cas dici I'année 2020. Certains types de cancer tels que les tumeurs
cérébrales sont la premiere cause de mortalité liée au cancer chez les enfants et représente environ
25 % des cas pédiatriques. De plus, Leur incidence chez les personnes adultes est d environ 10
pour 100.000 habitants par ans. Plus fréguentes chez les enfants, elles représentent 20% de
I’ensemble des cancers. A ces chiffres s gjoutent ceux des métastases cérébrales. Ces tumeurs
secondaires, consecutives a la présence d' un cancer localise hors de la région cérébrale, ont une
incidence d’ environ 3 a8 pour 100.000 habitants par ans (Porter et al., 2010).

Annuellement en Algérie, le nombre de nouveaux cas est estimé a 40.000 avec 22.000 déces. De
plus, les éudes épidémiologiques effectuées au sein de I’Hopital de Bejaia entre |’ année 2012 et
2014 montrent une importante recrudescence de I’ incidence des tumeurs cérébrales qui passe de 5 a
18 cas pour 100.000 habitants par ans. Ces statistiques dénotent de la gravité de la situation, d’ou la
nécessité de rechercher de nouvelles voies de prise en charge et de traitement des tumeurs
cérébrales. C'est également la troisieme cause de mortalité liée au cancer chez les jeunes adultes
(Jemal et al., 2007). La recherche sur les tumeurs cérébrales savéere donc une nécessité afin
d'améiorer la compréhension des mécanismes cellulaires et moléculaires de cette maladie et
notamment de dével oppées des techniques de diagnostic et de pronostic.

En effet le dosage des marqueurs tumoraux est une technique de diagnostic de grande
importance, peut permettre la détection dans les fluides biologiques tels que le sang des hormones
ou des protéines dont |’ expression et/ou la structure est modifiée. Les marqueurs tumoraux utilisés
pour la détection et le suivie des tumeurs cérébrales restent peu nombreux, posant ainsi la nécessité
d’identifier de nouveaux margueurs. L’ intérét de cette étude est donc d’ explorer de nouvelles pistes
pouvant mener a I’identification de marqueurs hormonales qui permettant le suivie et facilitée le

diagnostic.

[1]



CHAPITRE I REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

|-Généralité sur lestumeurs cérébrales
|.1-Tumeur cérébrale

L’ appellation tumeur cérébrale regroupe les tumeurs localisées a I’ intérieur du crane ou dans
le canal spinal central. Ces néoplasmes ne peuvent métastaser, il ne s'agit donc pas de cancer a
proprement parler mais uniquement de tumeurs malignes ou bénignes. Mis a part ce point de
vocabulaire et |’ absence de métastases, elles sont en tout point semblable a des cancers et reposent
sur les mémes mécanismes (Hablutzel, 2009). Elles surviennent par |e développement anormal et
anarchique de divisions cellulaires, a partir soit d'une cellule du cerveau elleeméme, soit d'une
cellule métastasique exportée d'un cancer situé dans une autre partie du corps. La définition
actuelle est plus restrictive et repose sur la notion d’un déséquilibre d’homéostasie des tissus du
systeme nerveux central (SNC). En raison de |’ espace limité de la cavité cranienne, les tumeurs
cérébrales, s elles ne sont pas toutes mortelles, ont toutes un impact important sur la santé du
patient (Ardaillou et Couturier, 2013).

Les tumeurs du cerveau ne doivent pas étre confondues avec les métastases au cerveau. Les
premiéres naissent directement a partir des cellules originaires du SNC, il sagit des tumeurs
primaires. Par contre, les secondes sont des tumeurs dites secondaires, résultat d’une métastase
provenant d’ un autre organe. Bien que n’importe quel cancer puisse métastaser dans le cerveau, les

plus fréquents sont ceux du poumon, du sein ainsi que les mélanomes (Andaloussi, 2010).

| .2-M écanismes de for mation
Comme dans la plupart des processus de cancérisation, la formation de la tumeur cérébrale
est issue de mutations génétiques affectant principalement deux catégories de genes impliqués dans
latumorogenése: les oncogenes et |es genes suppresseurs de tumeur. Le déséquilibre entre ces deux
types d’ effecteurs est principalement a I’ origine de la dérégulation de la croissance cellulaire et

donc de la croissance tumorale (Hanahan et Weinber g, 2000).

[.2.1-Tumeur primitive
La transition d’'une cellule a croissance contrélée normale a une cellule tumorale est un
processus multiphasiques (figure 1), nécessitant |’accumulation de modifications au niveau de
I’ADN. La premiére phase, appelée initiation, est une étape rapide qui résulte de la présence
d atération irréversible du matériel génétique de la cellule induite par des agents initiateurs
(carcinogenes chimiques, virus), mais auss |'absence de réparation de ces lésions par les

(2]
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mécanismes normalement mis en place. Une ou plusieurs divisions cellulaires sont nécessaires afin
de fixer ces modifications génétiques (Argyle, 2003).

Il S ensuit alors une seconde phase, la promotion durant laquelle des agents promoteurs
identique a I’agent initiateur, ou au contraire différent, comme des hormones par exemple,
induisent ainsi la croissance de la cellule initiée et la stabilisation de ces lésions (Martinez et al.,
2003).

Laderniere phase, laprogression correspond ala conversion de la tumeur bénigne en tumeur
maligne. C’est un procédé tres complexe qui inclut |I'augmentation des modifications géenétiques,
mais également de modifications non génétiques, aboutissant a la sélection de clones céllulaires

présentant un caractére malin (Her on, 2003).

Figure 1 : Les différents étapes d'installation d’ une tumeur primitive (Damaison, 2011). Les
cellules initiées présentent des dommages génétiques irréversibles. En présence d' un promoteur, ces cellules se
transforment en une lésion prénéoplasique ou en tumeur bénigne. Au bout de plusieurs autres altérations,
génétiques et épigénétiques, une tumeur maligne émerge d'un sous clone de cellules provenant de la Iésion

bénigne.

|.2.2-Tumeur secondaire
Les tumeurs secondaires représentent jusqu’a 30% de I'ensemble des tumeurs cérébrales,
elles résultent de la migration d’ embolies tumorales par voie sanguine ou lymphatique et atteint le
tissu cranien, ou elles vont se développer (K ehrli, 2008).
Ce processus métastatique fait intervenir plusieurs cellules génétiquement programmeés pour
une action spécifique. Ainsi, certaines seraient spécifiqguement impliquées dans les processus

dinvasion (enzymes), tandis que d'autres auraient plutét un rble dans les phénomenes
(3]
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d’angiogeneses (Facteurs pro-angiogéniques) ou bien d'adhésion (cadhérines). Ce processus
permet de filtrer une tres faible proportion des cellules tumorales circulantes qui échappent au
systeme de défense de I’ organisme et fondent une nouvelle tumeur (figure 2) (Papin-michault,
2013).

Cette cascade dépend de plusieurs facteurs tels que le microenvironnement local et la plasticité
des cellules tumorales favorisée par des mécanismes de transition épithélio-mésenchymateux ((Steeg,

2003).

Figure 2 : les différentes étapes d' apparition d'une tumeur secondaire (L aferriere, 2003). (a) La
tumeur se forme localement. (b) Les cellules deviennent invasives, elles traversent la membrane basale et migrent.
(c) Les cellules entrent dans la circulation par I'intermédiaire du systéme lymphatique ou directement dans le
systéme sanguin (d).Les cellules survivent dans circulation s arrétent et entrent dans un nouvel organe (€). Les deux
derniéres étapes sont parfois appelées la colonisation métastatique. Les cellules isolées survivent dans le nouvel

organe (f) et commencent a croitre et se vascularisent pour former une métastase visible (g).

| .3-Classification
L’OMS a mis en place une nomenclature des tumeurs cérébrales dans le but d aboutir a une
norme internationale. Cette classification est fondée sur I’ origine cellulaire, leur type histologique,
et leur degré de malignité. Ce dernier permis de créer un systeme de grading qui s échelonnedel a
IV (Cohen et Weller, 2007 ; Louiset al., 2007).
» Grade |: tumeurs bénignes a croissance lente et généralement bien circonscrites,

regroupent les astrocytomes pilocytiques.

[4]
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» Grade Il: tumeurs prémalignes a croissance lente mais aux déimitations
imprécises, ce groupe est représenté par les astrocytomes fibrillaires, des
oligodendrogliomes et des oligoastrocytomes.

» Grade Ill: tumeurs malignes composees de cellules anaplasiques, a croissance
modérée, représentées par des astrocytomes, oligodendrogliomes et
oligoastrocytomes anaplasiques.

» Grade IV: tumeurs hautement malignes, contenant divers types cellulaires se
multipliant rapidement et ayant une forte propension a la nécrose. Les contours
tumoraux sont mal définis et angiogéniques. Ce grade est représenté par les
glioblastomes multiformes.

