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I ntroduction

Le terme « cancer » est tres général et regroumediine centaine de maladies définies
par une prolifération anormale et incontrolée diules. Cette hyper-prolifération peut

toucher n’importe quelle partie du corps et pewdagser dans d’autres organes pour
former des métastases. Selon I'Organisation Moedial la Santé (OMS), le nombre de

nouveaux cas en 2012 est recensé a 14,1 millions.

Le géne TP53 situé sur le chromosome 17pl3, coulaunt la protéine suppresseur de
tumeur p53, est muté dans prés de 50% des caliteesfet, cette protéine est un facteur
de transcription qui joue un réle central dan%laonse a divers types de stress en régulant
I'arrét du cycle cellulaire, la sénescence, I'apspt ou encore la réparation de 'ADN
(Levine etal ., 2006).

A ce jour, plusieurs polymorphismes dans le locugydne p53 de type sauvage ont été
décrits. Le polymorphisme du codon 72 situé suguatrieme exon du gene, qui produit
des protéines variantes par une arginine (CCGaaqudline (CCC), a été rapporté comme

étant associée a I'apparition de plusieurs typesadeer.
Ce fut notre theme d’étude, dont les objectifs sont

» Tenter d’'apporter une approche dans la compréhensiol’exploration d’une
composante de processus de cancérisation.

» Maitriser les outils et les techniques de bases bitdogie  moléculaire
('amplification en chaine par polymérase PCR dymorphisme de longueur des
fragments de restriction RFLP).

» Etudier la distribution du polymorphisme du cod@dans la population générale.

» Déterminer une possible association entre le potgiieme du codon 72 du géene

P53 et la survenue de cancer.
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l. Le cancer
1. Définition
Le cancer est une maladie caractérisée par lafgmaiion incontrdlée de cellules, liée a un
eéchappement aux mécanismes de régulation de Issiativicellulaire qui assure le
développement de I'organisniea cellule perd sa forme spécifique, ne réagit plus signaux
extérieurs, en particulier aux signaux dinhibitiae la croissance Elle se multiplie
exagérément, ainsi que ses descendantes. Unecsdlule maligne peut étre a la base d'un

cancer. (Paul el., 2001).

En se multipliant de facon anarchique, les cellldaacéreuses donnent naissance a des
tumeurs de plus en plus grosses qui se dévelogmerhvahissant puis détruisant les zones
qui les entourent (organes). Les cellules cancésepsuvent également essaimer a distance
d'un organe pour former une nouvelle tumeur (maésasl, ou circuler sous forme libre par
voie lymphatique (envahissement ganglionnaire) dBmuisant son environnement, le cancer

peut devenir un réel danger pour la survie desl'@trant

Le cancer est d0 a des anomalies génétiques tduehgénome de la cellule. Au moins deux
modifications et souvent davantage, en généralrguabnt nécessaires pour que la cellule

devienne maligne. (Cavenéeakt, 1995).

D'un point de vue pathologique, les cancers soastrdaladies génétiques, c'est-a-dire qu'ils
ont pour origine une modification quantitative etfgualitative de nos genes. Comme il s'agit
d'altérations génétiques somatiques qui ne soseptés que dans le tissu malade, la plupart
des cancers ne sont donc pas eux-mémes hérédismtgsin terrain plus ou moins favorable

pouvant I'étre. Les cancers familiaux (10 % desceen humains) sont associés a une
altération constitutionnelle (ou germinale) d'umgeéCette altération est donc présente dans

toutes les cellules de l'organisme, gametes inBlils peut étre transmise a la descendance.
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2. Epidémiologie

Le cancer est un probleme majeur de santé publigums le monde. Selono¥ganisation
Mondiale de la Santé (OMS), le nombre de nouveagxen 2012 est recensé a 14,1 millions

et le nombre de décés a 8,2 millioflan national du cancer. 2014).

Il a été estimé en 2008 que 70% des décés parradaunte le monde survenaient dans les pays
en développement. La fréquence des cancers poaugihenter de 50 % dans le monde,
avecl5 millions de nouveaux cas par an en 2020@ifon 2030, il est prévu que le nombre

de déces par cancer dans le monde s’éleve al3idnsi(Plan national du cancer. 2014).

L’Algérie a connu a partir des années 90, une iiansdémographique profonde et rapide
qui a entrainé une modification structurelle dufipépidémiologique de sa population. Celle-
ci a connu une baisse de la mortalité généraleacgié divisée par 4 en I'espace de 50 ans
(16,45 pour mille & la n des années 60 a 4,41 polle habitants en 2008) et une baisse
importante de la mortalité infanto-juvénile corgél@ une augmentation progressive de
'espérance de vie estimée a 25 années au coursOdderniéres années, ce qui a eu pour
conséquence un vieilissement progressif de la latipn avec une part de plus en plus
importante des personnes agées de plus de 60 asisadayramide des ages. L’augmentation
de l'incidence de cette maladie qui est passéeddeo8veaux cas pourl00.000 habitants en
1990 a plus de 130 nouveaux cas pourl00.000 h&bieam2010 est significative et il est
prévisible qu’elle va progresser, pouvant atteindigidement 50.000 cas par an (Figure

01).(Plan national du cancer . 2014).

LBO00O™
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Figure 01 : Evolution estimé du nombre de cas dec@a(Plan National Cancer . 2014)
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L’enquéte nationale réalisée en 2004 par I'InstNidtional de Santé Publique (INSP) sur
l'incidence et la prévalence des cancers sur la das 31 000 cas de cancers enregistrés en
2002 relevait que seul un 1/3 des cancers étajhditiqué a un stade précoce, les 2/3 restants

I'étant a des stades invasifs et métastatiqi®an national du cancer. 2014).

Prés de 40% des patients n’étaient pas retrouves ldecircuit thérapeutique et seul 1/3 des
malades bénéficiaient d’un protocole thérapeutiqommplet. Le délai moyen d’attente pour

une cure de radiothérapie était de six (06) mois.

Actuellement, I'age moyen pour tous les cancersle®i4 ans. Cet age est bas comparé a I'age
médian des cancers dans les pays développés (&hansyenne). L'ascension de la courbe
d’incidence s’amorce t6t, avant 40 ans puis évdiienaniére exponentielle jusqu’a la fin de
la vie. Des I'age de 60 ans, les taux d’incidenaeegistrés en Algérie s’'alignent sur ceux
enregistrés dans les pays développés, particul@receux d’Europe du Sud. Ceci se varie

autant pour les hommes que pour les femmes. (Rligonal du cancer. 2014).
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Figure 02 : Répartition de l'incidence par tranctiéges des cancers chez 'homme

(Incidence pour 100.000-Année 201®lan national du cancer. 2014)
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L’incidence brute des cancers en Algérie est enmaungation constante depuis 10 ans avec

prés de 128 nouveaux cas pour 100.000 hommes gtdl82.00.000 femmes en 2011.

La répartition des cancers par tranches d’agesgsaubien la tendance observée depuis le
début de leur enregistrement, & savoir, un nombreas plus élevé chez les femmes, une
apparition plus précoce du cancer chez les femBfesurfs) que chez les hommes (49 ans) et
une diminution du nombre de cas a partir de 65cheg les femmes, age auquel commence

I'ascension de l'incidence masculirfPlan national du cancer. 2014)
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Figure 03 : Répartition par tranches d’ages desararchez la femme
(Incidence pour 100.000-Année 201®lan national du cancer. 2014)

Les formes de cancer les plus fréquentes chez hm@sont ceux du poumon, du colo-rectum,
de la vessie, de la prostate et de 'estomacolsttuent 52,5% de tous les cancers masculins.
Le cancer du poumon a lui seul représente enviténa des cancers masculins. Ceci confirme
et consolide les tendances depuis 2001 avec lamiédnce, chez 'homme, des cancers liés
au tabagisme (poumon - vessie), du cancer de &gbteoqui connait une augmentation rapide
depuis le début des années 2000 et des cancestifdigmtamment colorectaux. L'élévation
de l'incidence des cancers de la prostate se coefil est, aujourd’hui, le 3eme cancer chez

’lhomme.(Plan national du cancer. 2014)
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Figure 04 : Les formes de cancers les plus frégusmz ’lhomme en Algérie en 2010

(Plan national du cancer. 2014)

Les formes de cancer les plus fréquentes chemmésont celles du sein, du colorectal, de la
thyroide, du col de l'utérus, et de I'ovaire. Lescers du sein (40,45%) et du col de l'utérus
(12,5%) qui totalisent, a eux deux, 52,95% de tesscancers féminins. (Plan national du

cancer. 2014)
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Figure 05 : Les formes de cancers les plus frégudmz la femme en Algérie en 2010

(Plan national du cancer. 2014)
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Par ailleurs, de plus en plus d’enfants et d’ad@ets sont touchés par le cancer. L'incidence
du cancer augmente, tous les ans, de 1% chezflest®ert de 1,5% chez les adolescents. Les
formes de cancer les plus fréquentes chez I'ersiamit celles du systeme hématopoiétique, des
ganglions lymphatiques, de I'encéphale, de l'odletein. lls constituent 59,4% de tous les
cancers de I'enfant de sexe masculin et 58,3% wel&s cancers de I'enfant de sexe féminin.

(Plan national du cancer. 2014).

3 .Les caractéristiques des cancers

3.1 Les caracteres évolutifs

Les cancers ou tumeurs malignes ont habituellemeatcroissance rapide. Elles donnent
naissance a une dissémination tumorale a distaoct par voie lymphatique et sanguine)
avec éclosion et développement de tumeurs secesdaians dautres visceres : les
métastases. Les tumeurs malignes ont tendance idiveécapres éradication locale.

