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Introduction

Le Mercredi 5 Février 2015 El Watan rapporte des chiffres alarmants de
statistiques sur le cancer et écrit: « Environ 50.000 nouveaux cas de cancer sont recensés
chaque année en Algérie, dont 1.500 enfants, soit une moyenne de 5 nouveaux cas par
heure enregistrée chez les adultes, et 4 nouveaux cas par jour chez les enfants ». 11 s’agit

d’un probléme épineux de santé publique.

La cancérogénése est un processus conduisant a la formation d’une tumeur
cancéreuse (Oliveira et al., 2007). Ainsi, le cancer est une pathologie de ’ADN qui aura
pour conséquence la prolifération rapide et incontr6lée des cellules anormales, liée a une
perte de 1’équilibre entre les mécanismes de défense de 1’organisme et les forces qui
provoquent I’anarchie cellulaire. Ces dernieres sont multiples est imparfaitement connues :
la prédisposition génétique au cancer, radiation et les facteurs environnementaux (Yarbro

et al, 2010).

Le cancer est considéré comme une maladie génétique liée a I’acquisition
progressive de 5 a 10 mutations conductrices dans une seule cellule (Stratton et al.,
2009). De nombreuses altérations génétiques, affectant principalement des genes
suppresseurs de tumeurs ou des proto-oncogenes, sont retrouvées dans les cancers humains
et peuvent conduire a la génération de plus d’une centaine types de tumeurs différentes

(Hanahan et Weinberg, 2011).

Le cancer de ’endométre se développe dans le tissu qui tapisse la paroi intérieure
du corps de l'utérus, la partie de 1'utérus ol se déroule la grossesse. La plupart des cancers
de I’endomeétre sont des adénocarcinomes (cancers qui débutent dans les cellules qui
produisent et libérent du mucus et d’autres fluides). Le cancer de I’endométre est la
néoplasie gynécologique la plus fréquente, représentant environ 6% des cancers chez la
femme. Au quatrieme rang des cancers féminins, ce cancer touche surtout les femmes entre

50 a 59 ans, dont 20 a 25% sont des femmes pré-ménopausées.

La protéine P53 codée par le gene suppresseur de tumeur de méme nom, est
hautement régulée, sa fonction majeure est de réguler la transcription de genes cibles en
réponse a différents stress pour induire une réponse adaptée. Les deux réponses principales

sont l'arrét de croissance et I'apoptose (Zilfou et Lowe, 2009).
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Introduction

De trés nombreux polymorphismes ont été décrits pour le gene pS3 et parmi eux
le polymorphisme déterminé au niveau du codon 72 entraine une substitution d'une Pro en

Arg, responsable de la diminution de 1’activité de la protéine.

Les objectifs de notre étude sont :

» Maitriser les outils et les techniques de base de biologie moléculaire (PCR et
RFLP).

» Etablir la fréquence de polymorphisme Arg72pro du géne p53 au sein de notre sujet
cancéreux et patient supposés sains.

» Rechercher la corrélation entre le polymorphisme du codon 72 du gene p53 et la

survenue de cancer de ’endometre.
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Partie bibliographique Rappel

1. L’utérus

L’utérus est 'organe de gestation, aplati en forme de poire mesurant environ 7 cm
de long en dehors de la grossesse, il est situé dans la partie médiane du pelvis, entre la
vessie en avant, le rectum en arriere, est un organe creux destiné a accueillir, a héberger et
a nourrir I’ovule fécondé. L’utérus est soutenu dans le bassin par le ligament large, et il est
ancré antérieurement et postérieurement par les ligaments ronds de 1'utérus et les ligaments

utéro-sacraux respectivement (Marieb, 2008).

Ligament de Endomeétre Ligament Trompe de Fallope
la trompe Corne de I'ovaire
Ovaire

Ligament

Isthme Pavillon
large

‘_
«——— Myométre

Col ou cervix

Ligament rond Vagin

Ligament utéro-sacré

Emplacement de I'hymen © Georges Dolis

Petites levies —— 12— Utérus, ovaires, vagin

Figure 01 : les organes génitaux internes de la femme (Marieb, 2008).

La partie la plus volumineuse de I’utérus est son corps. La partie arrondie située au-
dessus du point d’insertion des trompes est le fundus de 1'utérus. La partie le plus étroite
qui constitue Iorifice de 1'utérus et qui fait saillie dans le vagin, localisé plus bas est le col
de I'utérus. Sa muqueuse, I'endometre, procure un environnement au développement foetal
et sa paroi musculaire épaisse, le myometre, qui s'accroit énormément durant la grossesse,
joue un role dans la protection du feetus et dans son expulsion a l'accouchement. L utérus

est parcouru de vaisseaux sanguins et de vaisseaux lymphatiques (Marieb, 2008).
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Partie bibliographique Rappel

2. Anatomie de ’endomeétre

L'endométre correspond a la muqueuse interne de 1‘utérus. Il est constitué d‘un
épithélium prismatique uni stratifié (cilié ou non selon le stade fonctionnel) avec sa lame
basale, des glandes utérines, un tissu conjonctif (stroma) hautement spécialisé riche en
cellules contenant les vaisseaux sanguins, notamment les arteres spiralées branches des
arteres utérines, ainsi qu'un systeme de drainage veineux. On distingue au niveau de
I‘endomeétre deux couches :

- la couche fonctionnelle : siege au niveau des deux tiers supérieurs de la muqueuse,
montre une épaisseur variable, elle témoigne de modifications cycliques, et elle est
régulicrement éliminée.

- la couche basale: située en profondeur au niveau du tiers inférieur de 1‘endometre,
elle n‘est que peu influencée par le cycle, et elle n‘est pas éliminée par desquamation.
Clest a partir d‘elle que la couche fonctionnelle se reconstruit (Bayer et Decherney,

1993).

3. Physiologie de I’endométre

L’endometre est I'un des tissus les plus complexes, subissant a 1’état physiologique
des modifications prolifératives et sécrétoires permanentes sous le controle de I’axe

hypothalamo-gonadique (Ballester, 2013).

Pendant la période de la reproduction, I’endomeétre subit des modifications
morphologiques et physiologiques caractérisées par une croissance, une différentiation
sécrétoire et en I’absence de fécondation, une menstruation et une régénération, ceci
impliquent surtout la partie fonctionnelle de I’endométre, au niveau de la partie basale les
modifications morphologiques sont minimes .Ces modifications morphologiques de
I’endometre sont sous le controle des estrogenes et de la progestérone (Ces deux hormones
agissent sur le développement de 1°‘endometre) sécrétés par ’ovaire de maniere cyclique,
et des facteurs de croissance et des enzymes synthétisés par ces hormones. La premiere
phase (phase proliférative) est sous la domination essentielle des cestrogenes. Ils stimulent
le développement des cellules muqueuses et l‘endométre va atteindre environ 5 mm
d‘épaisseur (10 mm pour les deux faces de la cavité utérine) lors de I‘ovulation (Ballester,

2013).
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Partie bibliographique Cancer de ’endométre

1. Définition

Le cancer de l'endometre (CE) est le cancer gynécologique le plus fréquemment
diagnostiqué chez les femmes en Europe, aux USA et au Japon (Purdie et Green, 2001).
Le CE est une tumeur maligne c'est-a-dire une masse composée de cellules qui ont perdu
leur différentes fonctions, leur capacité de se réparer ou de mourir et vont alors se

multiplier a I'infini aux dépens du tissu sain et de ’organisme (Le Digabel, 2014).

La carcinogenese est un processus progressif s'accompagnant de modifications
génétiques, biochimiques et morphologiques. Le CE fait suite a des lé€sions d'hyperplasie
glandulaire atypique du fait d'une hyperstimulation de 1'endomeétre par les cestrogénes mais
certains types de cancers de I’endometre, plus rares, sont cestrogene-indépendants et sans
hyperplasie précessive (Kurman et Norris, 1982; Mutter et al., 2000). Bien que certains
mécanismes de carcinogenese dans les cancers gynécologiques soient mieux compris, en
partie grace a la biologie moléculaire, il est nécessaire de poursuivre ces investigations

(Silverberg, 2000).

2. Epidémiologie

Environ 320 000 femmes sont diagnostiquées avec un cancer de 1'endometre dans le
monde. Il est plus fréquent dans les pays développés (Galaal et al., 2014). C’est le sixieme
cancer le plus fréquent chez les femmes, chaque année 76 000 femmes meurent de ce
cancer. La survie relative a 5 ans est de 76% en France. En 2010, le nombre de déces
secondaires a ce cancer est estimé a 1900 personnes (Suh et al., 2012) .Aux USA, ce

cancer représente la 8eme cause de mortalité par cancer chez la femme avec 7780 déces en

2009 (Wright et al., 2009).