La classification de I’OMS fait I’ objet de controverses puisgu’ elle se base principal ement sur
les données histologiques. D’ autres classifications existent comme celle de |’ hépital Sainte-Anne a
Paris, qui prend en compte |'analyse des Images par Résonance Magnétique (IRM) en plus des
données histologiques (Daumas-Duport et al., 2000; Varlet et al., 2005).

| .4-Altérations cytogénétiques et moléculaires

Au cours des vingt dernieres années de nombreux travaux ont été menés afin de caractériser
les altérations géenétiques présentes dans les tumeurs cérébrales principalement les gliomes. Ces
altérations activent certaines voies de transduction du signal ou entrainent une dérégulation du
cycle cellulaire (Guillaudeau, 2012).

Parmi les premiéres altérations génétiques clairement impliquées dans la tumorogenése et qui

ont été identifiés comme étant fréguemment altérés dans les gliomes on distingue:

e Altération delavoiede p53

Les géenes suppresseurs de tumeurs ont également un réle important dans la cancérogenése,
parmi eux le gene codant pour la protéine p53. Ce dernier code pour une phosphoprotéine
impliquée a la fois dans le contrble du cycle cellulaire, la stabilité du génome et I'induction de
I’ apoptose (Sanson et Taillibert, 2004).

Dans les glioblastomes, |a voie de transduction du signal dépendante de p53 est altérée par
des mutations de ce méme gene. Dans 90% des cas, ces mutations sont de type faux sens et
correspondent souvent a la transition des G/C en A/T (Ohgaki et Kleihues, 2005; Gross €t al.,
2005). Ces mutations inactiveraient la fonction régulatrice négative de la prolifération cellulaire
(Soussi, 2000).

5]



CHAPITRE I REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

Lavoie de p53 peut également étre atérée suite a une atteinte d’ autres genes qui codent pour
des protéines impliquées dans le contrdle des niveaux cellulaires de la p53. Entre autre, la protéine
pl4/ARF (Alternative Reading Frame), qui contrdle I’ activité MDM2 (Mouse Double Minute 2)
qui joue un réle d’ ubiquitine ligase pour la p53. La perte des deux copies du gene codant p14/ARF
ou I’amplification/surexpression de MDM2 conduit rapidement a une déplétion en protéine p53
(Callins, 2004).

e Altération delavoierétinoblastome (Rb)

La protéine du rétinoblastome est considérée comme la gardienne du point de restriction.
Cette protéine, sous sa forme active déphosphorylée, est liée aux facteurs E2F, empéchant ainsi
leur transcription durant la phase Gi, elle possede donc une action antiproliférative. Lorsque la
cellule atteint le point de restriction, pRb devient hyperphosphorylée et donc inactive sous I’ action
des complexes cyclines D/CDK4 (cyclin-dependent kinases 4). La liaison entre pRb et le domaine
transactivateur des facteurs E2F se trouve rompue, autorisant ainsi la progression du cycle
cellulaire (figure 3) (Martinez et al., 2003).

Dans la mgjorité des glioblastomes, il existe des anomalies qui peuvent toucher I'un des
constituants impliqués dans la voie du Rb, telle que la protéine pl16 un inhibiteur du complexe
cycline D/CDK, ou de pRb elleeméme. Si pRb est inactivée, la transcription des facteurs E2F est

activée et lacellule entre en division (Ueki et al., 2002).

[6]
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Figure 3 : le rOle de la protéine Rb dans le contréle du cycle cellulaire (Martinez et al.,

2003). Rb non phosphorylée régule négativement la progression de la phase S du cycle cellulaire en se liant &
I’E2F. Ce complexe empéche I'activation de la transcription. A la fin de G1, Rb est phosphorylée par le
complexe cycline D/CDK4 et ne peut plus séquestrer le facteur de transcription, ainsi ce dernier selie alors a ses

genes cibles et permet la progression du cycle cellulaire.

e Mutationsdu geneisocitrate déshydrogénase (IDH1 et IDH2)

Les genes isocitrate déshydrogénase code pour des enzymes impliquées dans le cycle de
Krebs. Cette enzyme est localisée dans le cytoplasme et dans le peroxysome ou €lle représente une
source de NADPH (Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate Hydrogen) qui est un cofacteur
impliqué dans la protection cellulaire contre les dommages liés au stress oxydatif (Cohen et al.,
2013; Kang et al., 2009).

L es mutations touchants ces deux genes consistent dans la majorité des cas d’ une substitution
de I’arginine par une histidine et ont pour conséguence une diminution de I’ affinité de I’ enzyme
vis-avis de son substrat et I’inhibition de son activité (Balss et al., 2008). Ces mutations ont
d’ abord été décrites comme étant spécifiques des gliomes avant d’ avoir été mise en évidence dans

des leucémies myéloides chroniques (M ar cucci et al., 2010).

e Inactivation du ggne MGMT (MethylGuanine M ethyl Transfer ase)
Le géne MGMT code pour une protéine O6-méthylguanine-DNA meéthyltransférase. Cette
enzyme est une protéine clé dans la réparation des Iésions causées au niveau de I'ADN, par les
agents alkylants (Esteller, 2000; Esteller et al., 2004). La méthylation au sein du promoteur du

[7]
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gene MGMT induit une inhibition de la transcription. Cette modification épigénétique sobserve
dans 40 & 57% des cas de glioblastomes (Bleeker et al., 2012; Hegi et al., 2005).

e ROledel’EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor)

L’EGFR est un récepteur appartenant a la famille des récepteurs a activité tyrosine kinase
codé par un proto-oncogene. Le géene altéré provoque I’ amplification de la production du récepteur
du facteur de croissance, et est responsable de la croissance tumorale via la perturbation de voies
de signalisation. Dans les gliomes la plupart des anomalies aboutissent alaformation d'un transcrit
mutant appelé EGFRVIII, cette forme mutante s observe dans des gliomes de haut grade et surtout
dans 20 a 50% des glioblastomes ( Jigisha et al., 2014; M azzoleni et al.,2010).

D’autres atération récurrentes sont aussi observées toutefois les genes impliqués son mal
connue. A titre d exemple, la perte du chromosome 10q est particulierement fréquente dans les
glioblastomes; aors que la déléion conjointe des chromosomes 1p et 19q caractérise les
oligodendrogliomes (Ueki et al., 2002).

I1.5.Facteursderisque

Il existe plusieurs facteurs qui peuvent étre impliqué dans I’ apparition des tumeurs cérébrales
parmi eux on peut citer:

I1.5.1.Facteurs Génétiques

Certaines caractéristiques génétiques communes sont retrouvées dans les tumeurs du systéme
nerveux central. Il peut s agir soit de la surexpression d’un oncogéne, soit de la perte d’ une zone
spécifigue d’'un chromosome (la perte totale ou partiele du chromosome 17 dans les
meédulloblastome) dont le résultat est I’inactivation de géenes suppresseurs de tumeurs L’ étude de
Claus et ces collaborateurs ont démontrés une sur-expression d’'un proto-oncogéne Myc dans le
cancer du sein et les méningiomes. Lorsque le proto-oncogéne Myc subit des mutations ou est sur-

expressime, stimule la prolifération des cellules et agit comme un oncogene (Claus et al, 2008).

I1.5.2.Facteur s environnementaux
Ces facteurs regroupent les radiations ionisantes (les rayons X, les rayons y ou encore des
substances radioactives), qui sont les seuls facteurs de risque indiscutables pour |’ apparition de
tumeurs cérébrales. (Doll et Wakeford 1997 ; Sadetzki et al., 2005). Des doses plus importantes

de ces radiations données pendant des séances de radiothérapie, ayant pour but de détruire ou de
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réduire une tumeur préal ablement diagnostiquée, peuvent induire le développement une tumeur sur
le site de traitement (Cullen et al., 2002).

De nombreux facteurs chimiques peuvent également conduire au dével oppement de tumeurs.
Parmi eux les pesticides qui ont des effets carcinogenes. Certains agents de chimiothérapie peuvent
aussi avoir aussi un effet carcinogene s'ils sont utilisés sur une longue période (Morris et Dobson,
2001; Navas-Acién et al., 2002).

Des facteurs biologiques peuvent aussi étre mis en cause dans le dével oppement de tumeurs.
Il peut s agir de virus, comme par exemple Simian Virus (SV40), virus dEpstein-Barr (EBV). Ces
virus peuvent affecter directement I’ADN cdlulaire via des oncogénes viraux, ou augmenter le
rythme des divisions cellulaires (Cullen et al., 2002).