L’évolution, en I'absence de traitement, se fadrgpnément vers la mort.
3.2 Les caractéres macroscopiques

Les tumeurs malignes sont mal limitées, non endéesy elles détruisent et envahissent
'organe dans lequel elles ont pris naissance,i ajne les organes de voisinage. Leurs

contours sont irréguliers. Les foyers de nécrosehé&morragie sont habituels.
3.3 Les caractéres histologiques

Les cellules tumorales malignes présentent haletuweht des caractéres anormaux
(caractéeres cytologiques de malignité). Le tissmdral est plus ou moins différencié. Il

«caricature » le tissu normal orthologue.

4 .La classification des cancers

La classification des cancers suivant le type dlaleede tissu ou I'organe affecté au départ.

Les différentes composantes de chaque tumeur le®lltumorales et stroma) peuvent
présenter des aspects morphologiques particulisrspguvent étre regroupés par types

histologiques. Les tumeurs sont ainsi classéesmtibn de criteres histologiqgues communs,

7
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définis par les classifications internationales,téa$ par 'OMS, et remises a jour
régulierement. La reconnaissance de ces criterks @assement de la tumeur dans le type

adéguat sont la base du diagnostic anatomopatholegie toute tumeur.

En pratique, les tumeurs sont classées en fondgolorgane dont elles dérivent (ex : sein,
foie, rein, 0s,...), puis en fonction de leur typstblogique. Le type histologique correspond

a la cellule normale dont la tumeur semble dériver.

Les cancers peuvent étre classés selon leurs aéypesrs stades.
4.1 La classification selon le type

On distingue les tumeurs solides des tumeurs leguid

» Les tumeurs solidese sont des cancers formés des tumeurs pringipaejggsentant
une masse individualisée avec un certain volumeacgiompagnée ou non de

métastases. Les tumeurs solides représentent @@ de tous les cancers.
Parmi les tumeurs solides, on distingue :

v' Les carcinomes ou adénocarcinomes, qui sont deeisadéveloppés a partir d'un
épithélium (ex. peau, cesophage, VADS, col utéwanpon, sein, prostate, colon, ...),

v' Les sarcomes, qui sont des cancers proliférant destissus conjonctifs comme les
0S ou les tissus mous (muscles, graisse), ou edesréumeurs au niveau du systeme
nerveux central.

» Les tumeurs liquidesregroupent 'ensemble des cancers hématopoiétaftegnant
les cellules sanguines. Leur localisation est défalans I'organisme, on les retrouve
principalement dans la moelle osseuse, les garglmnle sang. Il s’agit ici des

leucémies, des lymphomes et des myélomes.
4.2 La classification selon le stade

Une premiere classification par stades a été pémpdepuis longtemps notamment par les
différentes sociétés savantes qui ont traité wmligelle localisation. Cette classification est

comme suit (Héron, 2009):
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= Le carcinome in situ (stade 0)

C'est la phase la plus précoce du cancer. Il gif fyes limité et n'a pas encore €bauché le

processus d’envahissement (Héron, 2009).
= La maladie localisée (stade | ou Il)

La tumeur est encore peu volumineuse, mais lesleslte la tumeur maligne ont tendance a

quitter leur tissu d'origine et a s’infiltrer daes tissus voisins (Héron, 2009).
» La maladie localement avanceée (stade IlI)

La membrane basale est rompue par les cellulesadanheur. Les cellules des cancers
infiltrant peuvent se détacher de la tumeur d'oegt se propager par les vaisseaux sanguins
ou lymphatiques. lls s'accumulent alors dans Esu$ et ganglions lymphatiques voisins. A
ce stade, certaines cellules cancéreuses ne smntoghlisées mais ont atteint les ganglions

lymphatiques situés a proximité du site initial kdetumeur ou, par contiguité, se sont

propagées vers les tissus du voisinage. On pawahissement local (Héron, 2009).
» La maladie a distance ou métastatique (stade 1V)

Les cellules cancéreuses essaimées depuis lerisititifpde la tumeur, ont pénétré dans les
vaisseaux lymphatiques ou sanguins du voisinagsegpropagent par cette circulation a
distance du site primitif. Elles ont pu se fixemddes organes rencontrés sur leur passage
comme les poumons, le foie, le cerveau ou les gsf@imer une autre tumeur qu'on appelle

meétastase. On dit alors que le cancer est méetastatiHeron, 2009).

5. L’évaluation du pronostic du cancer

La classification des tumeurs en fonction de I'aggd’origine et de leur type histologique fournit
des informations importantes pour évaluer leur @sbo. Toutefois, d'autres parametres

permettent de préciser le potentiel évolutif.

Il s’agit du degré de différenciation (grade) etdiigré d’extension (stade) de la tumeur, ainsi que

dans certains cas de marqueurs moléculaires.
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5.1 Le grade

Le grade d’'un cancer se fonde sur des critereslbggtiues tels le degré de différenciation
tumorale, I'activité mitotique, le degré d’atypiego-nucléaires ou I'extension de la nécrose.

Il est défini differemment pour chaque type de tume
5.2 Le stade

Le stade (ou degré d’extension) des cancers se faundla taille de la tumeur primitive et/ou
son extension aux tissus et organes de voisinagd’ifportance de la dissémination aux

ganglions lymphatiques régionaux (N) et la présenckabsence de métastases (M).

Le systeme de classification TNM est actuellemenplus communément utilisé dans le
monde. Chacune de ces trois lettres est suivie dhifire variant de 0 (absent) a 4 au
maximum, ou d’'un X en cas d’'impossibilité d’évaioat Ces chiffres peuvent étre suivis
d’'une lettre, qui apporte une précision supplémentée score est précédé de la lettre ¢ si

I'évaluation du stade est clinique ou de la leptis elle est faite par un pathologiste.

Exemple : adénocarcinome coliqgue stade pT4aN1lbMXpathologiste a détecté une
infiltration tumorale de la séreuse et de 2 ou Bgfians, mais ignore s'’il existe des
métastases a distance. Le score TNM permet ensigtedéterminer le stade (ex

adénocarcinome colique T3NOMO = stade IIA, ou T3MQa& stade 11IB).

Apres une résection chirurgicale, le stade d’umeewr doit étre complété par une évaluation
de la qualité de la résection, qui est expriméelpadettre R, suivie des chiffres 0 (exérése
compléte), 1 (envahissement microscopique desdghibu 2 (envahissement macroscopique

des limites).

Si I'évaluation du stade est faite apres un trageinfex : radio- ou chimiothérapie), le score
TNM est précédé de la lettre y. Par exemple, umachrcinome rectal réséqué aprés
radiothérapie aura un score ypTONla s’il ne pergsis de tumeur primitive identifiable et

gu’un seul ganglion régional est envabhi.
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Les classifications du stade TNM sont actualiseéggilrerement. Aussi, il est important
d’indiquer le référentiel utilisé lorsque I'on inplie le stade TNM d’'une tumeur. Par exemple,
un adénocarcinome de I'estomac ayant envahi lasénesise était classé « T2b » selon la 6e

édition, alors qu'il est maintenant classé « T&bors la 7™édition. ( Sedrati, 2012).

6 .Mécanisme de cancérogenese

Les progres de la biologie moléculaire ont permgéspidoposer un modele général de la
cancérogenese qui comprend trois étapes succegBeeleanan etl., 2005 ; Bignold, 2004 ;

Bocchetta e#l., 2004 ; Kinzler etl., 1996).

La premiere étape est l'initiation, désigne urtération au niveau du génome de la cellule
sous l'action d'un facteur cancérigene. Elle ctmdis plus souvent en une mutation ou

délétion d'une ou plusieurs bases de I'ADN.

La cellule acquiert ainsi des caractéristiques @rééreuses mais pas nhécessairement
transmises aux cellules filles. Dans le cas oueliule initiee s'échappe du processus de
réparation de I'ADN, elle passe a la phase de ptiomaui correspond a la prolifération

anormale des cellules initiées (clones de cellules)

Cette multiplication des cellules augmente en peEleahvec les mutations de 'ADN qui sont
des conséguences de stimuli exogénes et endogeéckseiit l'alcool, le tabac, certaines
hormones, les radiations, et l'alimentation), eitfpartie des facteurs qui contribuent au
développement tumoral. L'influence des facteursrdessance cellulaires et de régulation du
cycle cellulaire est également déterminante auscdarcette phase. Toutefois l'initiation et la

promotion tumorale entrainent un avantage proliférelativement bénin.

C'est dans I'étape de la progression de la careéesg que se manifeste I'accumulation de
nouvelles mutations géniques qui conférent auulesltous les signes histologiques d'une
tumeur maligne (Weinberg, 1989). Cette transforomatmaligne permet aux cellules

l'acquisition d'une capacité proliférative indéfinét une propension a se disséminer dans

d'autres sites que leurs sites naturels (Guh,2006)(Figure 06) .
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INITIATION PROMOTION PROGRESSION CANCER METASTASE

1-40années

TUMEURS CUNIQUEMENT
LESION DE LADN ACTIVATION DES ONCOGENES/INACTIVATION GENES SUPPRESSEURS DETECTARLES

Figure 06 : Etapes de la cancérogenése. (Béliviegly 2007)

En suivant ces stades de développement, les elloEncéreuses acquierent des
caractéristiques qui définissent leurs changememsnotypiques : Premiérement, elles
deviennent indépendantes des signaux normaux déembon cellulaire. Deuxiemement,

elles sont insensibles aux signaux antiprolifésafffroisiemement, il s’installe une résistance
a l'apoptose. Quatriemement, elles adoptent uneaci#p anormale d’angiogenese.
Cinquiemement, elles deviennent invasives et mergenta formation de métastases.

