gl dglal jhagal) 4 i) Jadl 4y el
République Algérienne Démocratique et Populaire

alal dall g ) adail) 55139

Ministére de I’enseignement supérieur et de la recherche scientifique

P
;
G -4 DES FRERES MENTOURI

Université des Fréres Mentouri Constantine dhaind ) giia 3 AY) daaly
Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie Liad) g dagalal) o gle 43S
Département de Biologie Animale Ol L ol s aid

Meémoire présenté en vue de I’obtention du diplome de Master

Domaine : Sciences de la Nature et de la Vie
Filiére : Sciences Biologiques
Spécialité : Génétique
N° d’ordre :
N° de série :

Intitulé :

Etude de ’association entre le polymorphisme Arg72Pro du géne de la p53 et le
risque du cancer colorectal

Présenté et soutenu par : KHEBBAB Ines Le 10/07/2019
BOUFLIGHA Asma

Jury d’évaluation :

Président : Dr GHERZOULI- FERTOUL Razika (MCA-Université des Fréeres Mentouri, Constantine 1).

Encadreur : Dr SEDRATI- ZAAF Khadidja (MCB - Université des Freres Mentouri, Constantine 1).
Examinateur : Dr ZIADA-BOUCHAAR Hadia (MCB- Université des Freres Mentouri, Constantine 1).

Année universitaire
2018 - 2019






DEDICACES

Aux deux étres qui me sont trés cher, ceux qui ont fait que je
sois ici aujourd’hui... Eh oui, ma maman Samira et mon papa
Said, vous qui m’avez élevé et éduqué... vous qui avez toujours
été la pour moi et n’avez jamais cessé de croire en moi, aucun
mot ni aucune langue ne pourrait exprimer ma profonde
gratitude a votre égard.

A mes tres cheres sceurs : Meriem ,Amina

A mes tres cheres nieces et neveux :Cheith ,Dani-Ouways |,
Dana-Sidra.

A toute ma famille .

A mon bindbme Asma et sa famille .

A tous mes amis,

A tous ceux qui ont veillé a mon instruction

A tous ceux que j'aime et qui m’aiment

Avec l'expression de tous mes sentiments et mon respect, Je

dédie ce modeste travail.

Inés



A mon trés cher papa « smail » A mon adorable

maman « zabida »

Je vous dédie ce travail en témoignage de mon profond amour,
estime et respect que j’ai pour vous, Je ne trouverai jamais de mots
pour vous ’'exprimer mon profond attachement et ma
reconnaissance pour [’amour, la tendresse et pour [’éducation que
vous m’avez inculquée et surtout pour tous les sacrifices que vous
avez consenti. Ce travail est votre ceuvre, vous qui mon donnez tant
de choses et continuez a le faire. Une vie entiere ne suffirait a vous
rendre cet amour. Sij’en suis arrivée la, ce n’est que grdce a vous.

J’ai la fierte d’étre votre fille.

Que Dieu vous protege et vous préte longue vie. Je vous ’aime trés
fort.

A mon mari « zaki »

Nul mot ne saurait exprimer la profondeur de mes sentiments et
[’estime que j’ai pour toi. Ton amour pour moi est un don de Dieu.
Tu m’as toujours soutenue, comprise et réconfortee. Tu es et tu
resteras toujours ma source d inspiration. Merci pour ta tendresse,

ton attention, ta patience et tes encouragements. Merci pour tout.

Puisse Dieu nous combler de bonheur, de santé et nous procurer

longue vie.
A mes sceurs . Meyada, Nabila et Soria

A mes freres : Zinou , Hakou et Nabil



A toute ma famille boufligha et ma belle-famille kheris

Aucun langage ne saurait exprimer mon respect et ma
considération pour votre soutien et encouragements. Je vous dédie
ce travail en reconnaissance de [’amour que vous m offrez
quotidiennement et votre bonté exceptionnelle. Que Dieu le Tout

Puissant vous garde et vous procure santé et bonheur.
A mon bindme Inés ; A mes amies surtout oumnia

En témoignage de I’amitie qui nous unit et des souvenirs de tous les
moments que nous avons passes ensemble, je vous dedie ce travail
et je vous souhaite une vie pleine de santé et de bonheur. Que notre

amitié reste éternelle.