I1. Caractéristiques et physiopathologie des hor mones

Les hormones sont des substances sécrétées par des glandes endocrines et elles sont de nature
chimique (lipide/protéine). Ces substances ont une fonction de messager chimique permettant la
communication d’ un organe vers un autre en passant par la circulation sanguine. Elles sont liéesle
plus souvent a une proténe de transport. Elles se fixent ensuite sur des récepteurs portés par les
organes cibles. Ces récepteurs sont des senseurs précis du milieu extérieur, ils transmettent les
messages extracellulaires a I’intérieur de la cellule. Ce mécanisme de communication permet de
nombreuses régulations physiologiques, entre autres le développement et |a croissance cellulaire

mais aussi la maturation du systeme nerveux (Kroeze et al., 2003).

I1.1.Les hormones stéroidiennes

Les hormones stéroides sont des molécules de nature lipidique dérivant du cholestérol
(Gottlieb et Beitel, 2004). Ces hormones sont synthétisees dans les cellules glandulaires des
surrénales pour les gluco et minéralo-corticostéroides, et dans celles des gonades et du placenta
dont les dérivés sont impliqués dans I’ activité sexuelle. Ces derniers sont synthétises également au
niveau du cerveau en présence de cholestérol indépendamment des glandes endocrines. Elles
présentent un caractére lipophile ce qui explique le passage facile de la barriére hémato-
encéephalique au niveau cérébrale (Robe and Baulieu, 1990).

Les hormones stéroides regroupent divers types représentés dans le Tableau |. Ces hormones
ont un mode d'action cellulaire identique. Une fois libérées dans la circulation sanguine, elles
peuvent traverser |la membrane plasmique des cellules cibles par diffusion passive et se liées aleurs
récepteurs specifiques intra-cellulaires, au niveau du cytoplasme ou du noyau (Brosens et al.,

2004). Le complexe hormone-récepteur se dissocie et migre vers le noyau ou il sefixeal’ ADN sur
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un des éléments de réponse aux stéroides. Ce complexe agit alors comme modulateur de la
transcription des genes, modifiant ainsi lafonction cellulaire (Garrett et Grisham, 2000).

Les hormones stéroides sont susceptibles d'influencés le développement du cancer. En effet,
I’ évolution des cancers du sein et prostate est affecté par ces hormones. Une éude réalisée sur une
population atteinte du cancer du sein conclue qu’un taux d’hormone stéroides élevé expose a un
risque de cancer ((Kahal, 2012). Ceci s explique par le fait que ces hormones, notamment la
progestérone et I’androgene (testostérone convertie en DHT) vont activer les récepteurs dont |’un
des roles est la régulation de genes impliqués dans la prolifération cellulaire. Ainsi, s leur
concentration est augmentée, la prolifération cellulaire le serait d' autant plus élevée, entrainant un
accroissement du risgue de développer un cancer.
Tableau |: Hormones stéroides et leurs intermédiaires métaboliques (Fahy et al., 2005)

Minéralocorticoides prégnénolone - 11-désoxycortisol - corticostérone - aldostérone

Corticostéroides prégnénolone - 17-hydroxyprégnénolone -
(Ca1 prégnane) Glucocorticoides  17-hydroxyprogestérone - cortisol
cortisol - cortisone

déhydroépiandrostérone (DHEA) -

. Androgénes androsténedione/5-androsténediol - testostérone -
Stéroides
(C43 androstane) androstanolone (DHT)
sulfate de DHEA - épitestostérone
Stéroides sexuels .
(Estrogénes

(Cyg cestrane)

estétrol - estrone - estradiol - estriol

Progestagénes )
Progestérone
(C2¢ pregnane)

I1.2. Récepteur s des hormones stéroidiennes et cancer

Des études ont confirmeé |’expression de récepteurs des hormones stéroides ((Estrogene,
Progestérone, Androgene) au niveau des tumeurs cérébrales, notamment les méningiomes. Ces
récepteurs pourraient avoir un réle et une utilité dans I’éude d apparition de ces tumeurs.
(Rochefort et al., 2008).

I1.2.1.Récepteur s aux androgenes
Le récepteur aux androgenes (RA) est un bon exemple pour illustrer le pouvoir oncogene de
certains récepteurs stéroides. En présence de leurs ligands (la testostérone et surtout la
dihydrotestostérone (DHT)). le RA stimule les genes de prolifération cellulaire (figure 4) (Lacave
et al., 2004). Ce récepteur active est capable de moduler I’ expression de facteurs de transcription.

Ainsi, larégulation transcriptionnelle de ces derniers par le RA est responsable de la stimulation de
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la transcription de différentes métall oprotéases impliquées dans I’invasion des cellules cancéreuses

prostatiques (Cai et al., 2007).

Figure 4 : Principales étapes du mécanisme d’ action du récepteur des androgenes (L umbroso

et al., 2006). La liaison des androgénes au RA active le récepteur et régule la synthése de nouvelles protéines
suite a l'activation de la transcription de genes contenant des ARE (Elément de Réponse a I’ Androgéne) dans leur
voisinage. En I’absence de ligand le RA est cytoplasmique, complexé avec des protéines chaperons, comme les

HSP90 et 70 qui |e maintiennent dans une conformation stable, inactive et de haute affinité pour le ligand.

Le RA, qui est une phosphoprotéine, présente plusieurs sites de phosphorylation parmi eux la
sérine en position 94 qui se phosphoryle par les voies de signalisation des kinases comme
PI3K/Akt, (Phosphoinositol-3-kinase/ Acutely transforming retrovirus.), RasMAPK ou ERK
(Mitogen-Activated Protein Kinase). La capacité des cascades de signalisation a influencer la
fonction du RA doit jouer un réle significatif dans le développement et la progression du cancer.
Une augmentation de I'activité des signaux de transduction a été associée a |’acquisition de

I" androgéno-indépendance (L orenzo et al, 2003) (figure 5).
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Figure 5. Représentation schématique des effets non génomiques des androgenes (Michels et

Hoppe, 2008). Les androgénes sont capables d'activer rapidement diverses cascades de signalisation (A) en formant
avec le RA un complexe avec Src au niveau du cytoplasme, en se liant (B) a un hypothétique récepteur membranaire
couplé aux protéines G ou (C) au récepteur a la SHBG (Sex Hormone Binding Globuling). (D) Ils peuvent aussi

moduler I'activité de canaux ioniques comme le GABAAR (Gamma-AminoButyric Acid type A Receptor).

L’augmentation de |'expression des récepteurs RA en situation pathologique favorise une
captation maximal e des androgenes, méme si la concentration circulante de ces derniers est réduite.
Les RA peuvent également étre désensibilisés suite & des mutations aux niveaux de leurs genes.
Ceci attribue a ces récepteurs une capacité a lier d’autres ligands non androgéniques qui peuvent
I’activer Des récepteurs aux androgénes ont également été retrouvés dans un grand nombre de

meéningiomes (69% de tumeurs chez I’ homme et 31% chez lafemme) (L acave et al., 2004).

I1.2.2.Récepteurs ala progestérone (RP)

La progestérone est une hormone stéroide importante pour le fonctionnement de I’ organisme.
En effet, cette hormone régule plusieurs proténes du cycle cellulaire impliquées dans la transition
G1/S, ceci induit une accumulation du complexe de Cdk4/Cyclin D1, et une hyper-phosphorylation
de Rb. Don ce mécanisme favorise la progression de cancer (Sherman et al., 2008).

Le récepteur de la progestérone(RP) est une protéine de la superfamille des récepteurs
nucléaires .Ces molécules sont des facteurs de transcription dont I’activité transcriptionnelle
dépend le plus souvent de leurs liaisons aun ligand (Conneely et al., 2003).

Plusieurs travaux ont démontrés la présence élevée des RP au niveau des tumeurs cérébrales
principalement les méningiomes. Toutefois le mécanisme impliqué dans le cycle cellulaire n'a
cependant jamais été illustré dans ces tumeurs (M aros et al, 2008).

I1.3. Les hormones hypophysaires
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Les hormones hypophysaires sont secrétées sous I’ effet de I’ axe hypothal amo-hypophysaire,
une composante du systeme nerveux central intervenant dans la régulation des grandes fonctions
physiologiques. 1l est composé de deux glandes intra-cérébrales, I'hypothalamus et I'hypophyse, la
premiere commande I'hypophyse par |'intermédiaire de neurohormones, la seconde commande les
organes internes de maniére indirecte par le systéme endocrinien et ses hormones périphériques.

Diverses hormones sont produites au niveau des deux régions de | hypophyse
(adénohypophyse et neurohypophyse) (figure 6) (Girard et al., 2005). La neurohypophyse sécréte
deux principaux polypeptides. |I’ocytocine et |a vasopressine. L’ ocytocine est responsable de la
contraction des muscles lisses, notamment au niveau des glandes mammaires et de I’ utérus. La
vasopressine (ou hormone antidiurétique ou ADH) a pour effet principal la rétention de I’ eau par
les reins et secondairement I’augmentation de la pression sanguine par contraction des cellules
musculaires lisses des vaisseaux sanguins (Marcilhac, 2013). L’ adénohypophyse produit un
ensemble d hormone: hormone de croissance (ou GH), la prolactine, I’hormone stimulant la
thyroide (Thyroid-Stimulating Hormon ou TSH), I’hormone stimulant les follicules (Follicle-
Stimulating Hormon ou FSH), I"hormone lutéinisante (Luteinizing Hormon ou LH) et les dérivés
de la proopioméanocortine. LaGH, I’ACTH (AdrenoCorticoTropic Hormone) et |a prolactine sont
des protéines a simple chaine protéique, alors que la FSH, laLH et la TSH sont des glycoprotéines
(Sissoko, 2002).