3. Le développement d’un cancer de ’endométre
3.1. Naissance du cancer

Les cellules cancéreuses sont originaires de la composante glandulaire de la
muqueuse utérine. Elles forment une masse polypoide tres friable avec une composante
superficielle nécrotique. Ce qui explique la prédominance (90%) des métrorragies comme

symptome révélateur (Gallon, 2004).
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Partie bibliographique Cancer de ’endométre

La plupart des cancers ont pour point de départ la face postérieure de 1'utérus.
Avec son développement le cancer va s'étendre sur une surface plus importante de
I'endometre, puis vers le segment Inférieur de l'utérus, puis vers le col. L'invasion du

myometre est simultanée (Gallon, 2004).
3.2. Diffusion

Lorsqu’un cancer apparait, les cellules cancéreuses sont d’abord peu nombreuses et
limitées a I’épithélium de ’endometre ; on parle de cancer in situ Avec le temps et si aucun
traitement n’est mis en place, les cellules cancéreuses franchissent la limite de
I’épithélium. La tumeur s’étend plus profondément dans la paroi de ’utérus, d’abord dans
le tissu conjonctif de I’endometre, puis dans le myometre, On parle alors de cancer invasif

(Lodish et al., 2000).

Le cancer peut s’étendre au col de 1'utérus ou a la séreuse utérine, puis au-dela de
I’utérus et envahir les structures et organes voisins : les trompes de Fallope, les ovaires, le
vagin, les parametres, les ganglions lymphatiques proches (pelviens ou para aortiques), la
vessie, I’intestin. Parfois, des cellules cancéreuses se détachent de la tumeur, empruntent
les vaisseaux lymphatiques ou sanguins et s’implantent dans d’autres parties du corps plus
¢loignées comme les ganglions lymphatiques de I’aine et de 1’abdomen ou encore les

poumons, le foie, les os ou le cerveau, ou elles forment des métastases (Halperin et al.,

2001; Mariani et al., 2002).
4. Etiologie et facteurs de risque du cancer de I’endométre

A Theure actuelle, les causes de I’apparition de la CE ne sont pas claires. Certains
facteurs de risque ont été identifiés. Un facteur de risque augmente le risque d’apparition
du cancer, mais n’est ni suffisant ni nécessaire pour provoquer le cancer. Il ne constitue pas

une cause en soi (Countries et al., 2007).

Les principaux facteurs de risque sont multiples : facteurs hormonales, facteurs

génétiques, facteurs métaboliques (obésité, hypertension)...
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4.1. L’Age

C'est le principal facteur de risque non modifiable et le plus important (Oldenburg
et al., 2013). L’adénocarcinome de I'endométre survient, dans 80 % des cas, chez des
patientes ménopausées, avec une forte incidence entre 50 et 65 ans .avant 40 ans il ne

présente que 5 % (Trévoux et Collectif, 2009).
4.2. L'obésité

I’obésité a un faible effet sur la concentration de I’cestradiol mais, c’est une cause
de l'augmentation de la fréquence des cycles menstruels irréguliers et anovulatoires

résultant de la réduction de la phase lutéale progestéronique (Punyadeera et al., 2003).
4.3. Les médicament

Pour les femmes qui possedent des antécédents personnels de cancer du sein, le

risque est également plus élevé si elles ont été traitées par tamoxifene (Rose, 1996).

Le tamoxiféne est un anti-cestrogene, de sorte qu’une diminution du risque pourrait
étre attendue mais, le tamoxiféne possede aussi un effet stimulant sur I’endometre, ce qui

peut favoriser le développement ou la croissance du cancer de I’endométre (Rose, 1996).
4.4. Le diabete et 'hypertension :

On retrouve trois fois plus de diabete que dans la population générale car le diabete

modifie le taux d’cestrogenes et ses effets (Gallon, 2004).

L'hypertension pourrait €tre associée a un risque plus élevé du cancer de

I’endométre, mais les raisons de cette association restent peu claires (Gallon, 2004).

4.5. Les facteurs hormonaux

» L’cestrogéne et la progestérone
La plupart des cancers de I’endométre ont besoin d’cestrogénes pour se développer.
En I’absence d’cestrogenes, ils cessent de croitre ou croissent plus lentement. Aussi, les
facteurs qui augmentent le risque d’apparition du cancer de I’endometre sont liés aux

cestrogenes.
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Les cestrogenes entrainent la prolifération de 1’épithélium endométrial alors que la
progestérone transforme le tissu en prolifération en tissu sécrétoire, propice a
I'implantation (Punyadeera et al., 2003). C'est ce processus qui, lorsqu’il est déséquilibré,
peut mener a I'hyperplasie du tissu endométrial et conduire au développement du cancer

(Lethaby et al., 2004).

Des niveaux élevés d'cestrogénes en circulation sanguine chez la femme

augmentent les risques de cancer de I'endometre (Zeleniuch-Jacquotte et al., 2004).

Les hormones de remplacement a la ménopause sans progestatif seraient associées

a I’adénocarcinome de I'endometre (Persson et al., 1989; Muggia et Oliva, 2009).

» Les androgeénes plasmatiques
Plusieurs études ont montré que le risque de 1’adénocarcinome de I’endomeétre
augmente chez les femmes pré et post ménopausées avec I’augmentation du taux

plasmatique des androgenes (Bonney et al., 1986).

4.6. La ménarche précoce et la ménopause tardive

La plupart des études ont constaté que la ménarche précoce et la ménopause tardive
sont positivement associés au risque de ’adénocarcinome de l'endométre (Tortolero-Luna
et Mitchell, 1995). Une association avec des cycles menstruels longs ou irréguliers a aussi

été rapportée (Caanen et al., 2015).

5. Génétique du cancer de I’endometre

Le CE est une cause majeure de morbidité et mortalité de la femme dans le monde

(Cramer,2012). Il est d’origine génétique (Shai et al., 2014).

Il existe deux principaux types de CE qui se different sur les plans clinique,
histologique et génétique (Tableau 1). Selon chacun de ces deux types ont déterminé des

altérations génétiques différentes:

4+ Pour le type 1 ou cancer endométrioide : quatre anomalies génétiques différentes
peuvent survenir : dans le gene PTEN, des mutations instabilité des microsatellites
par mutations des génes MLH1, MSH2, MSH6, k-RAS et f3-caténine (Oehler et al.,
2003).
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+ Pour le type 2 ou cancer non-endométrioide : des mutation de 7P53 ou de
perte d’hétérozygotie (LOH) sur différents chromosomes ainsi qu’une amplification
d’HER2-neu qui est associée a 1’absence de récepteurs aux cestrogénes et pourrait
étre liée a I’évolution métastatique de la maladie (Matias-Guiu et al., 2001;

Oehler et al., 2003).

5.1. Aspects de génétique moléculaire associés aux carcinomes endométrioides de

I’endomeétre

Ce type de cancer est souvent associé¢ au syndrome de lynch et plus encore au

systeme MSI et MMR

» Instabilité des microsatellites (MSI)
Les microsatellites caractérisent des séquences d’ADN répétées non codantes, qui se
retrouvent disséminées dans ’ADN de tout sujet, qui ont une transmission mendélienne
co-dominante, avec un grand polymorphisme, on ne connait pas leur réle ni leur origine

(Rech et al., 2014).

MSI est I’accumulation progressive d’altérations au niveau des microsatellites, au
niveau de genes régulateurs a un role promoteur au niveau de la carcinogenese. MSI est
retrouvée dans 17 a 25% des formes sporadiques de CE de type I et trés rarement dans les

CE de type II et surviendrait précocement dans le processus pathologique (Catasus et al.,

1998; Salvesen et al., 2000).

Les anomalies des génes impliqués dans la réparation de ’ADN (genes MMR) qui
codent pour des enzymes responsables de la réparation des anomalies survenant au cours
de la réplication de I’ADN. Augmentent le risque de cancer de ’endométre (Esteller et al.,

1998).
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Les geénes essentiels sont :
e MLH-1

Est un gene comportant 19 exons codant pour une protéine de 756 acides aminés. Ce
geéne est ’homologue humain de MutL qui est un géne de réparation de ’ADN du

systtme MMR de Escherichia Coli. Il est localisé en 3p21.3 (Drost et al., 2010).

e MSH-2
Le gene MSH2 comporte 16 exons codant pour une protéine de 934 acides aminés. Il est

localisé en 2p21 (Drost et al., 2010).
e MSH-6

Le gene de MSH6 comporte 10 exons codant pour une protéine de 1360 acides aminés. 11

est localisé en 2p16 (Hegde et al., 2014).