Sixiemement, leur capacité de réplication de I'’AB# illimitée (Weinberg, 2000).

En plus de ces six principales caractéristiques)x dearactéristiques émergentes ont
récemment été définies. Ainsi, les tumeurs sergjggnt par la modification du métabolisme
énergétique et par I'échappement de la destrugtanles cellules immunitaires. Avec les
annees, l'approfondissement des connaissances mispate définir deux nouvelles
caractéristiques du cancer : linstabilité du géromenée par des mutations ainsi que la
présence de molécules liées au caractere inflanmaatans le microenvironnement tumoral
(Weinberg, 2011). La combinaison de ces dix carstigues permet l'identification de
biomarqueurs et leur ciblage thérapeutique dabsii@le mieux comprendre les composantes

du cancer et de mieux les traiter.

Le développement néoplasique confere aux cellubssndécanismes moléculaires adaptatifs

régulant des voies de prolifération, de survie ‘@tvesion pour former le cancer. Ces

.
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caractéristiques spécifiqgues sont nommees en tondes phases de développement et des

biomarqueurs impliqués dans la génération de I&simalignes (Weinberg, 2000).
7. Les facteurs de prédisposition au cancer

7.1 Les facteurs exogenes

Les carcinogénes exogenes sont issus de notreengiment et leur action néfaste résulte de
toutes les expositions auxquelles un organisme hurast soumis, que celles-ci soient

volontaires ou involontaires (facteurs exogéeneacteiurs non génétiques).

* Les agents chimiques : tell que:

- amiante (responsable des cancers bronchiques)

- arsenic (responsable des cancers cutanés et puteg)na

- benzene, moutarde azotée (responsable des canc@suchon et du larynx,
également du cancer de la vessie)

- cadmium (responsable du cancer de la prostate)

- hydrocarbures aromatiques polycycliques, isolépéttple, des goudrons, de la
fumée de tabac (responsable du cancer broncho palred

- amines aromatiques présentes dans les colorasfso(reable du cancer de la
vessie)

* Les agents physiques: Avec les radiations solaires, responsables desnm@les et
cancers cutanés.

* Les agents infectieux, bactéries et virus inducteur s de cancers: comme le
virus HPV, responsable du cancer du col de l'utésusencore le virus de I'hépatite
responsable de carcinome hépatocellulaire

« L’alimentation: C’est un facteur que I'on doit corréler a des canastiques
physiologiques telles que le surpoids et I'obéstéui joue un rdle prépondérant dans

la survenue de cancers.

Certaines facteurs exogenes vont agir directemermniiveau de '’ADN en provoquant des

altérations (ex. la consommation de tabac), d’'auimnt provoquer des états inflammatoires
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favorisant I'apparition de cellules cancéreuses. (exconsommation d’alcool).Certaines
substances ne nécessitent pas de transformatioabotique préalable(ex. benzene), ils
exercent alors leur action canceérigene sur desaul@e riches en électrons(protéines, acides
nucléiques).D’autres doivent au contraire subir eheslifications structurales, in situ ou in
Vivo, au cours de leur métabolisme pour acquéuir puvoir cancérigene (ex. hydrocarbures

aromatiques polycycliques)
7.2 Les facteurs endogénes

Il s’agit des ROS (Reactive Oxygen Species) etRIBSIS (molécules réactives a I'oxygene
et a l'azote, N pour Nitrogen) qui chaque jour fogubir des millions d’agressions

génomiques.

En effet, 'organisme produit en permanence degaespréactives a I'oxygene, Elles sont
également générées lors des réactions immunitages sous l'effet d'oxydants
environnementaux, comme le tabac ou la pollutiegpeddant, cet equilibre peut parfois étre
dépassé. Le stress oxydatif devient alors pathglegdés que le systéme de détoxification est
submergé par les ROS et RONS.Ce déseéquilibre psulter d’'un déficit en antioxydant, a la
suite d’une surproduction en radicaux, ou encorgagson d’'une déficience des enzymes
protectrices. Il est aujourd’hui démontré que llaoalation de ces dérivés toxiques de
I'oxygeéne est impliquée dans de nombreuses patledaipnt les cancers. (Toullec Aadt,

2010; Laurent G «dl., 2008)
7.3 Les facteurs génétiques

Des génes normaux, a posteriori dénommesto-oncogenes codent pour des protéines
impliquées a différents niveaux dans la prolifénattellulaire. Certaines formes mutées de ces
géenes, les oncogenes codent pour des protéines de stimulation qualéatent et/ou
guantitativement plus puissantes, lesquelles sapialles d'induire et/ou maintenir une

prolifération cellulaire excessive.

Au contraire, degienes suppresseurs de tumeugui codent pour des protéines normales,

inhibitrices de la prolifération cellulaire, maigsl mutations peuvent rendre ces dernieres

14



Partie bibliographique

inactives, privant ainsi les cellules des "freifgméostatiques capables de limiter leur

prolifération.

Tableau 01 : Exemples de génes impliqgués dangetitf€ cancers (oncogéenes).

Genes codant pour des facteurs de croissance (FC) ou pour leurs récepteurs (R).
PDGF "Platelet Derived Growth Factor", FC, gliomes malins (tumeurs cérébrales).

erb-B R de 'EGF ("Epidermal Growth Factor"), glioblastome (tumeur cérébrale).
erb-B2 ou HER-2 R de FC, cancer du sein, de l'ovaire.
RET R de FC, cancer de la thyroide.

Genes imEligués dans l'amElification de la transduction de Inessages de stimulation.

Ki-ras Cancer du poumon.

N-ras Leucémues.

Genes codant pour des facteurs de transcription activateurs de genes de prolifération.

C-myc Leucémues, cancer du sein, de l'estomac, du poumon.
N-mye Neuroblastome, glioblastome.
L-myc Cancer du poumon.

Genes codant pour d'autres facteurs.

Bel-2 Code pour une protéine qui, normalement, bloque le suicide cellulaire
(apoptose). Lymphome B.

Bel-1 (ou PRADI). Code pour la cycline D1 (Cf Cycle Cellulaire). Cancer du sein,
de la téte et du cou.

MDM2 Code pour un antagoniste de la protéine codée par le géne p53 suppresseur de

tumeur. Sarcomes, et nombreuses autres tumeurs.
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Tableau 02 : Exemple de genes suppresseurs derupmwant étre mutés dans certains cas

de cancer.

Genes codant pour des proteines cytoplasmiques.

APC Cancer du colon. de l'estomac.

DPC4 Code pour une molécule impliquée dans une voie de signalisation mhibant
la prolifération cellulaire. Cancer du pancréas.

NF-I Code pour une protéine inhibant la protéine Ras stimulant la prolifération
cellulaire.  Neurofibrome., pheochromocytome, leucemie myeloide
chronique.

NF-2 Meningiome, ependymome. schwanome.

Genes codant pour des protéines nucléaires.

MTS-I Code pour la protéine pl6 qui constitue un frein essentiel de I'horloge du
cycle cellulaire. Divers cancers.

RB Code pour la protéine RB qui constitue un frein essentiel du cycle

cellulatre. Rétinoblastome. ostéosarcome. cancer de la vessie. cancer du
poumon (petites cellules), cancer du sem.

pS3 Code pour la protéine p53. qui peut interrompre la division cellulaire et
déclencher l'apoptose (suicide) des cellules anormales. Divers cancers.

WTI Cancer du remn (Tumeur de Wilms).

Genes codant pour d'autres proteines.

BRCA-1 Cancer du semn et de l'ovare,

BRCA-2 Cancer du seim.

VHL Cancer du rein.

.
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. P53

La division cellulaire a été décrite il y a 150 adait I'objet de trés nombreuses études en
raison de son caractere fondamental. C'est un psoseessentiel au développement
embryonnaire mais également pendant toute la viedgnisme. Tous les jours prés d’un
milliard de cellules doivent étre renouvelés, ce mprésente 20 millions de divisions
cellulaires par seconde. Ce processus extrémeroarglexe en plusieurs phases et régulé
par un grand nombre de protéines intervenant ta@renent et dans un ordre définit
(Figure 07).

pl

4 5.16,
 cdc 25| : DKs p18,19
O es
(Cyclines ) =

RNA polymérase

Figure 07 : Régulation du cycle cellulaire. (Raisien etal., 2003)

Le cycle cellulaire se déroule en fonction du tempss 'influence de facteurs protéiques :
les cyclines et d’enzymes : les kinases dépendasityclines (cdc, CDK) (Raisonnier et
al., 2003)

* Une cellule au repos (phase GO0) est contrélée parcycline D, en présence des
CDK 4 et 6. L'initiation du cycle est limitée paesl protéines régulatrices (pl15 a
p21), elles-mémes activées par d’autres (p53).\icéine E dissocie le complexe
entre la protéine du rétinoblastome (Rb) et leeacide transcription TFIIE. Ce
dernier active l'initiation de la transcription @gde G1).

e L’activation de la kinase cdc25 permet la phosplatign du complexe CDK2-
cycline A qui contréle I'activité de la DNA-polymase (phase S).