L’ hypothalamus contréle la sécrétion des hormones gonadotropes hypophysaire (LH et FSH)
par I'intermédiaire d'un facteur unique de régulation qui secréte une neuro-hormone, la GnRH
(Gonadotrophin Releasing Hormone). Ces hormones agissent via un récepteur a sept domaines
transmembranaires contrélant la croissance des gonades, leurs différenciations et 1a production de
Stéroides (Ouezzani, 2013).
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Figure 6 : les hormones hypophysaires (Rumeur, 2012). Le post-hypophyse sécréte deux
principaux polypeptides: I'ocytocine (OT) et la vasopressine (ADH). L’antérohypophyse produit un
ensemble d’hormone: hormone de croissance (GH), la prolactine, I"hormone stimulant la thyroide

(TSH), I"hormone stimulant les follicules (FSH), I" hormone Iutéinisante (LH).

Le récepteur d’hormone folliculo-stimulante (R-FSH) est sélectivement exprimé par les
cellules somatiques (Sertoli chez le méle et les cellules de la granulosa chez |a femelle). 1l active
plusieurs voies de signalisation suite a une réponse a |I’hormone, principalement la voie de
I’AMPCc/PKA (protéine kinase AMPc dépendante). L’ activation de I’ adénylate cyclase par la FSH
augmente la concentration intracellulaire en AMPc qui stimule & son tour la PKA. Cette derniére
est responsable de la phosphorylation de nombreux facteurs de transcription dont ceux de lafamille
CREB/CREM qui stimulent la transcription de nombreux géenes (figure 7) (L écureuil et al., 2007).

Les adénomes hypophysaires représentent 10% des tumeurs cérébrales. Elles sont des
tumeurs bénignes développées aux dépens de I’ hypophyse en fonction de leur taille et de leur
caractére fonctionnel (sécrétant) ou non, peuvent étre responsables d apparition d’ un syndrome
tumoral hypophysaire ou des syndromes d hypersécrétion hormonale ou bien un syndrome
d’insuffisance antéhypophysaire, portant généralement sur toutes les hormones hypophysaires
(Brassier et Poirier, 2007; Castinetti et al., 2008).
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Figure 7: Voie dépendante de I’ AMPc et la PKA déclenché par FSH (Murray, 2008).

[I1. Méthodes analytiques
I11.1.Dosage colorimétrique des protéines

Des méthodes colorimétriques sont souvent employées pour déterminer la concentration de
protéines totales, dans un mélange complexe par spectrophotométrie d’ absorption. Ces méthodes
sont basées sur une réaction d agents chromophores avec les liens peptidiques ou avec certains
acides aminés des protéines. Cette réaction donne lieu a une coloration (dans le visible) dont
I'intensité ou |” absorbance est directement proportionnelle a la concentration de la protéine. Les
méthodes colorimétriques les plus utilisées pour quantifier les protéines sont celles du biuret, de
Lowry et Bradford (Perrin, 2011).

e Meéthodedu Biuret

Cette méthode a été développée par Gornall et collaborateurs en 1949 qui ont appliqué la
réaction du biuret pour obtenir une méthode quantitative de dosage des protéines. Ce dosage est
basé sur la formation, en milieu alcalin, d un complexe de coloration violet-pourpre entre des ions
cuivriques et les liaisons peptidique des protéines. Le complexe de coordination résultant, présente
un maximum d’ absorption a 540-550 nm (T hibault et Tremblay, 2002).

Cette méthode est relativement rapide mais €elle est peu sensible (1-6 mg/ml). Elle n’est pas
rigoureusement spécifique des protéines, divers substances peuvent interférer sur le dosage et

donné une réaction colorée. Les risques de réduction des ions cuivrique par les sucres réducteurs
(15]
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contenue dans I’échantillon a doser, en milieu acain, limite I'utilisation de cette méthode
(Gavrilovie et al., 1996).

e MéthodedelLowry
Cette méthode a été développée par Lowry et collaborateurs en 1951 qui ont combiné la
réaction du biuret et la réaction de Folin-Ciocalteu. Cette derniére réagit avec les tyrosines et les
tryptophanes pour donner une coloration qui S aoute a celle du biuret avec une absorption
maximum aux environs de 750 nm. Cette technique est tres sensible peut détecter jusqu’a 5 a 10
pg/ml de protéine, mais de nombreuse substance peuvent interférer durant le dosage tel que: le

saccharose, letris, le glycérol, et de nombreux détergents (Bradley et al., 2007).

e Méthode de Bradford
C’est une technique mise au point par Bradford et collaborateurs en 1976. Elle utilise un
colorant, le Blue de Coomassie G-250 (annexe 2) gouté a la solution de protéine dans des
conditions de pH acide. Le G-250 se lie a la protéine au niveau de l'arginine, le tryptophane, la
tyrosine, I’ histidine et la phénylaanine par des interactions non-covalentes. En solution, il possede
une forme cationique rouge qui absorbe a 470nm. Une fois lié aux protéines, il devient anionique
d’ une couleur bleue et absorbe a 595nm (Bradley et al., 2007).
Cette méthode trés sensible (2-5 g de protéines) est tres rapide. Elle est aussi assez résistante
a la plupart des interférents qui nuisent a la plupart des autres méthodes. Seuls les détergents,
comme le Triton, le dodecylsulfate de sodium (SDS), et des bases fortes interférent avec cette
méthode (T saffrir et Selinger, 1996).
Pour doser les protéines par la méthode de Bradford trois types de solution sont nécessaires
dont le détail sera cité dansla partie pratique :
v une solution de concentration connue d'une protéine référence ou standard par rapport ala
protéine adoser (BSA).
v une solution de la protéine a doser dont on veut déterminer la concentration
v une solution de réactif de Bradford qui développe une coloration en réagissant avec des

acides aminés specifiques de ces protéines.
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[11.2- Dosages des hor mones
[11.2.1- Dosages immunologiques

[11.2.1.2-Principe général

Les techniques de dosage immunologique permettent de mesurer la quantité des substances
biologiques telles que les hormones, au niveau du liquide biologique principalement le sang. Ces
méthodes de dosage peuvent étre classées selon différentes catégories. On distingue les
méthodologies permettant le suivi d'une réaction réalisée a une interface solide liquide de celles
impliquant une réaction en milieu homogene liquide. On connait également les dosages employant
un seul anticorps, ou deux anticorps reconnaissant des épitopes différents (dosage sandwich). Les
méthodes de dosage peuvent également étre classées en fonction du type de marqueur ou de la
méthode de détection employée (Assie et al., 2004)

[11.2.1.2-Dosage en phase homogene et hétér ogene.

Classiquement, on distingue deux types de dosages suivant I'intervention éventuelle d une
étape de séparation des complexes immunologiques. Les dosages en phase homogéne sont réalisés
dans un seul et méme milieu. Ils sont utilisés lorsque la formation du complexe Ag/Ac modifie le
signal porté par le traceur. La formation de ce complexe peut alors étre suivie directement en
mesurant le signa global de la solution. Ainsi, la mesure est effectuée sur I’ensemble des
constituants de I’ équilibre immunologique, sans qu’il soit nécessaire d’ effectuer une séparation
préalable.

A I'inverse, les dosages en phase hétérogene font intervenir, aprés réaction immunologique,
une étape de séparation du traceur non complexé de celui engagé dans les complexes Ag/Ac. Cette

phase regroupe deux types de dosages, competitif et non compétitif. (Charlier et Plomteux, 1996).

e Dosage compétitif et immunométrique

Les dosages par compétition sont basés sur une compeétition entre un antigéne marqué (Ag*)
et un antigéne non marqué (I’hormone) pour la fixation sur les sites de liaison de |’ anticorps
(paratope) dont sa quantité est limitée. La concentration en antigéne non marqué est soit connue
pour éablir la courbe d' étalonnage, soit inconnue dans les échantillons. Plus la concentration en
Ag est importante, plus la liaison du traceur est déplacée: le signal obtenu est donc généralement
inversement corrélé ala concentration en Ag (Benoist et al, 2008).