Dans le CE, il s’agit le plus souvent d’anomalies conduisant a I’inactivation
épigénétique ou a I’extinction de ces genes et non pas de mutations, comme par exemple
I’hyperméthylation des ilots CpG du promoteur de ces genes (Esteller et al., 1998). Les

cancers de ’endomeétre avec MSI auraient un meilleur pronostic (Maxwell et al., 2001).

» PTEN

Est un géne suppresseur de tumeur localisé sur le chromosome 10 qui code pour
une protéine a 403 AA. Ce gene ayant une fonction tyrosine kinase et une activité
phosphatasique lipidique et protéique (Mutter et al., 2000). Cette protéine est impliquée
dans P’arrét du cycle cellulaire en phase G1/S, de plus, elle intervient sur le mécanisme de
I’apoptose (Wu et al., 2003). Plus de 80% des adénocarcinomes endométrioi des et plus de
55% des lésions précancéreuses de ’endometre révelent une perte d’expression de PTEN
suggérant la précocité de survenue de cette anomalie dans le processus de carcinogenese,
cette perte d’expression étant par ailleurs le plus souvent liée & une mutation et plus

rarement a une perte d’hétérozygotie (LOH) (Mutter et al., 2000).

> K-ras

Le geéne K-ras situé sur le chromosome 12 humain de 21 kDa, est une petite
GTPase membranaire fonctionnant comme un interrupteur moléculaire durant la

signalisation cellulaire et est impliqué dans la croissance et la différenciation tumorales.
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Les mutations de K-ras ont été mises en évidence dans 19 a 46% des cancers

endométrioides de I’endométre (Slomovitz et al., 2015; Ellenson, 2016).

» f-caténine
La f-caténine est une molécule multifonctionnelle capable a la fois de controler

I’adhérence cellulaire et de participer a la transmission du signal relayé par les facteurs de

la famille (Montross et al., 2000).

Le gene de la f3-caténine est situé sur le chromosome 3 (3p21) et code pour une
protéine de 88 kDa qui joue un rdle essentiel dans I’organisation du cytosquelette et
I’adhésion intercellulaire médiée par I’E-cadhérine. Les mutations de la B-caténine sont
présentes dans 30 a 40% des cancers endométrioides de I’endométre et conduisent a
I’accumulation de f3-caténine dans le cytoplasme et a sa translocation dans le noyau de la
cellule ou elle active directement ou indirectement ses genes cibles (c-myc, cycline D)

(Moreno-Bueno et al., 2002; Schlosshauer et al., 2002).

5.2. Altérations génétiques dans les carcinomes non endométrioides de I’endometre

Deux geénes ont montré un impact potentiel dans le CE : le géne TP53 et le gene HER2-neu

» TP53
La mutation de TP53 conduit a la synthése d’une protéine non fonctionnelle qui va
s’accumuler agissant comme un inhibiteur dominant négatif de la protéine p53 sauvage
.Dans des cellules exprimant une p53 mutée, il n’y a ni arrét cellulaire, ni apoptose. 71 a
85% des tumeurs séreuses papillaires et 75% des carcinomes intra-épithéliaux (EIC) de
I’endomeétre sur-expriment p53, révélant la précocité des anomalies dans le processus de

carcinogenese (Erkanli et al., 2004; Robboy, 2009; Merritt et Cramer, 2010).

» HER2-neu
HER2 est le nom plus connu du gene ErbB2. HER2 ou HER2/neu (human

epidermal growth factor receptor 2), c’est-a-dire récepteur 2 du facteur de croissance
épidermique humain. Le r6le du HER?2 est de contrdler une protéine située a la surface des
cellules qui les aide a croitre. Si le gene HER2 change, cela favorise la croissance d’une
tumeur (Moasser, 2007). La surexpression d’HER2-neu et ’amplification de ce géne ont

été retrouvés dans respectivement 45 et 70% des tumeurs séreuses papillaires de

I’endométre (Halperin et al., 2001; Robboy, 2009 ).
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6. Classification

Il existe deux types de CE qui different sur les plans clinique, histologique et

génétique (Oehler et al., 2003).

Une classification anatomopathologique qui repose sur la description histologique
des tumeurs (Annexe 1 et 2). Les médecins utilisent le stade du cancer afin d’évaluer
I’extension du cancer et le pronostic de la patiente. Dans le cas du cancer de I’endometre,
le systeme de stadification de la Fédération internationale de Gynécologie-Obstétrique

(FIGO) est généralement utilisé.

Tableau 01 : classification clinique du cancer de I’endometre de type I et 11

(Oehler et al., 2003).
Parametres Adénocarcinome Type 1 Adénocarcinome Type 2
Age 50-60 ans 60-70 ans
Obésité Fréquente Indifférente
Stimulation estrogénique Fréquente Indifférente
Endometre Hyperplasie Atrophie
Précurseur Hyperplasie atypique ou EIN EIC (carcinome endométrial
(néoplasie endométriale intraépithélial)
intraépithéliale)
Evolution Lente Rapide
Type Endométrioide Séreux papillaire ou cellules
claires
Biologie moléculaire MSI: 17225 % MSI :0a5%
PTEN inactivation : plus de 55% | PTEN inactivation : 10%
Mutations K-ras : 19 246 % Mutations K-ras : 0 a 5%
Mutations S-caténine : 30 a40% | Mutations S-caténine : 0 a 3%
Mutations 7P53 : 10 a 20% Mutations TP53 : 75 %
HER2/neu : NR HER2/neu : 45 2 70%
Familial HNPCC
Extension Ganglions lymphatiques Péritoine
Métastases ovariennes Fréquente Rares
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Pronostic Bon Mauvais

» Grade histologique
Le grade désigne le degré d’agressivité d’une tumeur. Il est défini par les
différences d’aspect et de comportement des cellules de la tumeur par rapport aux cellules

normales observés au microscope (Noél et al., 2002).
Le grade s’échelonne de [ a 11 :

o Grade I : tumeur tres différenciée.
o Grade II : tumeur moyennement différenciée

o Grade III: tumeur totalement indifférenciée

7. Symptomes

Du fait d'une évolution généralement lente, le CE ne se signale pas par des
symptomes tres caractéristiques. Le signe le plus fréquent du cancer de ’endométre est un
saignement vaginal. Il s’agit essentiellement (95 a 98 % des cas) de métrorragies post-
ménopausiques ou péri-ménopausiques, en général spontanées, indolores et peu
abondantes. 11 y a d’autres symptomes comme les leucorrhées voire pyrométrie, pesanteurs
ou douleurs pelviennes, troubles urinaires, parfois le frottis de dépistage (rare), traduit une

extension au col utérin (Scotté et al., 2002).

8. Pronostic

Le pronostic du CE limité au corps utérin dépend principalement de la profondeur
de l'invasion myométriale, de la présence d‘emboles vasculaires, du grade histologique et

du statut ganglionnaire (Boronow et al., 1984 ; Creasman et al., 1987).

Son pronostic reste relativement favorable avec un taux de mortalité par cancer qui

reste le plus faible en comparaison a d’autres cancers féminins (Sorosky, 2008).

L’age est considéré par plusieurs auteurs comme facteur pronostic : dans leur essai
randomisé, Creutzberg et al. Ont retrouvé 1’age de 60 ans ou plus comme facteur prédictif

indépendant de mortalité par cancer de I’endometre au stade I (Creutzberg et al., 2015).

9. Diagnostic
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Le diagnostic du CE est suspecté devant des métrorragies, apres exclusion d’une

pathologie du col par un examen gynécologique (Denschlag et al., 2011).

Le prélevement peut étre effectué soit par une biopsie de I'endometre soit par un
curetage de la paroi interne du corps et du col utérin, parce que seules I’observation et
I’analyse de tissus de I’endometre, prélevés par ce ci, permet d’établir un diagnostic

définitif (Dimitraki et al., 2011).

9.1. Examen clinique (INCA ,2009)
Un examen gynécologique est pratiqué afin d’évaluer la localisation et le volume de
la tumeur ainsi que pour déterminer si elle s’est étendue a d’autres organes du bassin suivi

d’un interrogatoire pour
9.2. Examen radiologique.

Il s’agit notamment d’un examen de I'utérus par échographie (CNGOF). Une
sonde est introduite dans le vagin afin d’étre plus proche de 1’'utérus et de permettre ainsi
un meilleur examen. Cette technique est appelée échographie par voie vaginale. Durant cet
examen, ’épaisseur de I’endomeétre est mesurée. Si celle-ci dépasse 3 ou4d mm, un
¢chantillon du tissu de I’endometre (biopsie) est prélevé. Des examens complémentaires
tels qu’une radiographie du thorax, une échographie abdominale et un scanner abdominal

peuvent €tre réalisés afin d’exclure la présence de métastases (Fishman et al., 2005).