» Apres la synthése d’ADN, la cdc25 phosphoryle emaor complexe cdc2-cycline
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B permettant le retour a la transcription (phasg G2
» Enfin, il se forme un complexe d'initiation de Iaphase comprenant une protéine,

'ubiquitine, des kinases et des cyclines. La fdiamade ce complexe induit la

mitose puis se dissocie dans les cellules filles.
Ainsi, P53 a été observée pour la premiere foid ¥ en tant qu'antigene spécifique de
certains sarcomes induits chimiquement dans lesiss¢DelLeo etal., 1979 site in
Séverine B,2005). Elle a été également trouvée lanesellules transformées par certains
virus (Lane and Crawford, 1979; Linzer at, 1979site in Séverine B,2005). et surtout
complexée a l'antigéne Large-T du SV40 (Harlowlgt1®81; Oren etl., 1981 site in
Séverine B,2005).. P53 a aussi été trouvee danseleges transformées par des agents
chimiques et dans les cellules tumorales (Crawét., 1981site in Séverine B,2005).
P53 a d'abord été décrite comme une protéine ritel@ippold etal., 1981). Mais par la
suite il a été montré que P53 est cytoplasmiqus temncellules normales et est transloqué
au noyau dans les cellules transformées (Rottel.,e1983site in Séverine B,2005). En
1981, on suggeére déja (Dippoldatt, 1981site inSéverine B,2005). le réle de P53 dans la
régulation de la division cellulaire et son altématdans les cellules cancéreuses. La
découverte d’anticorps anti-P53 dans le sérum d#ients atteints de cancer (Lane and
Crawford, 1979; Crawford e#l., 1982 site in Séverine B,2005). a renforcé cette
hypothése selon laquelle P53 est modifiée dansdiisles cancéreuses (en quantité, type
ou présentation) de telle facon qu’elle deviennenimogéne. Il a ainsi été qualifié d'
"antigene cellulaire des tumeurs”. Le clonage ABNc révélant ainsi la séquence de P53
a ouvert la voie a l'identification des mutatiorssRb3 dans les cancers (Oremlet 1983
site in Séverine B,2005).

1. Le gene P53

Le géne p53 est situé sur le chromosome 17pl3.h dté trés conservé pendant

I'évolution

o . o 2%l o5 o6 o eBed el e
3|‘:S¢E1:”:E_:k-:-In oo =,

elh

P1 P1'— promoteurs — P2 '

Figure 08 : Structure du gene P53(http://hermarsdesiso.sfr.fr)
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Le géne couvre environ 20 kb. Il comporte troisnpoteurs, 10 introns et 11 exons qui
contiennent tous, a I'exception du premier, unesphauverte de lecture, spécifiant les
acides aminés de la protéine. L'intron 9 contiemtexon facultatif (e9b), qui renferme

deux petites phases ouvertes. (Aylorakt,2007).
2. La protéine P53

La protéine p53 est une phosphoprotéine de 39&a@dinés de poids moléculaire 53
kDa. On la trouve en trés petite quantité danschkkiles normales, mais en grande
abondance dans les cellules transformées en coltudans les tumeurs humaines. (Figure
09)

Acides aminés 1 °|3 i 102 2?2 3%3 360 363 30
A |B C D (PE
~ I | |
=" Mpoptose Fixation a[ADN / stramerisa \
- Actvité d'autres genes i Tgtramensahon
- Interaction avec MOM2 Adressage nucleaire Activité d'autres génes
- Interaction avec P300

Figure 09 : Domaines de la protéine P53.(http:Waerdenis.perso.sfr.fr)

La protéine contient 393 acides aminés, répartisciag domaines principaux. Les

domaines A et E modulent 'activité transcriptidle @e plusieurs génes cibles, le premier
ayant un effet stimulateur, tandis que le secoptligt un effet inhibiteur. Le domaine de

transactivation (A) sert également de site de ifixepour les protéines MDM2 et P300. Le
domaine B gouverne I'apoptose. Le domaine C peentetprotéine de se lier a 'ADN des
genes dont il gouverne la transcription. Le dom#&nest indispensable a la formation de
tétrameres, elle-méme indispensable a l'activitélad@rotéine. Deux petits domaines
d’adressage nucléaires permettent a la protéimeigleer dans le noyau, ou elle remplit sa
fonction en tant que facteur de transcriptigkylon etal ., 2007).
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3. La transcription du P53

La transcription peut démarrer a partir de I'un ttegs promoteurs. Si les promoteurs P1
ou P1’ sont utilisés, 'ARN messager réunit tous &xons que contient le gene et la
version complete de la protéine est synthétisad (&xon E9b). Si c’est le promoteur P2
qui est employé, 'ARN réunit seulement les exoris HL, les exons 1 a 4 sont éliminés et
une version de la protéine amputée de ses 133saaidmés initiaux. Dans le premier cas,
la protéine comporte 393 acides aminés. Dans nseelle n’en comporte que 260acides
aminés.(Aylon eal ., 2007).

[ 1- Transcription a partir du promoteur P1 |

ﬁ;-jm_:t-::n 1= _— x (]ﬁ
P1 P2 — e9b
o - Transcription
1
ARN ¥ ¥y oWy ¥ ¥ ¥ vy ¥ ¥ ¥¥¥¥'¥¥ ¥
pré-messager |
Coupures
I
'_\/;-\ /.k y \. \_VW\,V,—\/—\/-:
[Ligations |
ARN messager c
Traduction
1
Protéine P53 1 ssssssssssssssss 393
| 2. Transcription a partir du promoteur P2
ﬁ;:xﬂb:l:—:‘.—:-:-zl-:- = 2 -— x X gﬁ
i o P2 Transcription |
ARN pré-ir er y iy LR Ly — iy i
Coupures
1
\/Wv-\/\/c:

Ligations
|
Traduction

Protéine A133P53 134 sssssssssssss 393

ARN messager

Figure 10 : Transcription du gene P53.(http://herdeais.perso.sfr.fr)
4. La traduction de la p53

La phase ouverte de lecture de I'ARN messager campdeux signaux d’amorgage
différents. La traduction de 'ARN messager « ndrmmgeut débuter au niveau de deux
codons d’amorcage différents (AUG), ce qui créexdearsions de la protéine incluant ou

excluant les 40 acides aminés initiaux.(Aylomale2007).
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1. Traduction a partir d'un codon AUG externe ”

ARN messager ¢ - )

7 |

Traduction

Pl’otéine P53 1 ssssssssssssssss 393

2. Traduction a partir d'un codon AUG interne H

ARN messager 3

>lo

¥ o
Traduction |

!

Protéine A40P53 41 snnnnnnnnnnnnns 393

Figure 11 : Traduction de I'ARN messager P53.(httiprmandenis.perso.sfr.fr)

5. Les fonctions de la P 53

5.1.La régulation du cycle cellulaire

Une des fonctions majeures reconnues pour P53 ralthouest son réle de régulateur du
cycle cellulaire. L’analyse de I'expression de R&3cours du cycle cellulaire dans des
fibroblastes en culture a montré que la synthese @antité de P53 sont accrues en fin de
phase G1, ce qui suggére un réle pour P53 dansdmgssion des cellules quiescentes vers

un état prolifératif. (Reich and Levine , 1984).

Cette hypothése a ensuite été confirmée : P53ipéuire un arrét de croissance en étant
dirigé vers le noyau ou elle bloque les cellulemgypalement en phase G1 (Baker et
al.,1990;Diller etal., 1990; Mercer etl., 1990; Michalovitz etl., 1990; Gannon and
Lane,1991; Martinez etl., 1991). De plus il a été montré que ce blocagat-pe
consécutif a un dommage causé a la cellule et mo&ans'il induit des lésions au niveau
de 'ADN (Kastan eal ., 1991).

5.2Un géne suppresseur de tumeur

En 1989, lors d'un congrés, basé sur les travauxOden (Eliyahu etal ., 1989;
Michalovitz etal., 1990), Levine démontre pourquoi p53 pourrai¢ &in gene suppresseur
de tumeur (Levine, 1989):
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» Dans de nombreuses tumeurs humaines et murinesegi5@trouvé muté voir
deéleté, ce qui altere sa fonction.
* Injecté dans des cellules transformées par un @mepgdl peut reverser cet état de
transformation.
« Comme le gene Rb, son produit protéique seraibélpar interaction avec des
protéines virales pour conduire a la transformatieliulaire.
Si P53 n'était pas détectée dans les cellules hes@est parce gu'elle a une conformation
différente de P53 dans les cellules tumorales.angisorps anti-P53 disponibles a I'époque
ne pouvaient se lier qu'a la forme mutée préseams tes cellules cancéreuses et pas a la
forme normale. Dés 1983, I'expression de P53 ébaiélée avec la régression de la tumeur
(Rotter, 1983).
5.3L’activité anti apoptotique de la P53

Certaines cellules P53 nulles répondent mieux agrasx pro-apoptotiques que des

cellules ayant une P53 fonctionnelle. Une hypothetenue pour expliquer cet effet

paradoxal repose sur la fonction de réparationAd@N présentée par P53. Les dommages
a I'ADN, s'ils ne sont pas réparés au bout d'utaicetemps, déclenchent le processus
apoptotique. Or, si P53 est capable de répareainsrti'entre eux, I'apoptose n'a plus lieu
d'étre induite(Malcomson etl.,1995 ; Vikhanskaya el., 1995; Lassus &i., 1999).

Des expériences dans lesquelles il a été montrd*§8eprotege les cellules de I'apoptose
induite par des agent génotoxiques en agissantasugparation viennent étayer cette
hypothese (McKay el ., 2001).

Une deuxiéme explication fait intervenir I'actividé frein de la prolifération cellulaire de
P53. En effet, I'effecteur majeur de P53, P21ceshu pour augmenter la survie cellulaire
face a des agents génotoxiques et pro-apoptotiffeesospe etal., 1997; Bissonnette
andHunting, 1998; Bunz el., 1998; Bunz edl., 1999; Mariette eal., 2002) (Polyak et
al., 1996;Wang etl., 1999). P53 active aussi la transcription de geardi-apoptotiques
tels DcR2. (Meng &l ., 2000) ou HB-EGF (Fang at., 2001).