Dans le cas des dosages immunomeétriques, le traceur correspond a un anticorps marqué. Le

principe consiste a prendre |’ antigene a doser en sandwich entre deux anticorps, qui sont utilisés en
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exces par rapport al’ antigene. Généralement, le signal augmente avec la concentration en antigene
a doser. L’intérét majeur de ce dosage réside dans I’emploi de réactifs en exces, favorisant la
formation de complexes et aboutissant a une meilleure sensibilité (10 a 1000 fois) que les dosages
par compétition (figure 8) (Herbomez et Sapin, 2007).

En revanche, cette méthode implique le plus souvent la fixation simultanée de deux
molécules d’ anticorps sur |’ analyte, elle est moins aisément applicable au dosage des molécules de
faible masse molaire. 1l faut en effet pour cette méthode disposer de deux anticorps reconnaissant

deux épitopes différents sur | antigene (ou anticorps complémentaires) (Creminon et al., 1995).

Figure 8 : Schéma sur les dosages immunomeétrique et compétitif (Herbomez et Sapin, 2007).

Dans le dosage immunométrique, I’ analyte est pris en sandwich entre deux anticorps. Alors que le dosage compétitif,

I’analyte et e traceur rentrent en compétition pour lafixation sur les sites de liaison de |I" anticorps.

[1.2.1.3. Méthodes de détection
La plupart des dosages immunologiques emploient des molécules marquées permettant la

révéation du complexe immun formé. Ce signal est porté par un marqueur lié (de fagon covaente
(18]
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ou non) a I’anticorps ou I'antigéne. De nombreux marqueurs peuvent étre employés. Il s agit le
plus souvent d'enzymes (avec formation d’un produit coloré ou luminescent), de margueurs

fluorescents, luminescents ou radioactifs (Pelizzola et al., 1995).

e Lesdosagesradio-immunologiques

Les premiers dosages développés utilisaient des traceurs radioactifs, utilisant notamment le
Tritium (3H) et I’ lode 125 (125I), ce dernier étant le marqueur le plus utilisé en raison de sa forte
activité spécifique. Les dosages RIA (RadiolmmunoAssay) sont en général tres sensibles, et
permettent une mesure directe du signal. De plus, le marquage radioactif au 3H entraine trés peu de
modification de la molécule, préservant ainsi son immuno-réactivité. Cependant, pour des raisons
de sécurité, ils nécessitent des précautions importantes de manipulation, et sont rarement
entierement automatisés. La gestion des déchets radioactifs implique un colt important, et il est
nécessaire de renouveler fréquemment les traceurs en raison de leur radioactivité décroissante
(Herbomez et Sapin, 2007).

e Lesdosagesimmuno-enzymatiques

De nombreuses méhodes de dosage immuno-enzymatique (EIA, pour Enzyme
ImmunoAssay) se sont développeées. La détermination de la concentration d'antigéne marqué se fait
en utilisant un substrat, qui conduira aprés réaction avec I'enzyme a la formation d'un produit
portant le signal (généralement coloré, fluorescent ou chimiluminescent). Ces dosages permettent
d atteindre de tres bonnes sensibilités (jusqu aux atto-moles, et méme zepto-moles d’anayte)
notamment gréace au phénomene d’ amplification du signal inhérent au turnover de I’ enzyme (Pépin
et al., 1997). Les enzymes les plus utilisées sont la peroxydase de raifort, la phosphatase acaline.
En général, ces enzymes sont utilisés avec le type hétérogéne avec une mesure indirecte du signal.
Apres éimination du traceur non engagé dans les complexes immunologiques par une étape de
separation, le substrat est gjouté, aprés réaction enzymatique, le produit formé est quantifié
(Herbomez et Sapin, 2007).

e Dosagesimmunologiques par fluorescence
Ces méthodes ont été tres dével oppées ces derniéres années en raison de leur haute sensibilité
et de leur rapidité. Elles permettent en effet une mesure direct, évitant toute étape de révélation
(Harmaet al., 2000).
Il existe principalement 4 types de dosages immunologiques par fluorescence (en plague de

microtitration): les dosages basés sur I’ utilisation d’ une enzyme, ceux reposant sur une mesure de
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I"anisotropie de fluorescence, les dosages en temps résolu et les dosages par FRET (Fluorescence
Resonance Energy Transfer) (Schultz et al., 2003).
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MATERIEL ET METHODES

|- Matériel

|.1- Appareillages, réactifs chimiques et produits

L’ ensemble des appareillages et les réactifs chimiques ainsi que les produits utilisés durant ce

présent travail sont cités dans|’annexe 1.

|.2- Matériel biologique

Nous avant collecté 13 échantillons sanguins dont 5 échantillons appartient aux patients atteints des

tumeurs cérébrales et 8 échantillons pour les patients non tumoraux au niveau du CHU de Khdlil

Amran (tableau I1). Ces derniers sont soumis a une centrifugation pendant 10 min a une vitesse de

1500 rotation/min a4°C. Le surnagent de chague échantillon est récupéré puis conserve a 4°C.

Tableau Il : Larépartition des patients selon &ge et |le sexe et leurs caractéristiques.

N° Echantillons Age (ans) Sexe caractéristique
197 56 F M éningiome
201 52 H L eucémie (tumeur possible)
210 34 H Tumeur intracranienne
214 53 H Hémorragie méninge
217 22 F Hydrocéphalie
223 04 F Hydrocéphalie
248 04 H Hydrocéphalie
250 46 F Tumeur hypophysaire
271 53 H M éningiome
273 30 H Traumatisme craniens
309 69 F Mal formation
315 66 H Hématome sudorale
329 21 H Tumeur intracranienne
330 23 F Témoin sain
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[1- Méthodes

I1.1- Dosage des protéines
[1.1.1- Préparation des solutions
» Lasolution BSA : préparation de 5ml de la solution BSA a une concentration de 1mg/ml.
» Lasolution du réactif de Bradford : cette solution est préparée selon les instructions de
fabrication citée dans le tableau |, 1a solution obtenue est mise sous agitation magnétique

pendant 30 min, puisfiltré par papier walttmen et conservé a4C° (Bradford, 1976).

Tableau |11 : lacomposition du réactif de Bradford
Lesréactifs Laquantité
Bleu de coomassie G250 75mg
Ethanol (99.5 %) 37,5ml
Acide phosphorique (85 %) 37ml
L’ eau distillée 637,5ml
Volumetotae 500ml

11.1.2- Méthode de Bradford
[1.1.2.1- Courbed’ é&alonnage
A partir de la solution mére de BSA (1mg/ml), on a préparé cing tubes contenant cette solution a
différentes concentrations (représentée dans le tableau I1) dans e but d’ obtenir une gamme d’ étalon.
La mesure d’ absorbance a été réalisée a I’aide d’ un spectrophotométre a une longueur d’onde de
595nm, apres addition du réactif du Bradford aux solutions de BSA précédemment préparées, puis
incuber pendant 20min al’ obscurité.
Tableau | V: Gamme d’ étalonnage pour |e dosage des protéines par la méthode de Bradford.

BSA (mg/ml) 02 |04 |06 |08 |1
BSA (1) 20 |40 |60 |80 |100
Eau distillée (1) 80 |60 |40 |20 |O

Pour le dosage des protéines une dilution 1/50 (20 pl du plasma avec 980ul d’ eau distillé pour un
volume totale de 1000 pl) a éé réalisée pour chague échantillon, a partir de cette nouvelle
concentration un volume de 50 pl de chague échantillon est gjouté a 1450 pl de réactif de Bradford.
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On laisse le mélange incuber pendant 20 min & obscurité puis on mesure les absorbances ala méme

longueur d’ onde déja utilisé.

I1.2-Dosage des hor mones

Le dosage des différentes hormones FSH, LH et la progestérone a été effectués au niveau de
laboratoire d’ analyse médical du Dr LALAOUI K. Ces dosage ont éé réalisées par une méthode
d immunologie de type compétition en phase hétérogene, révélé par ééctrochimiluminescence,
réalisé sur I’ automate Elecsys 2010.

Elecscys 2010 est un automate d’ immunol ogie multiparamétres, possede plusieurs compartiments
principalement :

» Une partie échantillons : Constituée de carrossel qui est divisé en deux parties, des portoirs
pour les réactifs (accepte 15 packs de réactifs pour optimiser le dosage d’ un bilan complet).et
des portoirs pour les échantillons (30 positions pour les échantillons).

» Une unité de pipetage : Comprend I’aiguille d’échantillonnage qui permet de pipeter
I’ ensemble des composants requis pour les analyses (échantillon, fluide de dilution, réactifs)
sur les cuvettes réactionnelles.

» Une unité de lavage / déchets : Comprend un conteneur contient un liquide de lavage qui
sert a nettoyer I’ aiguille aprés chaque pipetage un autre conteneur contient de I’ eau distillée
permet de rincer le systéme avant le pipetage .le troisiéme conteneur recueille les eaux usées
(déchets).