L’IRM est I’examen de référence pour le cancer de I’endometre. Cet examen permet la
réalisation d’un bilan d’extension locorégionale (pénétration du myométre, envahissement
ganglionnaire, extension cervicale) (Rieck et al., 2005). En IRM, la disparition de la zone

de jonction est prédictive d’un envahissement du myometre (Cabrita et al., 2008).
9.3. Examens biologiques

Sur le plan biologique, le dosage du CA125 a montré un intérét dans les formes
avancées. Une élévation du CA125 est corrélée a la présence de localisations extra-utérines

(Ginath et al., 2002).
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9.4. Examen anatomopathologique

Il s’agit de I’examen des cellules tumorales en laboratoire, par dissection d’un

échantillon de la tumeur.

10. Traitement

Le traitement principal du CE repose sur l‘exérese chirurgicale. L‘objectif des
techniques préopératoires est de sélectionner au mieux les patientes ayant un bénéfice a un
traitement chirurgical incluant une lymphadénectomie pelvienne et lombo-aortique, geste
lourd présentant une morbidité important notamment dans cette population de patientes

souvent ménopausées et souvent porteuses d‘autres comorbidités (May et al., 2010).

D’autres traitements peuvent étre utilisés : la curiethérapie, la radiothérapie externe
et, plus rarement, la chimiothérapie et ’hormonothérapie. Ces traitements peuvent étre
utilisés seuls ou étre associés entre eux. IlIs peuvent avoir pour objectif, selon les cas

(INCA-2013) :

o de supprimer la tumeur et/ou les métastases.
o de réduire le risque de récidive.
o de ralentir le développement de la ou des métastases.

o de traiter les symptomes engendrés par la maladie.
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II. La P53

1. Historique

La protéine P53 a été découverte pour la premiere fois en 1979 comme un antigéne
spécifique de certains sarcomes induits chimiquement dans les souris (DeLeo, Jay et al.
1979). Elle a été également trouvée dans les cellules cancéreuses ou transformées par
certains virus (Lane et Crawford 1979; Cesario et Marcus, 2011). Son expression est
augmentée dans le cas de stimulation de la prolifération cellulaire. elle a été considérée
comme un proto-oncogene (Lodish et al., 2000). Cependant au 1989 la p53 est identifiée
comme suppresseur de tumeur suite a l'observation de la perte de son activité dans de
nombreuses tumeurs humaines et murines (Nigro et al., 1989; Hollstein et al., 1991;

Hollstein et al., 1994).

2. Le gene P53

Le geéne p53 code pour un facteur de transcription qui joue un rdle essentiel dans

la régulation de cycle cellulaire, il est situé en17q13 (Aylon et Oren, 2007; Heron, 2009).

Ce gene est constitué de 11 exons. La séquence codante commence dans le
deuxieme exon et se termine dans le dernier exon. Il code pour une protéine nucléaire de
poids moléculaire de 53.000 daltons, constitué¢ de 393 AA. C’est une protéine ubiquiste
présente dans tous les tissus normaux étudiés a des taux cytoplasmiques faibles (Aylon et

Oren, 2007).

Le gene P53 appartient a la famille des genes suppresseurs de tumeurs (appelée
anti-oncogenes). Ces genes sont, dans les cellules normales, sont des régulateurs négatifs
de la prolifération cellulaire. Ils empéchent ainsi une prolifération excessive. Lorsqu’ils
sont absents ou déficients, ils peuvent étre a l’origine de certains cancers. Ces génes
agissent selon le mode récessif. En effet I’inactivation des deux alleles est nécessaire pour

produire la perte de fonction (Rivlin et al., 2011)
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Figure 02 : Structure du gene p53 (Aylon et Oren, 2007).
3. La protéine p53

La protéine p53 est une phosphoprotéine nucléaire de 393 acides aminés d’une
masse moléculaire de 53 kDa, On la trouve en tres petite quantité dans les cellules
normales, mais en grande abondance dans les cellules transformées en culture ou dans les
tumeurs humaines, et qui induit la transcription de certains genes lorsqu’elle est sous forme

de tétramere (Heron, 2009).
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Figure 03 : Structure schématique et domaines fonctionnels de la protéine p53 (Toledo et

Wahl, 2006).

Elle est constituée de cinq domaines principaux (Toledo et Wahl, 2006) : Le
domaine de transactivation (acides aminés 1-42) en N-terminal,. Le domaine riche en
proline (63-97). Le domaine de liaison a I’ADN (102-292). Le domaine de tétramérisation
(335-356) et le domaine C-terminal (363-393).
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4. La régulation de P53

La protéine p53 peut étre régulée a différents niveaux. Ceci est possible grace a
I’action de nombreux régulateurs positifs et négatifs souvent capables d’induire des
boucles de rétrocontrdle. Cette régulation se produit a trois niveaux : au niveau de la
stabilisation de la protéine, au niveau de son activité et au niveau de sa distribution
cellulaire. Le principal régulateur de p53 est le proto oncogene HDM?2 (Human Double
Minute 2), ’analogue humain de MDM2 (Murin Double Minute 2). L’importance de cette
protéine dans la régulation négative de p53 est telle que I’interaction HDM2-p53 est une
cible thérapeutique séduisante pour le développement de nouveaux traitements. HDM2 est
transcrit par p53, ainsi, pS3 induit sa propre inhibition par une boucle de rétrocontrdle
négative. La fixation de p53 a HDM?2 conduit a son ubiquitination et a sa dégradation par
le protéasome. En plus d’induire sa dégradation, HDM2 masque le domaine de
transactivation de p53. L'interaction avec HDM?2 est indispensable a la dégradation de p53,
en empéchant cette interaction, pS3 est stabilisé dans la cellule (Shangary et al., 2008 ;

Shangary et Wang, 2008).

La régulation de P53 se fait de facon quantitative aux niveaux transcriptionnel et
traductionnel, mais aussi qualitative car P53 est régulée par des modifications post

traductionnelles par phosphorylation , 1'acétylation, méthylation et [’ubiquitination(Dai et

Gu, 2010).

5. Les fonctions de P53

La fonction clé de la protéine pS3 est de protéger les cellules et les empécher de

devenir cancéreuses (Laptenko et Prives, 2006) .
La p 53 est impliquée dans de nombreux processus comme :
5.1. L’arrét du cycle cellulaire

La protéine P53 peut induire un arrét dans la progression du cycle cellulaire, soit en
G1, soit en G2/M). L’arrét du cycle en G1 empéche I’ADN endommagé d’étre répliqué et
I’arrét en G2 permet la suspension du cycle avant la ségrégation des chromosomes

(Teyssier et al., 1999).
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5.2. L’apoptose

La p53 agit comme un régulateur du processus apoptotique qui peut moduler les
points clés de contrle dans les deux voies extrinseques et intrinseques. Le lien le plus
incitatif entre p53 et apoptose médiée par transactivation provient de sa capacité a
contrler la transcription des membres pro apoptotiques de la famille Bcl-2, dont les
promoteurs de ces geénes peuvent se lier a la p53, leur effet net est d’ augmenter le taux
de protéines pro- apoptotiques des familles Bcl 2, qui favorisant ainsi la libération de
protéines apoptogénes des mitochondries, I’activation de caspase donc I’activation de
I’apoptose (Fridman et Lowe, 2003). La protéine p53 peut inhiber la transcription de
genes anti-apoptotiques comme Bcl-2 ou induire des genes pro-apoptotiques comme Bax
(Miyashita et al., 1994).

5.3.Réparation de ’ADN

La protéine p53 a la capacité de reconnaitre certains types de lésions d'ADN et
donc représente l'un des mécanismes par lesquels cette protéine module la réponse

cellulaire aux dommages causés par I’ADN (Subramanian et Griffith, 2005).

6. Mutations et polymorphismes de la p53

Le gene P53 est muté dans 50% des cancers sporadiques dans la moitié des cas sa
fonction est inhibée par des antagonistes oncogenes tels que MDM?2 (Murine double

minute 2 homologue).

vessie NI po
ovaires I o
Lymphomes I 0
Lesuieas e s 1o
orRL I so
Ocusophage I a0
Prostate IS c0
Foic I - O
colon Iy oo
Sein I o
Estomac [
Poumen [ o

Figure 04 : Le pourcentage des mutations de P53 par type d’organe. (Soussi et al ., 2000)
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Le polymorphisme est une variation de la séquence d'ADN qui se produit dans
une population avec une fréquence de 1% ou plus est appelée polymorphisme (Brookes,
1999). L'incidence plus élevée dans la population suggere qu'un polymorphisme est
naturel, avec un effet neutre ou bénéfique. Les polymorphismes peuvent également étre
d'un ou plusieurs changements de nucléotides, tout comme les mutations (Aerts et al.,

2002 ; Henry et Gouyon, 2008).