5.4La régulation de l'activité des autres protéine s

L'activité pro-apoptotique de P53 passe aussi pa@apacité a promouvoir la translocation
du récepteur Fas/CD95 du cytoplasme a la membiasengue ou il acquiert son activité

(Bennett etl., 1998). P53 peut également induire le transpoF-R1 a la membrane.
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De méme, P53 peut induire la translocation de riatéme pro-apoptotique Bax du
cytoplasme a la mitochondrie (Schulerakt 2000).La présence de Bax a la mitochondrie
est indispensable au relargage du cytochrome Cuetiézlenchement de l'apoptose.
L’activité pro-apoptotique mais transcription inéépante de P53 passe entre autres par la
caspase-8 (Ding at., 2001).

5.5P53 un facteur de Transcription

Des les premieres études réalisées sur P53 ilma@té&ée qu'elle pouvait lier 'ADN .Mais
ce n'est qu'avec l'utilisation de protéines deotusjue I'on a pu montrer que P53 peut
activer la transcription de genes rapporteurs notamt par sa partie N-terminale
(Yuangang e#l., 2004).

La démonstration selon laquelle la liaison de PF2RN est indispensable a l'induction
de la transcription est due a I'équipe de Privasn(ler etal., 1992).

Il a été montré que P53 se lie sur une séquencefigné de 'ADN (contenant certaines
bases critiques dont des guanines)( Arnoldl.€2009.). La séquence consensus comporte
2 motifs palindromiques 5'-PuPuPuC(A/T)(T/A)GPyPy@géparés par 0 a 13 pb .

5.6La réparation de 'ADN

La protéine P53 est capable de lier diverses preg€impliquées dans la réparation de
I'ADN (XBP, XPD, WRN, DNA polymérasea, RPA).De plus, P53 possede des propriétés
intrinséques qui lui permettent de détecter(Degtyaetal., 2001) et de réparer elle-méme
certains dommages de I'ADN (Willers at., 2000; McKay etal., 2001).Elle aide
notamment a la résolution des jonctions de Hollidapg etal., 2002; Sengupta .,
2003) et de certaines coupures double brins (DalhphDetal., 2005).En outre, P53 est
dotée d'une activité 3'-5' exonucléase et de teandé brin (Jason at.,2014).

5.7La régulation du métabolisme

La protéine P53 peut influencer le métabolisme gétarue des cellules. Elle ralentit la
dégradation du glucose en stimulant l'activité dunetigar+ qui bloque la glycolyse en

inhibant une enzyme clé de cette voie métaboli@redn etl., 2006).
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Ainsi, la P53 stimule la respiration en activangkne sco2 La protéine P53 favorise la
dégradation du glucose ce qui accroit la conceatramtracellulaire de glutathion réduit,
utilisé par les cellules pour éliminer les radicaxydants par la glutathion peroxydase. La

protéine P53 pourrait contribuer a protéger 'ADdhtre les agressions de ces radicaux.

D’autre part, la protéine P53 pourrait avoir ureeBur la recombinaison, la reproduction,
'angiogenese, la sénescence et la différentiatiblle est capable de se lier aux
protéinesRAD51 et EAD54 ce qui entraine l'inhibitide la recombinaison homologue Il a
été observé que les femmes ayant un codon pratinsgition 72 a la place de I'arginine

ont des problemes d’'implantation dans des embrydfsng eal., 2007).
6. P53 et cancer

Le gene de la P53 est aujourd’hui considéré conmmgene suppresseur de tumeur car il
est le gene le plus souvent muté dans les cancessmutations de p53 donnent un
avantage sélectif pour les cellules puisqu'ellesaom plus réprimées au niveau de leur

croissance.

Malgré son rdle majeur dans la cellule, des ligresdulaires dépourvues de P53 ont été
décrites, indiquant que la cellule peut survivresen absence. De méme les souris KO

pour p53 sont plus susceptibles au développemetinaeurs. ( Donehower at., 1992).

En raison de sa qualité de suppresseur de tumear frés vite pensé que la réintroduction
de P53 dans des cellules tumorales pourrait pernddtreverser le phénotype tumoral. La
transfection de p53 dans des cellules transfornmelest un arrét de leur prolifération da a

un blocage en phase G1 ou une entrée en apoptseparfois dans certaines cellules
aucun de ces effets n'est visible ( Patricial et2013).

Les MEFS (Myeloid EIf-1 like factors) déficiente®yr p53 présentent des anomalies
chromosomiques dues a la réplication des centrasoElkes présentent des phénotypes

similaires a ceux observés des1890 par von Hansedwrs les cellules cancéreuses.
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7. Les mutations et les polymorphismes du gene P53
7.1Les Mutations du P53

Le géne P53 est muté dans 50% des cancers spaadigigure 14), dans la moitié des
cas sa fonction est inhibée par des antagonistasgenes tels que MDM2 (Murine double
minute 2 homologue.) (Soussiat, 2001). Les mutations du gene P53 sont idensifiee
tous les exons avec une prédominance dans le derdaitiaison a ’ADN. Aussi bien, il

est muté dans un large spectre de cancers. Centexit aux autres géenes suppresseurs de
tumeurs qui sont inactivés par translocation oetd#, plus de 80% des altérations de P53
sont dues a des mutations faux-sens qui stabilisantveau d’expression de p53 (Soussi et
al,. 2005).

90% des mutations sont regroupées dans le domaimeakt (résidus 110 a 290) de la
protéine P53 ciblant la séquence spécifique dedmma 'ADN entrainant I'inhibition de
son activité transcriptionnelle. Environ 30% de atioins concernent les 6 codons R175,
R245, R248, R249, R273 et R282 (Bulloclakt 2001 ; Patricia el., 2013).

On peut distinguer deux types de mutations de p53:

* Les mutations du groupe |: exemple du codon R2d8plupart des mutations
affectent le domaine de liaison a 'ADN mais la fmymation reste intacte
((Patricia etl., 2013).

» Les mutations du groupe II: exemple du codon RI&ZButation touche les résidus
de la protéine interagissant avec I'ADN, la mutatiest localisée en dehors du
domaine de liaison a I'ADN, incluant les domaines transactivation et

d’oligomérisation (Soussi &t.,2001).
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Figure 12 : Le pourcentage des mutations de P58/pard’'organe. (Soussi &ft ., 2000)
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L'analyse de toutes les mutations ponctuelles cqudifient le gene p53 montre que 51%

sont des transitions G:C ->A:T et 49% d'entre edlest situés au niveau d'un nucléotide

CpG.

Dans les cellules humaines, la cytosine présentes dazes dinucléotides CpG est
frequemment méthylée. La désamination spontanée dytosine conduit a la formation
d'un mésappariement U:G qui est efficacement réparéune uracile DNA glycosylase.
Par contre, la désamination d'une 5-méthylcytosoreluit & un mésappariement T:G dont

la réparation peut conduire a une transition C->T.

» Les cing codons les plus frequemment impliquessdes cancers (codons 175, 245, 248,

273 et 282) contiennent de tels dinucléotides.

 30% des mutations sont compatibles avec un phéne de désamination sauf les

mutations associées au tabagisme.
7.2Les polymorphismes du P53

De nombreux Singal nucleotid polymorphisms (SNRs)t présents au niveau du locus

P53, ils peuvent augmenter le risque de canceffetter la réponse a des schémas

thérapeutiques.
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Nature Reviews | Cancer

Figure 13 : Les différents polymorphismes de gés@ (Whibley etal., 2009)
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* Le polymorphisme Pro 47 Ser

Le polymorphisme p53-47 Proline / Sérine (dénomivapees p53-47Pro ou p53-47Ser),
est le résultat d'une substitution d’'une C par Trgela position 1 du codon 47, ce SNP a
été signalé dans les populations de origine afrecdiFelley-Bosco etl., 1993). La

variante p53-47Ser, diminue l'induction de certajaaes pro-apoptotique en réduisant le

niveau de phosphorylation a la sérine 46 résidacadt (Li etal., 2005).
* Le polymorphisme Val 217 Met et Gly 360Ala

Le polymorphisme p53-217 valine / méthionine estdal polymorphisme trouvé dans le
DBD de p53, qui pourrait étre susceptible d'inflaar I'activité de protéine. Sa fonction a
été testée uniquement dans la levure et la varab3e217Met a montré une capacité de
transactivation accrue (Kato at., 2003). Une étude effectuer sur la levure moagtre

I'induction de certaines genes p53 est |égeremiemindé avec la variante p53-360Ala
(Kato etal., 2003). Cependant, il n y a pas de confirmatiorr@e de ces SNPs dans un

systeme de mammifére ou méme dans les cancersisimai

* Le polymorphisme Arg 72 Pro

C’est le polymorphisme le plus étudiés dans le B&Be c’est une variation de Proline en
arginine au niveau du codon 72 (appelée p53-72RropBB-72Arg, respectivement)
localisé sur I'exon 4 du gene P53.Ce SNP est diiéghangement dans la séquence d'ADN
codant pour le domaine riche en proline de p53 (@QCCG). Des expériences dans des
lignées cellulaires humaines ont suggéré que lamar p53-72Arg est plus efficace dans
I'induction de I'apoptose, alors que p53-72Proisphas efficient dans transactivation de
lap21 et d'induire l'arrét du cycle cellulaire (Damb etal., 2003; Pim et Banks, 2004;
Salvioli etal., 2005;. Sullivan eél, 2004). Cependant, des études de l'associatiaesle
variantes polymorphes avec le risque de cancegtértontroversée (Whibley at, 2009).
Plusieurs modeles de souris humanisées concu poduipe le polymorphisme p53-72Pro
/ Arg ont été récemment rapporté, ces modeleséwdé des effets spécifiques des tissus
du polymorphisme du codon 72, ce qui peut explidesmrésultats controversés dans les
études humaines.(Azzamatt, 2011; Frank eal., 2011; Zhu edl., 2010).
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Patients et méthodes

1. Population d’étude

Cette partie d’étude a concerné 82 échantillondDiNAcollectés de la banque d’ADN du
laboratoire de Biologie et Génétique Moléculaire ldgniversité Constantine 3, cet

échantillon unit 2 populations :

-Une population de témoins : Elle comprend 41 étihams d’ADN.
e Critéres d’inclusion: sujets agés de 30 a 75 dnsaes antécédents
familiaux de cancer.
» Critéres d’exclusion : sujets agés de moins den30=aavec antécédents
personnels ou familiaux de cancer.
-Une population de patients : Elle regroupe 41 éthans d’ADN de patients
atteins par I'un des trois types de cancer : leceanlu sein, le cancer du col de
I'utérus et le cancer du poumon répartis comme: suit
- 9 ADNs de patients atteints du cancer du sein.
- 13 ADNSs de patients atteints du cancer du col utédus.
- 19 ADNSs de patients atteints du cancer de poumon.