[1.3.Analyse statistique
Des analyses statistiques ont été effectuées en utilisant un logiciel de statistique GraphePad
Prism pour la comparaison des différentes concentration des protéines totales selon les divers

paramétres le sexe, la pathologie et I’ &ge.
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I11-Résultats et discussions
e Reéaultat dela gamme étalon

Suite au résultat obtenu lors de la mesure des absorbances de la gamme étalon représenter

au niveau de |’ annexe 2, nous avons tracé la courbe d’ étalonnage représenté dans la figure 9.

Figure 9 : Résultats de la courbe d étalonnage. La mesure de A absorbance de la gamme étalon est

effectuée a 595 nm apres addition du réactif de Bradford aux solutions de la BSA et incubation pendant 20 min a
I’ obscurité.

[11.1.Teneursen proténestotales.

Apres la mesure des absorbances des différents échantillons, les concentrations ont été

déterminées en utilisant laformule suivante :

Concentration de protéine = A absorbance d’échantillon / A absorbance standard x la

concentration du standard. Elles sont représentées dans le tableau V.
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Tableau V : Résultat de dosage des protéines totales.

Concentration
N° Echantillons | Age (ans) Sexe A Absorbance | tale (mg/ml)
107 56 F 0,664 64,92
01 52 H 0,883 85,39
10 34 H 0,686 66,34
14 53 H 0,679 65,66
e 22 F 0,706 68,27
o 04 F 0,706 68,27
48 04 H 0,664 64,21
p— 26 F 0,718 69,43
p— 53 H 0,713 66,63
273 30 H 0,816 78,91
309 69 F 0,708 68,47
315 66 H 0,691 66,92
329 21 H 0,729 65,28
i 23 F 0,879 85
Blanc: 0.641

Les protéines jouent un role central dans la structure et la fonction des cellules. Le sérum
contient un mélange de protéines qui difféerent par leurs origines et leurs fonctions. La quantité
de protéine dans le compartiment vasculaire dépend de I'équilibre entre le taux de synthése et
de la vitesse du leurs catabolismes (Hamad et al, 2009). Les changements dans les
concentrations de proténes dans le sérum ont été associés a des processus pathologiques du
cancer et peuvent étre le signe de problémes de santé qui peuvent fournir des informations sur
le diagnostic importantes (Yilmaz et al., 2003).

Dans cette optique, le but de la présente étude était en premiére lieu de déterminer les taux
de protéines totales dans le plasma des patientes atteintes d'une tumeur cérébrale en les
comparants avec les non tumoraux. Ces résultats pourraient aidés a une détection préliminaire
des tumeurs cérébrales en observant les variations de concentrations en protéine plasmatique
chez les patients.

Les résultats obtenus ont montré qu’ aucune différence significative des concentrations des
protéines totale N’ est trouvée entre les patients tumoraux et non tumoraux. Alors que I’ é&ude
mené par Hamad et collaborateur en 2009 a révélé que il ya une augmentation des taux de
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protéines totales chez les patients atteints de tumeur cérébrale (Hamad et al, 2009). Ces
résultats peuvent étre expliqués par une perturbation de la perméabilité de la barriere hémato
encéphalique qui permet ainsi le passage des protéines du liquide céphalorachidien (LCR)
vers le sang. En effet, dans une éude paraléle il fut montre que les taux de protéines du LCR
de patients (> 40 ans) atteints de tumeur cérébrale étaient plus élevés que les témoins. Nos
résultats contradictoires s expliquent probablement un échantillonnage faible par rapport aux

études précédentes (n=12 et n=165 respectivement).

[11.1.1.Concentrations des protéines plasmatiques en fonction du sexe

Des mesures des protéines plasmatiques chez les patients tumoraux des deux sexes ont
montré qu’'il n'y a pas de différence notable entre les femmes et les hommes [66-69 mg/ml]
(figure 10). Ces résultats sont en accord avec |’ étude apporté par Hamad et collaborateurs en
2009 qui ont montré un motif similaire puisque les concentrations des protéines totales chez
les deux sexes atteints de tumeur cérébrale éaient identiques, dans cette méme étude il fut
montré que ces concentrations sont inchangées au niveau saivaire chez les deux sexes
(Hamad et al, 2009). Une étude paralléle montre que les taux de protéines dans le LCR chez

des patients tumoraux ne variée pas selon le sexe.

Figure 10 : Concentration protéque chez les patients atteints de tumeurs cérébrales selon le
Sexe. Le dosage des concentrations de protéines totales chez les patients tumoraux, Homme, n=3 et Femme,

n=2.
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[11.1.2. Concentrations des protéines plasmatiques en fonction dela pathologie

Une éude statistique établie entre les patients tumoraux (T) et les patients non tumoraux
(NT) chez les hommes a montré qu'il n'y a pas une différence significative entre les taux
plasmatiques de ces patients (p > 0.05) (figure 11A). En paralléle, aucune différence de taux
protéiques plasmatiques entre les T et NT chez les femmes n’a été observée (figure 11B).
Cependant, Ces résultats sont en contradiction, avec les résultats retrouvées avec I’ étude mené
par Hamad et collaborateurs ou ils ont monté la une augmentation significative des niveaux de
protéines totales dans le sérum et la salive de patients atteints de tumeurs cérébrales primaires
par rapport a celle de sujets témoins.

Augmentation des taux protéques dans I’ é&ude précédente peut étre expliquée sur la base
gue I'ensemble des patients atteints de cancer synthétise des protéines de diverses formes
telles que : la C-réactive, des enzymes et des immunoglobulines ainsi que d'autres protéines
(Hamad et al., 2009).

Figure 11 : concentration protéque chez les patients tumoraux et non tumoraux selon le sexe.
(A) I'analyse statistique part le test de Mann-Whittney a été réalisé en comparant entre les concentrations
protéiques dans le plasma des hommes T/NT (p>0.05). (B) une comparaison de concentration protéique dans le

plasma des femmes T/NT tumoraux.

[11.1.3.Concentrations des protéines plasmatiques en fonction del’age
» Lestranchesd’ age 20-40ans
D’ apres les résultats obtenus lors d’'une comparaison entre les T/NT et Sain (S) on a
remargué une |égere augmentation des concentrations protéiques dans le plasma du sujet sain

(S) par rapport aux T et NT. Cette étude ne peut étre confirmée que par une étude statistique,
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puisgue le nombre d échantillons des sujets sains dans notre étude est égal a un (figure 12,
graphe gauche).
> Lestranchesd’ age 40-60ans
Une étude statistique a été réalisée sur cette tranche d’ age pour comparer entre les patients
T/NT. Dont les résultats sont non significatif (p< 0.05)

Figure 12 : différentes concentration protéique en fonction des tranches d &ge (20-40 ans) et (40-60
ans) des patients T, NT et S.

Les résultats de dosage sont toutefois non concluant quant a leur efficacité dans le
diagnostic et pronostic des tumeurs cérébrales. De ce fait, dans |a continuité de ce travail nous
avons changé d approche en mesurant les taux plasmatiques d’hormones chez nos patients

atteints de tumeurs cérébrales afin de dégager une signature moléculaire specifique.
[11.2.Teneursen hormones

L’ influence des hormones stéroides sur les tumeurs cérébrales est reconnu cependant peu
d études ont mené a nos jours pour éucider le réle de ces hormone dans |’ apparition et la
progression de ces tumeurs (Louis et al., 2000). Le deuxiéme but de cette étude est de tenter
de monter S'il existe une corrélation entre les concentrations hormonales et les tumeurs
cérébrales. Pour ce faire, nous avons anaysés les taux plasmatiques d une hormone
stéroidienne et de deux hormones polypeptidiques, respectivement la progestérone (Pr) et les
hormones gonadotropiques FSH et LH chez des sujets tumoraux et non tumoraux et les

résultats sont présentés dans le tableau V1.
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RESULTATS ET DESCUSSIONS

Tableaux VI : lesrésultats de dosage hormonal

N .

Echantillon Sexe | Age(ans)| Pathologie FSH (mUl/l) | LH (mUl/l) | PR (ng/ml)
197 F 56 Méningiome 4,56 9,61 0,23
217 F 22 Hydrocéphalie 5,89 6,81 0,04

Tumeur
250 F 46 _ 73,64 41,73 <0,030
hypophysaire
271 H 53 Meéningiome 4,37 5,60 2,86
248 H 04 Hydrocéphalie 2,96 8,64 061
329 H 21 Tumeur ND 9,87 0,16
bénigne
273 H 30 Traumatisme 1.63 0,19 <0,030
craniens

ND : non déterminé

Les valeurs physiologiques des différentes hormones analysées sont représentées dans le

tableau V11 ci-dessous.

Tableau VII : Les valeurs physiologiques des hormones.