De nombreux Singal nucleotid polymorphisms (SNPs) sont présents au niveau du

locus P53, ils peuvent augmenter le risque de cancer et affecter la réponse a des schémas

thérapeutiques
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Figure 05: Les différents polymorphismes de gene P53 (Whibley et al., 2009)

7. Relation SNP Arg72pro et cancer de ’endometre

La protéine p 53 est une protéine suppressive de tumeur dont le gene est altéré dans
50% des cancers humains ol elle est 1'agent le plus important de la protection de la cellule
contre la cancérisation. L’inactivation de p53 peut a la cancérisation, si p53 est muté, la

cellule devient bien plus a risque de transformation maligne (Soussi et Wiman, 2007).

De tres nombreux polymorphismes ont €té décrits pour le gene p53 et parmi eux le
polymorphisme qui se définit au niveau du codon 72 responsable de la diminution de
I’activité de la protéine, c’est le polymorphisme le plus étudiés dans le géne P53 (Soussi,

2010). Le polymorphisme du codon 72 est un polymorphisme a un seul nucléotide dans
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Partie bibliographique le gene pS3

I'exon 4, est une substitution d’une cytosine en Guanine conduisant & une variation de

Proline (CCC) en Arginine (CGC) au niveau du codon 72 Noté Arg 72 Pro. Donc chaque
individu porte 1'un des génotypes pouvant étre hétérozygote (Arg / Pro) ou homozygote
pour Arg / Arg ou Pro / Pro. Ces trois variantes de pS3 semblent étre différents a la fois de

maniere biochimique et biologique (Tominaga et al., 2010).

Le polymorphisme Arg72Pro influence la fonction de la p53. Il est situé dans un
domaine riche en proline de la protéine, ce qui est essentiel pour sa capacité a lier 'ADN a

induire I'apoptose, ainsi il pourrait accroitre le risque de la carcinogénese. (Li et al., 2010).
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L Patients

Ce travail est réalis€ au niveau du service de gynécologie du centre Hospitalo-

universitaire IBN BADIS de Constantine (CHUC). Nous avons étudié 2 populations :
Une population qui comporte 53 femmes supposées saines
Une population de 25 patientes qui atteintes du cancer de I’endométre.

Nous avons réalisé une étude sur les dossiers des malades traitées au niveau du
service de gynécologie du CHUC de la période 2011-2016 et avons également effectué des

prélevements sanguins sur les patientes présentés de ce service.
II. Méthodes

1. Prélevement sanguin

Le prélevement de sang a été effectué et le sang a été recueilli dans un tube

contenant ’EDTA comme anticoagulant.
2. Extraction d’ADN génomique a partir du sang total

Les leucocytes sanguins représentent la source d’ADN la plus facilement
exploitable. Plusieurs techniques d’extraction d’ADN relativement simples, permettent
d’obtenir un ADN de pureté ¢élevée et de quantité importante, celle employée dans notre
laboratoire est une méthode utilisant un solvant inorganique, le NaCl et se fait en trois
¢tapes ; la préparation des leucocytes, I’extraction de ’ADN proprement dit et enfin la

solubilisation.

2.1. Principe
L'extraction de I'ADN est une technique permettant d'isoler ' ADN de cellules ou

de tissus selon les étapes suivantes :

» Lyse des cellules
» Elimination des protéines

» Précipitation a 1'alcool

2.2. Procédure(voire ’annexe 03)
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3. Analyse de la quantité et de la qualité de ’ADN extrait

La contamination de I’ADN est déterminée systématiquement par un dosage
spectrophotométriquea 260 nm par les protéines et 1’éthanol restants. Une mesure de la
densité optique (DO) ou de I’absorbance de I’ADN a 260 nm et a 280 nm est effectuée, car
les protéines absorbent a 280 nm, le phénol a 270 nm et les bases puriques et pyrimidiques

fortement dans 1’ultraviolet a 260 nm.
4. Génotypage du polymorphisme Arg72pro du gene p53 par PCR-RFLP

Le génotypage du polymorphisme Arg72pro du gene p53 consiste a amplifier une
partie de ’ADN contenant le géne concerné, en utilisant ’enzyme de restriction Bshl12361
(Bacilussphaerius), La détermination du génotype a été effectuée en plusieurs étapes

successives :

= LaPCR

= Controle du produit de PCR sur gel d’agarose a 2 %

= Ladigestion du produit de PCR par I’enzyme de restriction Hinfl

= La séparation des produits de digestion par migration €électrophorétique sur un gel
d’agarose a 3 %

= visualisation des produits de digestion par trans-illumination sous UV.

4.1. LaPCR
4.1.1. Principe de la PCR

La PCR est une méthode de biologie moléculaire d'amplification exponentielle
génique in vitro, qui permet de dupliquer en grand nombre une séquence cible d'un ADN
donné¢ par l'utilisation d’une ADN polymérase thermostable, d’amorces et des quatre

désoxyribonucléotides triphosphates (ANTP).

Une série de réactions appeler cycles de température (n= le nombre de cycles),
Chaque cycle représente une succession de trois réactions : une dénaturation des brins
d’ADN, une hybridation des amorces et une é¢élongationafin d’obtenir une quantité

suffisante de la séquence d’ADN désirée.

Les concentrations finales des réactifs nécessaires pour notre étude €taient les suivantes :
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Tableau 02: les composants du milieu réactionnel pour la PCR.

Réactifs Volumes nécessaires pour un
échantillon (ul)

Eau distillée 16.7

Tampon (10X) 2.5

MgCI12 (25mM) 1.5
dNTP (5mM) 2

Amorce S (10 PM) 0.5

Amorce R (10 PM) 0.5

Taq polymérase (5U/ul) 0.3

Nous avons pris 24 pl de ce mélange avec 1ul d’ADN pour chaque échantillon.

Les tubes de PCR préparés sont posés dans le thermocycleur programmé au

préalable et les conditions d’amplification étaient comme suit :

e Une dénaturation initiale a8 94°C pendant 6 minutes

e 35 cycles de PCR : chaque cycle comprend 3 étapes : une dénaturation a 94°C
pendant 30 scd, une hybridation a 58°C pendant 30 scd et une élongation a 72°C
pendant 30 secondes.

e Une élongation finale a 72°C pendant 5 minutes

4.1.2. Controle des produits PCR

Cette étape est réalisée grace a une électrophorese sur un gel d’agarose 2 %.

*

s Préparation du gel d’agarose:

1. Mélanger tampon TBE et agarose a raison de 2 g d'agarose pour 100 mL de
tampon.

2. Faire fondre l'agarose a micro-ondes en surveillant pour éviter les projections
(Agiter de temps a autre pour homogénéiser le mélange).

3. Laisser refroidir jusqu'a ce qu’il devienne possible de saisir le flacon a main nue.

> <
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4.

additionné de 10 pl de I’intercalant Bromure d’éthidium (BET).Ce dernier se fixe
entre les bases nucléiques, rendant ’ADN fluorescent sous UV pour visualiser les
bandes résultantes.

Placer les joints fournis avec la cuve pour fermer le support de gel et positionner le
peigne a 1 mm du fond et a environ 1 cm de I’extrémité du support (régler le niveau
pour que le support de gel soit horizontal).

Couler lentement le gel sur 3 a 5 mm d'épaisseur en veillant a ce qu’il entoure bien
les dents du peigne.

Laisser refroidir, enlever le peigne et les joints. Le gel est prét pour le dépdt des

échantillons.
Migration

Mélanger le colorant de charge BBP 2 plet 10 ul du produit de PCR de sur un
morceau de parafilm et prélever le mélange avec une micropipette réglée sur le
volume approprié en changeant de cone a chaque prélevement.

Remplir les puits en faisant attention de ne pas déchirer le fond du gel avec la
pointe de la pipette.

Placer le support avec le gel chargé dans la cuve d'électrophorese en positionnant
les puits du coté de la cathode (p6le noir).

Remplir la cuve de tampon TBE (réutilisable plusieurs fois) en versant
délicatement et tres lentement lorsque le gel commence a €tre recouvert pour éviter
les fuites d’ADN vers le tampon.

Fermer la cuve, brancher les fils et mettre sous tension.