2. Méthodologie

L’approche que nous avons choisie pour mettre @&tegee le polymorphisme du codon

72 au niveau de I'exon 4 du gene de la P53 esP@- RFLP qui consiste tout d’abord a
amplifier la région d’intérét par PCR puis de diffécier les génotypes par digestion d’'une
enzyme de restriction spécifique. Ce travail a ré@isé au niveau du laboratoire de
biologie moléculaire de la faculté des sciencetad®ature et de la vie de l'université des

freres Mentouri Constantine 1.
Notre méthodologie applique I'algorithme de tragaivant :

- Recueil de 'ADN.

- Une amplification de 'ADN par PCR (Polymerase cleareaction).

- Un contr6le des produits de PCR de I'exon amp}ifi¢ électrophorese sur gel
d agarose.

- Une digestion des produits de PCR par I'enzymeedictionBsh1236l.

- Electrophorése des produits de digestion sur’gghdose
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2.1 Recueil de 'ADN

Notre échantillon ADN extrait a été pris directemda la banque d’ADN du Laboratoire

de Biologie et Génétique Moléculaire de I'UnivégsiConstantine 3.

2.2 L’amplification de I'ADN par PCR

La PCR est une méthode de Biologie Moléculaires allété mise au point en 1985 par
Kary Mullis. Ce procédé révolutionnaire couplé atilisation d'une ADN polymérase
thermorésistante permet d’obtenir, sans clonage, amplification considérable d’un
fragment donné d’ADN. Une série de réactions appsleles (un cycle qui contient trois
étapes : une dénaturation, une hybridation et uoegétion) permettant la réplication

d’'une matrice d’ADN double brin est répétée en wuc

Avant proceder a notre PCR, nous avons préparésixide PCR (ou milieu réactionnel)
Comprenant des désoxyribonucléotides triphosplididip) , une enzyme d’amplification
in vitro (Taq polymérase), un environnement réawted (tampons, MgGJ H>O) et deux

amorces oligonucléotidiques (tableau 03 ).

Tableau 03 : Composants du mélange réactionneCéke.P

Composant et concentration initiale ~ Volume
Eau distillée 16.7 pl
Tampon 10 x 2.5 ul
MgCl, (25mM) 1.5 pl
dNTP (5mM) 2 ul
Amorce S (10 PM) 0.5 ul
Amorce R (10 PM) 0.5 ul
Tag polymérase 0.3 ul

Les amorces utilisées sont comme suit :
I'Oligo F (Forward primer): 5"-TCC CCC TTG CCG TCC CAA-'3
I'Oglio R (Reverse primer) : "®£GT GCA AGT CAC AGACTT-3

Apres avoir préparé le mix de la PCR, nous avois 24 ul de ce mélange avequll
d’ADN pour chaque échantillon. Ensuite le déroulatdes cycles de la PCR a été assure

par le thermocycleur , et les conditions d’amptifion étaient comme suit :

m
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-Une dénaturation initiale a 94°C pendant 6 misuteuivie de 35 cycles de PCR,
comprenant chacun une dénaturation a 94°C pen@asg@ndes, une hybridation a 58°C
pendant 30 secondes et une élongation a 72°C ped@aecondes.

-Une élongation finale a 72°C pendant 5 minutes.
2.3 Contréle des produits PCR

Le contrble des produits PCR s’effectue par élgttooese. C'est une technique de
séparation de macromolécules, elle se base surrifeige de la séparation et
I'identification des fragments d’ADN amplifié sel@urs charges et leurs tailles.

Les ADN sont des macromolécules poly anioniquebtmiément chargées négativement,
la charge relative de 'ADN étant constante. Déage|'ADN peut migrer dans un champ

électrique de la cathode (-) vers I'anode (+) damsampon de migration du TBE (Tris

Borate EDTA).

L’électrophorese est assurée sur gel d’agarose al2%ne cuve horizontale. Le gel a été
préparé en mélangeant 2g de poudre d’'agarose &kmlldu TBE auquel nous avons
ajouté 10ul de tampon de charge : un agent intercalant safigntre les bases nucléiques
rendant '’'ADN fluorescent par exposition aux UV.

Les dépbts se font du coté cathode (-). Le sysgauamis a une migration sous un courant
de 100 volts pendant 30 min, dans chaque puitetua quantité de 10 du produit de
PCR mélangée a2 de tampon de charge été déposée. Ce derniergpdensuivre le

front de migration.

I T i3
- .-e
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Photographie 1 : Le contrdle des produits PCR
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2.4 La digestion enzymatique des produits de PC R

Les produits PCR sont soumis a une digestion eatigme parBsh12361. Cette
enzyme extraite duBacilus sphaerius, elle reconnait la séquence palindromique
5'...CG /CG ...3" et clive nucléotides a droite dieeei. ( Figure 14)

Bsh1236l (BstUI)

SN (R (S (T (e A
3 e s G CPG Ca s o’

Figure 14 : Site de restriction de I'enzyiBgh 1236l

Pour cela nous préparons une quantit¢é d’'un mix mbgestion selon le nombre des
amplifias a étre digérés. Ce mix contient un tampé2O, I'enzyme de restrictioBsh
12361 (tableau 04). Les tubes contenant les produitsiplification et le mix de digestion

sont incubé pendant une nuit a 37C°

Tableau 04 : Mix de digestion

Composant Volume
Mélange réactionnel de PCR 10 pul
Nucléase sans eau 18 ul
Tampon 10X R 2 ul
Bsh1236l 1-2 pl

2.5 L’électrophorése des produits de la digesti  on

Les fragments d’ADN digérés par I'enzyme de resticsont séparés par électrophorése

sur gel d'agarose 3% (3g d’agarose dans 100 mBie.T

Lorsqu’on obtient une nette séparation des diff&réragments du marqueur (apres lhde

migration) le gel est photographié aprés transiihation aux UV.
2. 6 Etude statistique analytique

Dans ce travail nous avons effectué une étudestitmte vérifiant si une éventuelle

association entre le polymorphisme du codon 72'@h 4 du gene de la p53 et la

ﬁ

N ¢




Patients et méthodes

survenue du cancer. L'étude statistique est bagégésaluation d’un odds ratio (OR) est
des P valu.

Les calculs statistigues de tous les échantilldntermus ainsi que tous les parametres
considérés ont été obtenu par le logiciel Epi infersion 6.0

2.6.1 Calcul de I'Odds Ratio

Pour calculer 'OR nous avons établi un tableaucdetingence : il est sous forme de
tableau croise 2x2.le statut malade /non maladesdgds de I'étude est présenté en
colonne et le caractére exposé/non expose en ligne.

Malade témoins
Exposé A C
Non exposé B D

L'intensité de I'association entre le polymorphisetda survenue du cancer est calculée

OR=a*d/b*c

comme suite :

L'OR représente une mesure d’association épidémigle entre un facteur et une
maladie, en particulier lorsque la maladie est pareni la population.
2.6.2 Choix de la « p value »
Le seuil critique a priori est de 0.05 (risqugSi la valeur de p calculée a
posteriori est inférieure a ce seuil, la différereatre les paramétres est déclarée
statistiquement significative. L'usage a retenuendmiére consensuelle I'ensemble des

seuils (0.05, 0.01, 0.001) qui représentent degueis raisonnables pour prendre une
décision.

-
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Résultats

1. Profil RFLP obtenus

Ce polymorphisme, not&rg72Pro correspond & une est la variation Proliagginine au
niveau du codon 72 localisé sur I'exon 4 du géng P5

La digestion enzymatique de notre amplifiant @elB3h1236l a donné 3 types de profils
différentes : le premier apparait sur le profilcéléphorétique sous forme d'une seule
bande de 279pb qui correspond au type homozygateaho(CC), le deuxieme génotype
du type homozygote normal (GG) apparait avec deundes de taille 160 pb et 119 pb.
L’apparition de trois bandes 279 pb, 160 pb et g9 corresponde au type hétérozygote
(CG) (Photographie 2)

Photographie 2 : Profil d’électrophorése sur gabdrose des fragments issus par le
clivage duBsh1236l : I'échantillon n°3,9,17 représentent des homozgg@C, les
échantillons 6,7,20,21,22 représentent des homaoeyddG, les échantillons
1,2,15,16,23,24,25 représentent des hétérozyg@es C
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2. Résultats du génotypages

L’analyse moléculaire des échantillons d’acidesléigoes des témoins et des patients a
permis de mettre en évidence le polymorphisme dlorc&2 de I'exon 4 du géne de la
p53, les fréquences alléliques des deux alléles @ @dans I'ensemble de nos échantillons
ainsi que les fréquences génotypiques, des homtesy@JC (Pro/Pro), des hétérozygotes
C/G (Pro/Arg) et des homozygotes G/G (Arg/Arg) chhez deux populations témoin et
malade.