Hormone Valeur normale
s ) B
cH mu R
Pr (n g/ml) E: %?21_‘11,2’59
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[11.2.1. FSH/LH

D’ apreés les résultats de dosage hormonal les valeurs obtenues sont variables. Les taux de
FSH/LH sont dans les normes pour I’ensemble des patients. Toutefois, une augmentation
importante est notée chez le patient 250 avec un taux de FSH (73,64 mUl/l) et LH (41,73
muUI/l) supérieure aux normes physiologiques (7 fois et 1,3 fois, respectivement). A noter que
le patient 250 est un sujet de sexe féminin &gé de 46 ans, non ménopausée et souffrant de
troubles visuels.

La neuro-hormone GnRH secrétée par les neurones hypothalamiques agit sur la sécrétion
des gonadotrophines (FSH et LH) via |’ axe hypothalamo-hypohysaire. Cette action est liée a
la régulation de la sécrétion de la GnRH contrélée par les hormones stéroidiennes
principalement I’ cestradiol qui exerce un rétrocontréle positif. D’ un autre cété, la progestérone
exerce un rétrocontréle négatif sur cette méme sécrétion (Furelaud et al., 2002), Une
perturbation de |'axe hypothalamo-hypophysaire est observée chez les adénomes
hypophysaire. Ceci provoque généralement soit une hyper sécrétion des gonadotropines dans
le cas des adénomes fonctionnels (trés rare et représente seulement 2% des tumeurs
cérébrales) soit une hyposécrétion dans le cas des adénomes silencieux hypophysaires
(Oppenheim et al.,1990)..

Cette élévation peut étre probablement expliqué par le déroulement d' un processus de
tumorigénese au sein de I’ hypophyse di a des anomalies moléculaires intrinségues présentes
au niveau des cellules hypophysaires et supposées étre a l'origine du développement d'une
tumeur a ce niveau (Sahli et al., 2006). Les éudes de physiopathologie hypophysaires ont
également portés sur l'analyse du réle potentiel des facteurs extrinseques a la cdlule
hypophysaire (facteurs de croissance, cytokines et peptides hypothalamiques) qui
interviennent dans le contréle de la sécrétion des hormones hypophysaires (Oppenheim et
al.,1990). L'effet de ces facteurs (stimulants ou inhibiteurs) semble étre impliqué lors du
dével oppement des adénomes hypophysaires toutefois peu d’ études le confirme, et leurs rles
restent hypothétiques (Nielsen et al., 2006).

L’ adénome hypophysaire se développe le plus souvent entre 35 et 65 ans. D’ apres des
études conduites sur une population de 150 cas d’adénome gonadotrope les résultats des
valeurs comparables a notre résultat puisgu’ils ont constatés une hypersecrétion des hormones
gonadotropines (FSH et LH) dans le plasma qui varie entre 32,18-84,69 mUl/l (Ghayuri et
al., 2007). Chez les hommes un dosage de FSH est un marqueur qui peut étre utilisé pour le

diagnostic d'une tumeur cérébral principaement un adénome gonadotropique ( Kihara et
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al.,2006). Cette hormone est sécrétée en exces dans 93 a 100% des cas d adénome
gonadotrope masculin. Plusieurs éudes ont montrés que cette hypersécrétion était souvent
associée a un adénome hypophysaire (David et al., 2005).Les adénomes hypophysaires sont
souvent accompagnée avec des troubles visuelles (Kihara et al., 2006). Ces troubles peuvent
perturbés la sécrétion de méatonine, cet dernier qui est une neurohormone régule la
sécrétions hormonales ,caractérisé par des récepteurs qui sont couplés aux protéines G,
spécifiguement les protéines Gi, ces récepteurs dans le cas activé , sont responsables de
I'inhibition d’ adényl cyclase et ainsi conduit ala diminution de I'afflux cytosolique de calcium
induits par GnRH est ainsi peut régulé la sécrétion de FSH et LH (William et al.,1998). Dans
le cas d’adénome, les cellules hypophysaires ne répondent plus a I’ effet de mélatonine par
conséguent elles induisent une hypersécrétion de FSH et LH. D’autre part la progestérone
régule négativement la sécrétion de FSH et LH, un déreglement qui provoque une
hyposécrétion de progestérone peut induire une hypersécrétion de FSH et LH.

Les résultats obtenus peuvent ainsi étre expliqués en se fondant sur ces informations. En
effet le sujet 250 (46 ans) qui souffre d’une tumeur hypophysaire, présente des signes neuro-
ophtalmologiques, avec un taux élevé de FSH/LH et une diminution accru de progestérone
<0.030 ng/ml. Toutes ces informations indiquent I’importance de dosage hormonal (FSH/LH)
mais une augmentation de nombre d échantillon est indispensable pour confirmer nos
résultats de méme les hypothéses proposée.

[11.2.2. Progestérone

Les résultats de dosage de progestérone de I’ ensemble des patients est également dans les
normes physiologiques, exceptions faite du patient 271 un taux éevé de Pr (2,86 ng/ml) est
observée par rapport alanormale (0,2-1,4 ng/l). Ce méme patient présente des taux de FHS et
LH normaux.

La progestérone joue un role important dans la croissance, le développement des tissus
reproducteurs femelles, exerce également des effets neuroprotecteurs, stimule la
myélénisation des axones et favorise la viabilité des neurones (Stein, 2001; Nilson et
Brinton, 2002). Le fait que la progestérone soit synthétise localement dans le cerveau, qu’elle
est capable de passer la barriere hémato-encéphalique et étant donné son réle dans le
développement et la progression des tumeurs cérébrales (Schumacher et al., 2008) fait d elle
un candidat idéal comme margueur plasmatique pour le diagnostic et pronostic des tumeurs
cérébrales.
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Les effets de la progestérone en effet sont relayées par leurs récepteurs (RPr), et sont
impliguées dans régulation directe des genes des cedllules nerveuses (Viroj et al., 2006). Les
anomalies au niveau de ces récepteurs peuvent affecter la fonction normale des cellules
neuronale et ains participer dans le développement de processus tumoraux (William et al.,
1998).

Plusieurs études montrent une présence des récepteurs a la progestérone chez les patients
atteints de méningiome et montrons dans la plus part de leurs résultats une augmentation des
PR (Ghoumari et al, 2003; Wahab et Al-Azzawi, 2003; Milenkovic et al., 2004; Chargari
et al., 2008; Strik et al., 2008). De plus une analyse immunocytochimiquue sur les RPr chez
30 patient atteints de méningiome de tout &ge et de sexe différents, montre une forte présence
de ce récepteur chez les méningiomes masculins (Chargari et al., 2008).

Les résultats obtenus peuvent ainsi étre expliqués en se basant sur ces dernieres données.
En effet, le RPr est capable de s’ auto activer et induire une signalisation cellulaire qui aboutit
a |'activation du géne codant pour les enzymes impliquées dans la production de la
progestérone (Strik et al., 2008) .Cette derniére, a des taux relativement élevés inhibe la Bcl-
2 qui est une protéine impligué dans la mort cellulaire ce qui explique probablement le
développement du processus tumoral (Chargari et al., 2008). En effet le patient 271 souffre
d’un méningiome, ce qui rend les résultats d’ autant plus plausible quant a I’ utilisation de la
progestérone comme marqueur diagnostic et pronostic de e type tumoral.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIV'ES

Les tumeurs cérébrales sont des pathologies qui se caractérisent par une prolifération
anormale des cellules. La physiopathologie de ces tumeurs est encore parcellaire, et les
recherches dans le domaine du diagnostic et du pronostic ou des traitements de ces tumeurs
sont encore trop limitées. C'est pourquoi, il est nécessaire d’' élaborer de nouvelles stratégies
pour aboutir a une meilleure compréhension des mécanismes biochimiques impliqués dans les
tumeurs cérébrales, et notamment de développer de nouvelles formes de dépistage et de
diagnostic faisant e lien entre I’ éat du patient et son évolution clinique.

A cet effet, notre étude S est axée sur I'identification de marqueurs potentiels de tumeurs
cérébrales dans le sérum des patients et ceci en dosant |es hormones circulantes. Pour ce faire,
nous avons récupérés le sang sur un ensemble des patients atteints de tumeurs cérébrales et
d’autres souffrants de pathologies diverses voir totalement sain (témoins) au niveau de
I"hépital de Bejaia

Les résultats révélent que les différentes concentrations protéiques étaient dans les normes
pour les divers paramétres prisent en compte (sexe, age et pathologie). De plus, ces résultats
montrent qu’il n'y a pas de différence significative entre les concentrations protéques des
tumoraux et des témoins. En conclusion, ces résultats révelent que I’ utilisation d’ une méthode
colorimétrique pour I’évaluation des concentrations protéiques totales n’est pas specifique
pour évaluer |’ état pathol ogique des patients.