Laisser migrer jusqu’a ce que le colorant de charge arrive a proximité du bord du
gel (le systeme est soumis a une migration sous un courant de 60 a 100 volts pour
une période d’environ 30 min).

Couper I’alimentation, débrancher les connections et récupérer le gel dans son
support.

Révélation des bandes d’ADN

le gel est déposé sous des rayons UV pour pouvoir visualiser les fragments
amplifiés sous forme de bandes fluorescentes de méme taille.

Photographier le gel avec un appareil numérique
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279 Ph

Figure 06: Le profil électro-phorétique de la PCR du p53.

4.1.3. La digestion des produits PCR

La digestion des produits de PCR a été réalisée par 1’ajout de 1 pl de ’enzyme de
restriction «Bshl2361» a chaque tube contenant le produit de PCR. Le tout est incubé

pendant une nuit dans une étuve a 37°C.

L’enzyme de restriction Bshl236] «Bacilussphaerius » elle reconnait la séquence

palindromique 5'...CG /CG ...3' et clive nucléotides a droite de celle-ci

55 €C G| CG 3
33 G C1 G C ¥

Site de restriction de I’enzyme Bsh12361

Pour la digestion des produits PCR nous préparons une quantit¢ d’un mix pour

digestion selon le nombre des amplifias a étre digérés. Ce mix contient :

L’enzyme de restriction Bsh12361 : capable de reconnaitre spécifiquement et uniquement
une courte séquence de 'ADN de 4 a 10 paires de bases, et de cliver les deux brins du

duplex d'ADN au site reconnu
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Le tout est incubé pendant une nuit dans une étuve a 37°C.

Tableau 03: les composants du Mix de digestion

Réactifs Volumes nécessaires

pour un échantillon (pul)

Mélange réactionnel de PCR 10
Nucléase free 18
Tampon 10X 2

Bshi2361 1-2

Apres digestion on ouvre les tubes d’ADN et on augmente la T® de 1’étuve jusqu’a
72°C pendant une heure dans le but d’augmenter la concentration du produit de la

digestion.
4.1.4. L’électrophorése des produits de la digestion

Les fragments d’ADN digérés par I’enzyme de restriction sont séparés par
¢lectrophorese sur gel d’agarose a 3%. Elle se fait exactement dans les mémes conditions
et de la méme facon que I’¢lectrophorese effectué pour le contrdle des produit de la PCR
mais pendant lh. Lors de la visualisation du gel aux UV on observe deux bandes
distinguables pour chaque puits et cela est dii a la digestion qui a induit 1’apparition des
petits fragments et des grands fragments donc lors de la migration les fragments les plus

petits migrent plus rapidement que les fragments qui ont une grande taille.
5. Etude statistique

Cette ¢tude vise, d’avoir I’influence du polymorphisme Arg72pro de I’exon 4 du

gene pS53 dans la survenu du cancer de I’endometre.

Les calculs statistiques des échantillonsrecrutés ont été traités par Excel par le

logiciel Epi info version 6.0.
5.1. Calcul de ’Odds Ratio

Pour calculer 1’Odds ratio (rapport de cote), nous avons établi un tableau de

contingence croisé 2x2.
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Afin de mesurer 1’association entre le polymorphisme et

patients et méthodes

Tableau 04 : le tableau de contingence.

Patients Controle Total

Exposé A C A+C

Non Exposé B D A+D
Total A+B C+D A+B+C+D

I’endométre, I’odds ratio est calculé comme suit :

Si:

OR =1 : pas d’association entre I’exposition et la maladie.

OR=a*d / b*c

0 <OR <1 : association négative.

OR > 1 : association positive.

5.2. Choix de la « p value »

pour interpréter la sortie d’un test, est un test de signification permet de vérifié¢ au préalable

les résultats d’une recherche. La procédure généralement employée consiste a comparer

la valeur p a un seuil critique défini (5%).

la survenue du cancer de

Le calcul de la p-value est suivi I’odds ratio. La p-value est I’outil le plus important
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Résultats

1. Etude moléculaire

Notre analyse moléculaire vise a rechercher une éventuelle association entre le
polymorphisme Arg72pro du gene p53 dans la survenu du cancer de I’endometre en
comparaison avec l’analyse réalisé sur les témoins, au total notre étude comporte 25

patients et 53 témoins.

Ce polymorphisme du codon 72 du P53 est un polymorphisme a un seul nucléotide
dans l'exon 4, qui entralne un changement de résidus d'arginine (CGC) en de proline
(CCC) dans la population normale. La digestion enzymatique de 1’amplification du
polymorphisme Arg72pro de ’exon 4 du gene p53 par Bshi2361 a donné des fragments
279pb, 160pb et 119pb. Les différents génotypes observés sont :

% Homozygote sauvage (CC) => Une seule bande de 279 pb.
% Homozygote muté (GG) =>Deux bandes de 160 et 119 pb.
% Hétérozygote (CG) =>trois bandes de 279,160 et 119 pb.

279 Pb
160 Pb
119 Pb

Photographie 07 : Profil électrophorétique sur gel d’agarose des fragments issus par le

clivage du Bsh12361 présentant différents génotypes de p53.

On observe dans le profil électrophorétiques: les échantillons n°3 et 6
correspondent au type homozygote CC, les échantillons n°7 et 8 correspondent au type

homozygote GG, les échantillons n°1, 2, 4, 5,9 appartenant type hétérozygote CG.
2. Fréquences génotypiques et alléliques
Les fréquences génotypiques et alléliques des différentes formes ont été calculées.

v' les fréquences des deux alleles C et G.
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v’ les fréquences génotypiques des homozygotes (CC), des hétérozygotes (CG) et
des homozygotes (GG).

2.1. Chez les témoins

Tableau 05 : Fréquences génotypiques et alléliques du polymorphisme Arg72Pro du gene

de la p53 dans la population témoins.

Génotypes Témoins
N =53 (%)
CC 14 26.41
CG 18 33.96
GG 21 39.62
Allele C 46 43.39
Allele G 60 56.60

Fréquences génotypiques du polymorphisme Arg72pro du
géne de la p53 dans la population témoins

26,41% 33,96% 39f6j2%
) (] y

cC CG GG

B Témoins n(%)N =53 ]

Figure 08 : Fréquences génotypiques du polymorphisme Arg72Pro du gene de la p53
Dans la population témoins, nous avons noté une prédominance de la fréquence
génotypique muté (GG) avec un taux de 39.62%, par contre les homozygotes sauvages

(CC) représente un taux de 26.41%, les hétérozygotes (CG) représente un taux de 33,96%.
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Fréquence allélique du polymorphisme Arg72pro du
géne de la p 53 dans la population témoins

60,00%
40,00%

20,00%

0,00%

Alléle C Alléle G

@ Témoins n(%) N=53

Figure 09 : Fréquences alléliques du polymorphisme Arg72Pro
La fréquence de I’allele G par un taux de 56.60 % est plus importante par rapport a
I’allele C avec un taux de 43.39 %.

2.2. Chez les patientes

Tableau 06 : Fréquences génotypiques et alléliques du polymorphisme Arg72Pro

Génotypes Malades
N =25 (%)
CC 1 4
CG 24 96
GG 0 0
Allele C 26 52
Allele G 24 48
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Fréquence génotypique du polymorphisme du géne de la
p 53 dans la population malades

96%

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

4% 0%

cC CG GG

B Malades n(%)N =25 H

Figure 10 : Fréquences génotypiques du polymorphisme Arg72Pro

Dans notre cohorte de patientes, les hétérozygotes (CG) représentent le pourcentage

le plus élevé avec 96%, les homozygotes sauvages (CC) représentent le pourcentage 4%

qui est considérablement faible par rapport a les hétérozygotes. Alors que la fréquence

génotypique mutée (GG) est nulle.

Fréquence allélique du polymorphisme Arg72pro du géne
de la p53 dans les populations malades

52%
48%
50%
s ‘/
46% g
Alléle C Alléle G

B malades n(%) N=25

Figure 11 : Fréquences allélique du polymorphisme Arg72Pro du geéne de la p53 dans les

populations malades.
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En calculant les fréquences alléliques, nous avons noté que la fréquence de
I’allele G avec un taux de 48 % est I’allele C avec un taux de 52 % sont relativement

proches.
2.3. La comparaison entre témoins et patientes
Nous donnerent les proportions suivantes :

Tableau 07 : Fréquences génotypiques du polymorphisme Arg72Pro du gene de la p53

dans les populations témoins et les populations malades

Génotypes Témoins Malades
N =53 (%) N =25 (%)
CC 14 26.41 1 4
CG 18 33.96 24 96
GG 21 39.62 0 0
Allele C 46 43.39 26 52
Allele G 60 56.60 24 48

Fréquence génotypique du polymorphisme du géne de la p 53
dans la population Témoins et la population Malades

100,00%
80,00%
60,00%
40,00%

20,00%

0,00%
cC CcG GG

i Témoin n(%) N=53  ® Malades n(%) N= 25"

Figure 12: Fréquences génotypique du polymorphisme Arg72Pro

La comparaison entre les fréquences génotypiques des deux groupes témoins et

patientes, montre qu’il y a une différence pour les hétérozygotes CG ,33.96%pour la
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population témoins et 96 % pour ’autre population. Les fréquences génotypiques CC
représentent 26.41% pour les populations témoins et4% pour les patientes. Le génotype
GG est représenté avec un pourcentage 39.36 % chez les témoins cependant il est nulle

pour les patientes.