Tableau 05 : Fréquences génotypiques et alléliqugmlymorphisme Arg72Pro du
géene de la p53 dans la population témoin.

Génotype n(%)
N =41
cC 12 (29.26%)
CG 10 (24.39%)
GG 19 (46.34%)
L'alléle C 34 (41.46%)
L'alléle G 48 (58.54%)
50,00% 19(46,34%)
45,00% Fréquences génotypiques du polymorphisme arg72pro
du géne de la p53 dans la population témoin
40,00%
R0 12(29,26%)
et 10(24,39%)
25,00%
20,00%
15,00%
10,00%
5,00%
0,00%
CC CG GG
B Témoins n (%) N=41

Figure 15 : Fréquences génotypiques du polymorphisrg72Pro du géne de la p53 dans
la population témoin
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Nous avons noté une prédominance de la fréquencetygpéque mutée GG chez les
témoins par contre les homozygotes sauvages CEsape un taux de 29.26 % qui est
considérablement équiprobable a la fréquence désdzygotes CG avec un taux de
24.39%. La fréquence de l'allele G est plus impadagar rapport a l'allele C par un taux
de 58.54%.

70,00% Fréquences alléliques du polymorphisme arg72pro
du géne de la pS3 dans la population témoin
60,00% * : 48(58,54%)
50,00%
34(41,46%)
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%
0,00%
L'alleleC L'alleleG
B Témoins n (%) N=41

Figure 16 : Fréquences alléliques du polymorphigngg2Pro du géne de la p53 dans la
population témoin.

Notre population cancéreuse a inclus trois typesatieer : le cancer du poumon, le cancer
du col de l'utérus et le cancer du sein. Le tablsadessous (tableau 06) montre la
répartition génotypique du polymorphisme Arg72Pmasiaque les frequences alléliques

sur les trois types de populations.
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Tableau 06 Fréquences génotypiques et alléliques du polymsmpe Arg72Pro du

gene de la p53 dans la population cancéreuse.

Génotype Cancer du Cancer du col Cancer du Cancer n (%)

poumon de l'utérus sein

n(%) n(%) n(%) _

N =19 N =13 N=9 N =4l
CcC 2 (10.52%) 2 (15.38%) 0 (0%) 4 (9.75%)
CG 11 (57.89%) 9 (69.23%) 5 (55.55%) 25 (60.98%)
GG 6 (31.57%) 2 (15.38%) 4 (44.44%) 12 (29.27%)
L'allele C 15 (39.47%) 13 (50%) 5 (27.78%) 33 (40.24%)
L'allele G 23 (60.53%) 13 (50%) 13 (72.22%) 49 (59.76%

Sur les trois types de cancers, la prédominandeattabuée aux hétérozygotes CG ainsi

que l'allele muté G.

Tableau 07 : Fréquences génotypiques du polymarghisrg72Pro du géne de la p53

dans la population témoin et la population malade.

Cancer n (%) Témoins n (%)
] OR P value

Génotype N =41 N =41

CcC 4 (9.75%) 12 (29.26% - -
GC 25 (60.98%) 10 (24.39% 0.13 0.001
GG 12 (29.27%) 19 (46.34% 0.53 0.34
L'allele C 33 (40.24%) 34 (41.46% - -
L'allele G 49 (59.76%) 48 (58.54% 0.95 0.87

Apres le calcul des Odds ratio et des P value tapamaison des génotypes CC et CG avec

'OR=0.13, P= 0.001, permet de conclure que le ggm CG constitue un facteur de

risque pour le cancer donc il y a une associatiirede génotype CG du polymorphisme
Pro72Arg du géne de la p53 et la survenue de cancer
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70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%

0,00%

Fréquences génotypiques du polymorphisme arg72pro
du geéne de la p53 dans la population témoin et la population malade

25{60.58%)

19({45,34%)

12{29,27%)

12(29,26%)
10{24,35%)

449,75%)

cC GC GG
M Cancern (%) N=41 B Témoinsn (%) N=41

Figure 17: Fréquences génotypiques du polymorph&smé2Pro du géne de la p53 dans

la population témoin et la population malade.

Par contre, les résultats observés lors de la c@igoa du génotype sauvage CC avec le

génotype muté GG montrent une relation non sigatifre avec un OR =0.53 et P= 0.34.

On peut dire que le polymorphisme Arg72Pro du gémda p53 n’est pas associé a la

susceptibilité du cancer.

70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%

0,00%

Fréquences alléliques du polymorphisme arg72pro
du géne de la p53 dans la population témoin et Ia population malade

42(52,76%) 43|58,54%)

34{41.48%

33{40.24%)

L'alléleC L'alléleG
M Cancern (%) N=41 B Témoinsn (%) N=41

Figure 18 : Fréquences alléliques du polymorphigngg2Pro du géne de la p53 dans la

population témoin et la population malade.

Cela est confirmé par la comparaison de l'alleievage C avec l'alléle muté G avec un

OR= 0.95, P=0.87. Ce qui nous permet de conclueel'allele muté n’est pas lié a un

risque de cancer.

37




7

DISCUSSION

L————————— e




Discussion

Récemment, plusieurs études ont fourni des preguesle polymorphisme du p53 au
niveau du codon 72 peut étre en corrélation aveaines tumeurs, comme le cancer du
col de l'utérus, le cancer du sein, et le cancepaiimon. En particulier, les deux alléles

Arg et Pro ont été révélés étre associés a ungiétpvé de cancer.

Dans cette étude, nous avons cherché a détedtéglence du polymorphisme Arg72Pro
dans I'exon 4 de p53, et leurs relations avecdque accru du cancer. En rapport avec
ceci, par PCR, l'amplification du quatrieme exorété réalisée a partir d'échantillons
d'ADN isolés dans 41 cas diagnostiqués et I'excstede ce SNP a été testée par une

enzyme de restriction.

Les résultats obtenus dans notre travail ont réuék différence significative entre les
deux groupes patients et témoins pour le génotgpardeygote CG (OR=0.13, P= 0.001),
ce qui permet de conclure que le génotype CG dasstin facteur de risque dans la

survenue du cancer

L'étude de l'association entre le polymorphisme72Ryo et les différents types de cancer
a montré qu’il n y a pas de différence de l'alRete et de I'allele Arg chez les malades par
rapport aux contréles (OR= 0.95, P=0.87), ce quirgait exclure I'éventuelle association
entre le polymorphisme Arg72Pro et la survenue ahwcer. Ce résultat est parfaitement
partagé avec une étude faite sur le cancer hémgajalmlLe risque de cancer
hématologique a doublé dans Arg / Pro hétérozyguiesapport homozygotes Arg / Arg
(P <0,001 ) , avec une tendance similaire dans kggutes Pro / Pro. (Qdrsted D ait,
2007)

Le polymorphisme du codon 72 du géne p53 ne sdmait pas un facteur de risque
génétique dans le cancer. Ces résultats sont ecomamce avec ceux trouvés dans
plusieurs études réalisées au sein de populationgides géographiques différentes :

En 1994, Beckman et al ont fait part, en Inde, d'uifférence dans la distribution
génotypique du polymorphisme du codon 72 du gérde(B&ckman etl., 1994), ceci a

été confirmé par Inserra et al. Avec une variatatans la distribution alléliqgue et
génotypique du polymorphisme du codon 72 du gérg quik Etats-Unis. (Inserra P et
al.,2003).
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D’autre part, Hamajima et al ont analysé ce SN daY patients de cancer colorectal et
241 témoins dans une population japonaise, etalst pas trouvé de relation significative
entre les fréquences génotypiques ou alléliques gtpe de cancer.

En accord avec des études antérieures sur lel'ssiomac et cancer colorectal en Iran,
nous avons trouvé des différences significativessdies fréquences génotypiques ou
alléliques entre les patients et le groupes témdiwgtahedi, etal., 2010), aussi ces
résultats ont été approuvés de la part de Weng¥iLson équipe ;treize études ont été
identifies comme des articles admissibles danse cetéta-analyse de p53 Arg72Pro
polymorphisme (2731 cas et 7356 témoins), dont saufla leucémie (1266 cas et 4474
contréles), trois sur le lymphome (1359 cas et 2668troles), et une étude sur le
myélome. Les résultats globaux ont suggéeré quaramn Arg72 n'a pas été associée a un
risque malignités hématologiques. Dans les analystestifiees, une augmentation
significative du risque du lymphome hodgkinien & &touvé dans le polymorphisme
Arg72Pro de la p53 avec un modeéle hétérozygotg (ARro vs Arg / Arg: OR =1,18, IC a
95%: de 1,02 a 1,35) et le modele dominant (Argd P Pro / Pro vs Arg / Arg: OR =
1,18, IC a 95%: 1.03 a 1.34), mais aucune assouiatgnificative n'a été observée entre le

risque de leucémie et de polymorphisme Arg72Pria @&3. (Weng edl.,2012)

Cependant nos résultats sont en contradiction egeg issus d’études menées au cours
des dix dernieres années, ou il a été montré useciasion entre le polymorphisme du
codon 72 du géne p53 et le risque du cancer caidrddammano eél,. 2009), aussi avec
les études portant sur I'association entre le cat®p53 polymorphisme et le risque de
cancer gastrique. L'objectif de cette étude étwita@umer la preuve d'une telle relation.
Deux enquéteurs indépendamment recherché sur bHasdennéedviedline et Embase.
Cette méta-analyse a inclus 12 études cas-témmimg;omprenaient 1665 cas de cancer
gastrique et 2358 contrbles. Les résultats combéugda base de toutes les études ont
montré qu'il n'y avait pas de différence significatdans la distribution des génotypes
entre les patients atteints du cancer gastrigleseatontréles. les résultats étaient similaires
chez les Asiatiques (Zhou Yait, 2007).