En vue de ces résultats, nous avons effectué des dosages hormonaux principalement pour
les hormones sexuelles telles que la FSH, LH et |a progestérone. Les résultats montrent une
augmentation majeure des taux plasmatiques des hormones FSH et LH chez le patient 250 de
sexe féminin agée de 46 ans et atteinte d’ un adénome hypophysaire, et une augmentation de la
teneur en progestérone observé chez le patient 271 de sexe masculin &gé de 53 ans souffre de
meéningiome. En conclusion, il ya une corrélation évidente entre les tumeurs cérébrales et les
changements de taux des hormones. Dans le cas de méningiome et adénome hypophysaire la
progestérone et FSH/LH sont les candidats les plus susceptibles pour le diagnostic de ces

tumeurs.

Toutefois une étude intéressante comme celle-ci doit étre en premier lieu réalisée sur plus
d effectifs, donc I’augmentation de nombre d' échantillons sera un avantage pour avancer et
affirmer ces résultats, on prenant en compte de plusieurs paramétres comme |’ age et |e sexe.
Ceci peut permettre d’ observé les variations hormonaux, Ains |’ utilisation d’autre liquide

biologique comme les urines et la salive en paraleles avec le plasma va potée plus
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d’information sachant que plusieurs études joignent I’importance de ces liquide biologique

dans |’ étude des variation hormonales (Siqueira et Dawes, 2011 ; Bigler et al., 2009).

En deuxiéme lieu le dosage hormonal doit ére accompagné avec une méthode plus
précise que |’ électrophorese sur gel polyacrylamide (SDS-PAGE). Cette derniere n'a pas
donné des informations satisfaisantes, donc en propose d’ utilisé une chromatographie liquide
haute pression (HPLC) qui permet I'identification et la séparation des composés chimiques
selon leurs polarités. Notons que les hormones stéroides et gonadotrophines caractérisé par
une polarité intermédiaire, cette méthode permet alors des résultats plus précise qui pourrait
apporter une meilleure conclusion sur les variations des hormones chez les patients atteins de
tumeurs cérébrales, ces futurs résultats peuvent mener a un meilleur diagnostic de ces

tumeurs.
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GLOSSAIRE

Astrocytomes pilocytiques: regroupent les astrocytomes de grade | majoritairement
non infiltrants, non évolutifs et indolents. Elles représentent 5-6% de |’ ensemble des
gliomes et sont des tumeurs du SNC les plus fréquentes de I’ enfant. Ces tumeurs se
dével oppent préférentiellement au niveau du parenchyme cérébelleux, du nerf optique,
de larégion diencéphalique.

Astrocytomes fibrillaires: appeler aussi astrocytomes diffus appartient au grade 11
représentent 10 a 15% des astrocytomes. Elles sont toujours infiltrants et évolutifs,
progressant systématiquement en astrocytomes de haut-grade et entrainant le plus
souvent le déces prématuré du patient. Ces tumeurs s observent le plus souvent chez
I’adulte jeune, 60% étant diagnostiquées entre 20 et 45 ans. Elles se localisent
préférentiellement au niveau du compartiment supratentoriel (lobes frontaux, pariétaux
et temporaux) mais peuvent s observer dans toutes les régions du SNC.

Glioblastomes multiformes : Appartient au grade 1V, elles se rencontrent le plus
souvent chez |'adulte et se localise préférentiellement au niveau des hémispheres
cérébraux. Son pic d'incidence varie de 45 a 75 ans Dix pourcents des GBM se
développent apartir d’ un astrocytome diffus de grade |1 qui se transforme. Ces tumeurs
se caractérisent toujours par une hyperplasie endothéliale de type pseudoglomérulaire
et la présence de foyers de nécrose.

Hématome sudorale : représente une hémorragie sous-durale, désigne |'épanchement
de sang dans |es espaces méningés. A |a suite d'un traumatisme cranien avec lésion des
petites veinules qui traversent l'espace sous-dural. L’hémorragie a lieu entre
I'arachnoide qui entoure le cerveau et le feuillet interne de la dure-mére qui est en
contact avec laboite crénienne

Hémorragie méninge : appelée aussi hémorragie sous-arachnoidienne, correspond a
I'irruption massive de sang dans les méninges, plus précisement dans les espaces sous
arachnoidiens (entre I'arachnoide et la pie-mére), le plus souvent apres une rupture
d'anévrisme. C'est un accident grave, parfois mortel, qui impose un transfert urgent en
neurochirurgie lorsgu'il est diagnostiqué a temps.

Hydrocéphalie : Correspond a une anomalie neurologique sévere, définie par
['augmentation du volume des espaces contenant le liquide céphalo-rachidien (LCR).
Cette dilatation peut étre due a une hypersecrétion de LCR, un défaut de résorption, ou

une obstruction mécanique des voies de circulation.



GLOSSAIRE

Leucémie: est une affection hématologique maligne caractérisée par une prolifération
anormale et excessive de précurseurs des globules blancs, bloqués a un stade de
différenciation, qui finit par envahir complétement la moelle osseuse puis le sang.

M éningiome Les méningiomes représentent environ 20% des tumeurs

intracraniennes, et sont considérés comme des tumeurs bénignes développée a partir
des cellules arachnoidiennes, de préférence au niveau ou tout prés des sinus veineux

de la dure-mere. Macroscopiquement, le méningiome est de siege extra cérébral,
refoulant le cerveau qu’il N’ envahit pas, et se présente sous laforme d’ une masse
arrondie.

M étalloprotéases : sont des enzymes protéol ytiques caractérisees par la présence d’un
ion Zn?* lié a3 résidus histidine, au niveau de leur site catalytique. Elles ont des roles
dans la modification de la matrice extracellulaire .

Oligodendrogliomes : c’est un type de gliome qui prend naissance dans les cellules
gliales appelées oligodendrocytes (cellules qui recouvrent et protégent les nerfs). Ils
représentent environ 3 % de toutes les tumeurs malignes (haut grade) du systeme
nerveux central Environ 80 % de ces tumeurs ont une anomalie chromosomique.
Oligoastrocytomes : sont des tumeurs hétérogenes sur le plan histologique et
moléculaire en raison de leur double composante astrocytaire et oligodendrogliale.

Une mutation des genes (IDH) et la co-dél étion des bras chromosomiques 1p et 19q
sont des margqueurs moléculaires de meilleur pronostic dans ce type de gliomes.
Transition épithélio-mésenchymateuse : un processus dynamique au cours duquel les
cellules perdent leurs caractéristiques épithéliales et développent des propriétés
meésenchymateuses, ce qui requiert des modifications architecturales et fonctionnelles
complexes.

Traumatisme craniens : ou traumatisme cranio-cérébral, couvre les traumatismes du
neurocrane (partie haute du créne contenant le cerveau) et du cerveau. Les séquelles
immeédiates et a distance des traumatismes cranio-cérébraux sont souvent la
consequence des | ésions engendrées sur le systeme nerveux central (cerveau et moelle

épiniere cervicae).



Résume

Les tumeurs cérébrales sont la deuxiéme cause de décés par cancer chez les enfants de moins
de 15 ans et lesjeunes adultes jusgu'al'age de 34 ans. Ces tumeurs sont auss la deuxiéme cause
de recrudescence des déces par cancer chez I'homme de plus de 65 ans aprés le cancer de la
prostate. Ces tumeurs ont des consequences dévastatrices et des signes cliniques et des
symptémes induits peuvent résulter de I'effet mécanique de la tumeur et / ou de stimulation
chimique/ signalisation induite par latumeur. Ainsi, Le but delaprésente étude était en premier
lieu de déterminer les taux de protéines totales dans le plasma de patientes atteintes d'une
tumeur cérébral ont les comparent avec les non tumoraux. En deuxieme lieu des dosages
hormonaux sont effectué pour comparer leurs concentrations entre les différents patients. Les
premier résultats obtenues montre qu’'il nN'y a pas de différence significative entre les
concentrations protéi ques des tumoraux et destémoins. Alors qu’ une augmentation de taux des
hormones FSH/LH chez patients atteins d’adénome hypophysaire a été noter ainsi qu’une
variation de taux de progestérone chez les patients atteins de méningiome a été observé.
Mots—clés: tumeur cérébrale - marqueur —dosage hor monal

Abstract

Brain tumors are the second |eading cause of cancer death in children under 15 and young adults
up to age 34 years. These tumors are al so the second leading cause of increase in cancer deaths
in men over 65 years after prostate cancer. These tumors have devastating consequences and
induced clinical signs and symptoms may result from the automatic effect of the tumor and / or
chemical stimulation / tumor-induced signaling Thus, the aim of this study was first necessary
to determine the total protein in the plasma of patients suffering from brain tumors have not
compare with the tumor. Second hormone assays are conducted to compare their concentrations
between patients. The first results obtained showed that there was no significant difference
between the protein concentrations of tumor and witnesses. While increased hormone levels
FSH / LH in patients reach of pituitary adenoma was noted as well as a progesterone level of
variation among patients reach meningioma was observed.

Key word: Brain tumor - markers — dosage hormone.
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