Fréquences alléliques du polymorphisme du géne de la p 53
dans la population témoin et dans la population malade

52%
56.60%

60,00% - 48%

0.00% 43,39%
50,00% - \
40,00% -
30,00% -
20,00% -

10,00% -

0,00%
Alléle C Alléle G

M Témoinsn(%) N =53 H Malades n(%) N =25"

Figure 13 : Fréquences alléliques du polymorphisme Arg72Pro

Nous avons observé que la distribution de la fréquence de I’allele C de la
population malades elle a un taux 52% plus important que la population témoins (43.39%),
par contre la fréquence de I’allele G est I'inverse dans la population témoins (56.60%)

supérieurs a celle des patientes (48%).
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3. Analyse statistique des résultats

Nous avons effectué une analyse comparative des résultats obtenus dans notre
¢chantillon de patiente versus population témoin afin d’établir une éventuelle relation de

cause a effet entre le polymorphisme étudié et le cancer de I’endométre.

Tableau 08 : La répartition des fréquences génotypiques du polymorphisme Arg72Pro du
gene de la p53 dans la population témoins et la population malades.

Génotype Témoins Malades OR P value
N =53 (%) N =25 (%)
CC 14 26.41 1 4 | =
CG 18 33.96 24 96 18,67 0,0007
GG 21 39.62 0 0 | | -
Allele C 46 43.39 26 52 | ] -
Allele G 60 56.60 56.60 24 48 0,71 0,31

La comparaison des génotypes CC et CG avec ’OR=18.67, P=0.0007 a partir du
calcul des Odds ratio et des P value, permet de conclure que le génotype CG constitue un
facteur de risque pour le CE donc il y a une association entre le génotype CG du

polymorphisme Arg72pro du geéne de la p53 et la survenue de CE.

Par contre, les résultats observés lors de la comparaison du génotype sauvage CC

avec le génotype muté GG montrent une relation non significative.
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85 polymorphismes ont été décrits et de nombreux présentent des variations de
fréquence au niveau géographique et démographique (Fu et al., 2017). A ce jour un seul
polymorphisme du gene p53 a été associé au cancer de I’endomeétre : c’est une variation de
proline en arginine au niveau du codon 72 (appelée p53-72Pro ou p53-72Arg,
respectivement) localisé sur I’exon 4. Ce SNP est di a un changement dans la séquence
d'ADN codant pour le domaine riche en proline de p53 (CCC ou CCG) (Oliveira et al.,
2007)

Le cancer de I'endometre regroupe deux formes variées sur le plan histologique :
carcinomes de type I (endométrioide) et de type II (non-endométrioide) (Felix et al.,
2010),dans notre étude nous avons pris un échantillon de patientes comportant les deux
types or il a été montré que le gene P53 est impliqué pour les tumeurs de type II (Merritt
et Cramer, 2010). Ceci peut expliquer la non significativit¢ de la corrélation des
génotypes CC et GG avec la survenue du cancer. On peut conclure que le polymorphisme

Arg72pro du gene p53 n’est pas associé a la survenue du cancer de ’endometre.

Il y a eu peu d’¢études qui ont établie I’impact de polymorphisme Arg 72pro de la
p53 sur le risque de la survenue du cancer du I’endometre. Niwa et al (2004), cependant,
n'ont trouvé aucune association de ce genre. En revanche, 1'allele Pro a conféré un risque
accru chez les femmes coréennes(Niwa et al., 2004).

Jiang et al, n'ont observé aucun élément de preuve du rdle du polymorphisme TP53
Arg72Pro dans le cancer de I'endometre.L'association importante signalée entre ce
polymorphisme et le risque de cancer de l'endometre peut étre due a des erreurs
méthodologiques telles que le biais de sélection, la petite taille de I'échantillon, l'erreur de

type I et la stratification de la population (Jiang et al., 2011).

D’autres résultats suggérent que l'arginine homozygote au codon 72 de p53 peut
représenter un facteur de risque pour affecter la différenciation du cancer de I'endometre

(Agorastos et al., 2004 ; Ueda et al., 2009).

Dans notre cas, pour valider 1'association entre ce polymorphisme et le cancer de

I'endometre, un plus grand nombre de participants sont nécessaires.
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Conclusion

Le cancer de I'endométre est le sixieme cancer le plus fréquent. C’est le cancer

gynécologique le plus fréquemment diagnostiqué chez les femmes.

Dans ce travail nous avons cherché le potentiel effet du polymorphisme Arg72Pro

du geéne P53 sur la survenue du cancer de ’endomeétre.

Dans notre étude, nous avons trouvé une différence dans la distribution de
fréquence génotypique entre les femmes témoins et les patientes atteintes du cancer de
I’endometre, les résultats de notre ¢étude ont montré que le génotype CG peut étre
considéré comme un risque probable de la survenue du cancer de I’endomeétre, alors que la
comparaison entre la fréquence de 1’allele G muté et 1’alléle sauvage C montré qu’ilny a

pas association de polymorphisme Arg72Pro et la survenue de cancer de I’endometre.

Ces résultats ne peuvent pas €tre confirmatifs, I’effectif de notre population est
faible donc il est essentiel d’¢largir I’échantillonnage des patients en plus il sera utile de
prendre en considération d’autres parametres cliniques et génétiques et d’inclure d’autres

genes de susceptibilité.
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Résumé

L’objectif de notre travail c’est d’établir la fréquence de polymorphisme Arg72pro
du gene p53 dans notre échantillon de patientes et témoins et d’évaluer la corrélation entre

ce polymorphisme et la survenue de cancer de I’endométre.

Dans les cancers de I’endométre, l’expression de p53 est significativement
différente selon le type histologique. P53 est un géne suppresseur de tumeur surexprimée
précocement dans carcinogenese endométriale de type II non endométrioides. Le
polymorphisme que nous avons étudié est responsable de la diminution de 1’activité de la

protéine.

Dans notre étude de type cas/témoins a été menée sur des patientes atteintes du

cancer de ’endomeétre et des femmes saines, sans antécédents de cancer.

L’identification de ’association entre le polymorphisme Arg72pro du géne p53 et la
survenue du cancer de I’endometre apres une analyse moléculaire, en utilisant la technique

de PCR/RFLP.

Les résultats de notre travail montrent que la comparaison des fréquences
génotypique CC et CG avec ’'OR=18.67 et =0.0007 montre qu’il existe une association
entre le génotype CG du polymorphisme Arg72pro du gene p53et le risque de CE.Le

génotype constitue un facteur de risque de la survenue de cancer de I’endometre,

Par contre la comparaison de I’all¢le sauvage C avec I’allele muté G avec un OR=

0.71, P=0.31 conclue que I’allele muté G n’est pas li¢ a un risque de CE.

En finle faible nombre de patients de notre échantillon reste insuffisant pour
confirmer cette absence d’association, les travaux doivent se poursuivre, une étude plus
large est nécessaire pour vérifier nos résultat, aussi, explorer d’autre parametre pour qu’on
puisse €lucider I'influence de polymorphisme Arg72pro du géne p53 et la survenue du

cancer de I’endomeétre.

Mots clés : cancer de I’endometre, polymorphisme Arg72pro, p53
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Summary

The objective of our work is to establish the frequency of Arg72pro polymorphism
of the p53 gene in our sample of patients and controls and to evaluate the correlation

between this polymorphism and the occurrence of endometrial cancer.

In endometrial cancers, p53 expression is significantly different from histological
type. P53 is an overexpressed tumor suppressor genes in endometrial carcinogenesis type
IT non endometrioids. The polymorphism we have is responsible for decreased protein

activity.

In our case-control study was conducted on patients with endometrial cancer and

healthy women with no history of cancer.

Identification of the association between the polymorphismArg72pro of the p53
gene and the occurrence of endometrial cancer after molecular analysis, using the PCR /

RFLP technique.