L’étude de He F et son équipe avec de nombreusees cas-témoins qui ont étudié
I'association entre le polymorphisme du codon 7@ /APro de la p53et le risque de gliome,
des résultats contradictoires. Pour mieux compeetarpathogenese de gliome, ils ont
effectué la présente méta-analyse regroupant leséds de toutes les études individuelles
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disponibles. Selon les critéres d'inclusion, diklmations indépendantes avec 11 études
cas-témoins ont été inclus dans cette méta-analysdds ratio combiné (OR) avec un
intervalle de confiance de 95% (IC a 95%) a étéutélpour estimer I'effet de la variante
72 Arg / Pro sur le développement du gliome. D&armsemble, aucune corrélation notable
n'‘a été observée entre les études compléetes dasde® modéles de genesle(F et
al.,2013)

De plus, dans les analyses stratifiees selon if@rigthnique, la source des controles et

sous-types de gliomes, ne modifie pas le risquglidme.

De nombreux travaux ont étudié l'association detmplymorphisme codon 72 et le risque
de cancer de la vessie au cours des deux derniécesnies, mais les résultats étaient peu
concluantes. Soulitzis et al. (2002) ont trouveé lgsesujets porteurs du génotype Arg / Arg
ont un risque accru de développer le cancer deessi® chez les Blancs (P<0.00002;
OR=4.69 95%CI 2.13-10.41). Mais les données laemtte de Zhang et al (2011)
suggerent que le génotype Arg / Arg du codon 72rgt allele est associé a un faible
risque de cancer de la vessie (P=0.02, OR=0.5%3 0.31-0.89)

Le polymorphisme du codon 72 de la TP53 se prathnis une région riche en proline qui
a été rapporté a jouer un essentiel ; réle dansolasance de la répression et les fonctions
apoptotiques de P53 protéine (Dumont et al., 2008.variants polymorphes Arg et Pro
different dans leur capacité de se lier a la traptien (Chang e#l., 2002) . Le variant Arg

a été signalé a induire I'apoptose des cellulesigprimer la transformation des cellules

plus efficacement que le variant Pro (Dumordlet2003).

Des cancers différents ont des fréquences génotypicet alléliques différentes de
polymorphisme du codon 72 de p53.Toutefois, lorsmugs avons regroupé les trois types

de cancers.

D’'une part, nos résultats doivent étre confirméssdd’autre étude indépendante, D’autre
part, il existe plusieurs limites dans notre traedbns : la taille de I'échantillon, la durée

limité du travail, I'hnétérogénéité des cancers &sid
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Conclusion

Le développement du cancer est influencée par daicenombre de facteurs, y compris le
sexe, l'age, les facteurs environnementaux, deditamms héréditaires, divers facteurs
génétiques. Parmi ces derniers, le géne suppresigetmmeur P53 qui représente un
puissant candidat a moduler le risque de cancestdtun des genes les plus fréquemment

muté dans tous les types de cancers (Dans 50 #adesrs humains).

Dans ce contexte nous avons cherché a démontraropa travail le potentiel effet du
polymorphisme Arg72Pro du géne P53 sur la survelnusancer.

Les résultats obtenus dans notre travail ont réwelé différence significative de la
répartition des fréquences génotypiques entre ¢éex djroupes patients et témoins. De
plus, I'étude de l'association entre le polymorpies Arg72Pro et la susceptibilité du
cancer a permis de conclure que le génotype CGtitensin facteur de risque dans la
survenue du cancé®R=0.13, P= 0.001).Par contre, ceci n'était padicoga par I'étude
des fréquences alléliques qui a montré qu’il n yaa de relation entre l'allele Arg et le

cancer.

Cependant, le faible nombre de notre échantillorm@éades reste insuffisant pour une
conclusion définitive quant a cette absence d’aason. Il est donc essentiel d’'élargir

I'échantillonnage des patients mais aussi, expldi@atres parametres ainsi que d’autres
genes de la voie p53 susceptibles d’étre impliquésdia survenue du cancer.
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Annexe

La séquence de la P53 EXON 4 279 bp Arg72Pro

gt gggaagcgaaaat t ccat gggact gactttctgctcttgtctttcagacttcc

t gaaaacaacgt t ct ggt aaggacaagggt t gggct ggggacct ggagggct ggg

gacct ggagggct ggggggct ggggggct gaggacct ggt cct ct gact gectctt
ttcacccat ct acagTCCCCCTTGCCGTCCCAAGCAATGGATGATTTGATGCTGT

CCCCGGACGATATTGAACAATGGTTCACTGAAGACCCAGGTCCAGRIGAAG
CAGAATGCCAGAGGCTGCTCM@IGGCCCCTGCACCAGCAGCTCCTACACCG
GCGGCCCCTGCACCAGCCCCCTCCTGGCCCCTGTCATCTTCTGTEAGAITCC
AAACCTACCAGGGCAGCTACGGTTTCCGTCTGGGCTTCTTGCATTATBGGGGA
CAAGTCTGTGACTTGCALGagt t gccct gaggggct ggctt ccat gagactt

caat gcctggccgtatccccctgecatttcttttgtttggaactttgggattcctc
ttcaccctttggcttcctgtcagtgtttt



Résumé

TP53 est un gene suppresseur de tumedrgumpdans le développement de
plusieurs types de cancer. Il a été rapporté guamiation d’'une base au niveau du codon
72 de ce gene, a l'origine d’'une substitution d'@reline (Pro) par une Arginine (Arg),

pourrait accroitre le risque de la carcinogénese.

L'objectif de notre travail était d'évaldarfréquence du polymorphisme Arg72Pro
et de rechercher une éventuelle association emtrpotymorphisme et la survenue du

cancerlLe polymorphisme a été recherché par la PCR/RFLP.

Les résultats obtenus dans notre étudeéosté une différence significative entre
les deux groupes patients et témoins pour le ggeohétérozygote CG (OR=0.13, P=
0.001), ce qui permet de conclure que le génotypec@nstitue un facteur de risque dans

la survenue du cancer.

Cependant, I'étude de l'association entrepdgymorphisme Arg72Pro et les
différents types de cancer a montré qu’il n y ageaslifférence de l'alleéle Pro et de l'allele
Arg chez les malades par rapport aux controles (OB5, P=0.87), ce qui pourrait exclure

I'éventuelle association entre le polymorphisme72i@ro et la survenue du cancer.

Ces résultats ne peuvent pas étre confirmaiife, étude plus large est nécessaire,
en plus il sera utile de prendre en considératianttes parametres cliniques et génétiques

et d’inclure d’autre types de cancer.
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Abstract

TP53 is a tumor suppressor gene involved in theeldpment of several types of
cancer. It has been reported that a base variaiotodon 72 of this gene, lead to a

substitution of Proline (Pro) by Arginine (Arg), snencrease the risk of carcinogenesis.

The purpose of our study was to asdessréquency of Arg72Pro polymorphism
and seek a possible association between this pophison and the occurrence of cancer.

The Arg72ro polymorphism was investigated by PGELP

The results obtained in our research lledea significant difference between the
patients and control groups for the heterozygoustype GC (OR = 0.13, P = 0.001),
which allows to conclude that the CG genotypenslafactor in the onset cancer.

However, the study of the associatiorwken the polymorphism Arg72 Pro and
various types of cancer has shown that no diffexemmc allele Pro and Arg allele
frequencies in patients compared to controls (OR35S , P = 0.87), which could exclude
the possible association between the polymorphism72Pro and the occurrence of

cancer.

These results cannot be confirmatotgrger study is will be necessary, in addition
it will be useful to consider other clinical andngéic parameters and include other types of

cancer.
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Résumé

TP53 est un géne suppresseur de tummaliqué dans le développement de plusieurs types|de
cancer. Il a été rapporté qu’'une variation d’'unsebau niveau du codon 72 de ce gene, a l'origine
d’'une substitution d’'une Proline (Pro) par une Anmge (Arg), pourrait accroitre le risque de la
carcinogénese.

L’'objectif de notre travail était d'évatula fréquence du polymorphisme Arg72Pro et de
rechercher une éventuelle association entre cemmophisme et la survenue du cancer. Le
polymorphisme a été recherché par la par PCR/RFLP.

Les résultats obtenus dans notre étuderémelé une différence significative entre lesxdeu
groupes patients et témoins pour le génotype hatgode CG (OR=0.13, P= 0.001), ce qui permet de
conclure gque le génotype CG constitue un facteuisdeie dans la survenue du cancer.

Cependant, I'étude de l'association detqgolymorphisme Arg72Pro et les différents types d
cancer a montré qu’il n y a pas de différence aéele Pro et de l'allele Arg chez les malades par
rapport aux controles (OR= 0.95, P=0.87), ce quirgat exclure I'éventuelle association entre le
polymorphisme Arg72Pro et la survenue du cancer.

Ces résultats ne peuvent pas étre confifsnatine étude plus large est nécessaire, en phgsal
utile de prendre en considération d’'autres parasétiniques et génétiques et d’'inclure d’autreesyp
de cancer.
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