The results of our work show that the comparison of genotypic frequencies CC and
CG with OR = 18.67 and = 0.0007 shows that there is an association between the genotype
CG of the Arg72pro polymorphism of the p53 gene and the risk of CE. The genotype

constitutes a Risk factor for the occurrence of endometrial cancer,

On the other hand, the comparison of the wild-type C allele with the mutated allele
G with an OR = 0.71, P = 0.31 concludes that the mutated allele G is not linked to a CE

risk.

In the end, the small number of patients in our sample remains insufficient to
confirm this lack of association, work must continue, a wider study is needed to verify our
results, also, explore other parameter so that we can elucidate the Influence of Arg72pro

polymorphism of the p53 gene and the occurrence of endometrial cancer.

Key words: endometrial cancer, Arg72pro polymorphism, p53



Annexe 01 : Classification TNM(Scotté et al., 2002)

Tis : in situ.

T1 : limité au corps utérin.

Tla : Tumeur limitée a I’endométre (la muqueuse).

T1b : Invasion s’étendant a moins de la moiti¢ du myometre.
T1lc : Invasion dépassant la moiti€ du myometre en épaisseur.
T2 : extension au col.

T2a : atteinte muqueuse (glandes endo-cervicale).

T2b : envahissement limité au stroma cericale.

T3 : extension extra-utérine/ limitée au petit bassin (séreuse, annexes, vagin).
T3a : séreuse utérine, annexes, cytologie péritonéale positive.
T3b : vagin.

T3c : pelvis, ganglions para-aortiques.

T4a : extension a la muqueuse vésicale et/ou rectale.

T4b : métastases a distance.

NO : pas d’adénopathie.

N1 : adénopathie.

MO : pas de métastases.

M1 : métastases.



Annexe 02 : Classification FIGO

Critéres de la classification de I’International Federation of Gynecology and
Obstetrics (FIGO) (Scotté et al., 2002).

Stade

Définition

Stade 1

La tumeur se trouve dans I'utérus mais ne s’est pas propagée a
I’extérieur de celui-ci. Le stade I est subdivisé en stades IA et IB
selon I’épaisseur de la tumeur dans I'utérus

Stade TA

La tumeur est limitée a ’endomeétre ou a envahi moins de 50 % de
I’épaisseur du muscle de 1'utérus

Stade 1B

La tumeur a envahi plus de 50 % de I’épaisseur du muscle de
’utérus.

Stade 11

La tumeur se trouve dans I’utérus et s’est propagée au col de ’utérus.
Depuis 2009, le stade II du cancer de I’endometre n’est plus
subdivisé en stades IIA et IIB.

Stade 111

La tumeur s’est propagée au-dela de I'utérus et du col de 'utérus, a
un ou plusieurs autres organes génitaux de la femme (vagin, ovaire,
trompe de Fallope ou tissus autour de 1’utérus) ou aux ganglions
lymphatiques dans cette région. Le stade III est subdivisé en stades
IIIA, TTIIB, ITIC1 et IIIC2, selon les organes que la tumeur a atteints

Stade IIIA

La tumeur a envahi la membrane externe de I'utérus, appelée la
séreuse, ou une voire les deux trompes de Fallope ou un voire les
deux ovaires

Stade IIIB

La tumeur a envahi le vagin ou le paramétre, c’est-a-dire le tissu
entourant le col de I'utérus.

Stade IIIC1 Des cellules tumorales sont présentes dans les ganglions
lymphatiques pelviens.

Stade IIIC2 Des cellules tumorales sont présentes dans les ganglions
lymphatiques para-aortiques.

Stade IV La tumeur s’est propagée a la vessie, aux intestins ou a d’autres
organes (métastase). Le stade IV est subdivisé en stades IVA et IVB.

Stade IVA La tumeur a envahi la vessie ou la muqueuse intestinale.

Stade IVB Des cellules tumorales sont présentes dans les ganglions

lymphatiques de I’aine ou de ’abdomen ou dans des organes distants
tels que le foie ou les poumons.




Annexe 03 : Extraction au NaCl

Les prélevements sont recuprés sur un tube EDTA ( prés de 10 ml de sang)

Préparation des leucocytes

1. dans un tube Falcon de 50 ml .mettre le sang et compéter a25ml avec du TE 20 : 5
laisser 10min dans la glace

2. Centrifuger 10 min a 3900g (3800 rpm)
Aspirer le surnageant avec la trompe a vide

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

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

6. Centrifuger dans les mémes conditions que la premiere fois.

7. Aspirer le surnageant avec une trompe a vide : Obtention d’un culot des leucocytes
(si on veut s’arréter a ce niveau les mettre dans un tube nunc de 1.5 ml avec du TE
10 :1 et les conserver a -20° dans le frigo)

Extraction de ’ADN

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

Ajouter 3ml de tampon de lyse (NaCl 400 Mm. EDTA 2mM Tris 10Mm Ph 8.2) en

N

dilacérant le culot avec une passette stérile

Ajouter 200 pl de SDS a10%

Ajouter 100 pl de protéinase K 410 mg /ml

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

Le lendemain .refroidir dans la glace

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

Remettre 5 min dans la glace (précipitation des protéines)

R S A

Centrifuger 15 min a 2500 rpm

10. Transvaser le surnageant dans un tube Falcon de 15 ml .ajouter 2 fois son volume
d’éthanol absolu préalablement refroidi (environ 8ml) et agiter en retournant le tube
plusieurs fois : la pelote d’ADN se forme

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

12. Récupérer la pelote d’ADN avec une pipette pasteur et la rincer 2fois dans 1’éthanol a

70%

13. Mettre la pelote dans un tube nunc

Soubattions : réaliserpar I’eau distillée



Annexe 04 : La séquence de la P53 EXON 4 279 bp Arg72Pro

gtgggaagcgaaaattccatgggactgactttetgcetcettgtctttcagacttcetgaaaacaacgttctggtaaggacaagg
gltgggetggggacctggagggctggggacctggagggctggggggctggggggctgaggacctggteetctgactge
tettttcacccatctacagTCCCCCTTGCCGTCCCAAGCAATGGATGATTTGATGCT
GTCCCCGGACGATATTGAACAATGGTTCACTGAAGACCCAGGTCCAG
ATGAAGCTCCCAGAATGCCAGAGGCTGCTCCCCCCGTGGCCCCCTGCCA
CCAGCAGCTCCTACACCGGCGGCCCCTGCACCAG CCeeccTCeTGGCC
CCTGTCATCTTCTGTCCCTTCCCAGAAAACCTACCAGGGCAGCTACGG
TTTCCGTCTGGGCTTCTTGCATTCTGGGACACCAAGTCTGTGACTTGC
ACGgtcagttgcectgaggggctggcttccatgagacttcaatgectggecgtatccecctgeatttettttgtttggaactt
tgggattcctcttcaccetttggettectgtcagtgtttt
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Résumé :L’objectif de notre travail c’est d’établir la fréquence de polymorphisme Arg72pro du
géne p53 dans notre échantillon de patientes et témoins et d’évaluer la corrélation entre ce
polymorphisme et la survenue de cancer de I’endometre.

Dans les cancers de I’endometre, I’expression de pS3 est significativement différenteselon le type
histologique.P53 est un genesuppresseur de tumeur surexpriméeprécocement dans carcinogenese
endométriale de type II non endométrioides. Le polymorphisme que nous avons étudié est responsable
de la diminution de I’activité de la protéine.

Dans notre étude de type cas/témoins a étémenée sur des patientes atteintes du cancer de
I’endométre et des femmes saines, sans antécédents de cancer.

L’identification de 1’association entre le polymorphismeArg72pro du géne p53 et la survenue du
cancer de I’endometreapres une analyse moléculaire, en utilisant la technique de PCR/RFLP.

Les résultats de notre travail montrent que la comparaison des fréquences génotypique CC et CG
avec I’OR=18.67 et =0.0007 montre qu’il existe une association entre le génotype CG du polymorphisme
Arg72pro du gene pS3et le risque de CE.Le génotype constitue un facteur de risque de la survenue de
cancer de I’endométre,

Par contre la comparaison de ’allele sauvage C avec ’allele muté G avec un OR= 0.71, P=0.31
conclue que I’alléle muté G n’est pas li¢ a un risque de CE.

En finle faible nombre de patients de notre échantillon reste insuffisant pour confirmer cette
absence d’association, les travaux doivent se poursuivre, une étude plus large est nécessaire pour vérifier
nos résultat, aussi, explorerd’autre parametre pour qu’on puisse ¢lucider I’influence de polymorphisme

Arg72pro du gene p53 et la survenue du cancer de I’endometre.
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