ASMA



Remerciement

Louange a Allah tout puissant qui nous a guidées pour

[’accomplissement de ce modeste travail.

Nous remercions notre professeur Mme SATTA Dallila de I'université
des freres Mentouri Constantine 1 pour sa précieuse aide et de
n’avoir négligé aucun effort pour nous apporter soutien et
recommandation. Ses précieux conseils et ses qualités de rigueurs

scientifiques ont largement contribué a notre formation.

Nous remercions Monsieur Rezgoune Mouhamed Larbi pour son
soutient, ses conseils, sa générosité pendant tout le parcours

universitaires.

Nos remerciements s'adressent particulierement a notre encadreur
Mme SEDRATI Khadija qui a bien voulu diriger ce sujet. Pour son
aide, sa disponibilité et ses encouragements jusqu’a la finalisation de
ce travail. Qu'il daigne recevoir nos sentiments de gratitude et de

profond respect.

Nous remercions les membres du jury Mme GHARZOULI Razika et
Mme ZIADA Hadia d'avoir accepté d’examiner ce travail et
participer a la commission de jury afin de le juger. Qu'ils en soient

louablement gratifiés.



Nous remercions [’ensemble de nos enseignants pour la qualité de

[’enseignement tout au long de notre cursus universitaire.

Au terme de notre cycle d’études, il nous parait opportun de nous
acquitter d'un devoir noble, celui de remercier tous ceux qui ont
contribué par leur assistance tant morale que physique a notre cursus

universitaire et a la réalisation de ce mémoire.

Nous remercions toutes les personnes qui nous ont aidées de pres ou

de loin pour la réalisation de notre travail.



Remerciement et dédicaces
Liste des abréviations
Liste des figures

Liste des tableaux

Table des matieres

I OAUCTION . oo 1

B B 1< 11 (o] o [P PRRPRS 2
2 =Yoo (<10 0 To] [T | 1< TSPV 2
3. Les différents types de cancer colorectal..........ccoeevueiivveieriieieiienienneennnnn. 3
3.1 Les adenOCarCINOIMES ...cu.ieerueeerneeerneeerrneeerneeesneeeerneseesnnsesnnnns 3

3.2 Les cancers COlOreCtauX FareS......ccuueeeeueereeneeeeeneneenneeernneeennnrenne 4

3.3 Les métastases COlorectales......cuuueieiueiiineriiiiiiiiieeciieeeeneeeeie e 4

4. La progression et diffusion de lamaladie........cccuueeeeveiiiniiiininicineeennnnes 4
4.1 LS Q0BNOMES ...uiirrrerrerrnieeeernneeeeeeneeneernneseeeesnssseensnsssmmmesennnnns 5

4.2 Les syndromes du CCR heréditaires.......ccceeeeevneeeenneeenneeennnnnn 6

5. La classification des tumeurs selon le mode de progression .......c.......u... 7
6. La génétique du cancer COlOrectal ........cceuueeerieeeiriiienerreriieneeeeeeeeeeeneen. 8
6.1 L’instabilité chromosomique (CIN) c...cceeivieiiiiiiierieriiieeeeeeneenen, 9

6.2 L’instabilité génétique ou microsatellitaire (MSI) .................. 10

6.3 Hypermeéthylation des ilots CpG ...cuuvevveeiiiiiiiiiiieiieeeeene e, 11

A =T Y/ 0] 01 (0] 1 41T PP 12
8. L& DIAgNOSTIC...uiiiuuiitueietieeeiieeetteeeetteeeraieeerneeernseesnesessneeesnnsessnnsesennnn. 13
ST B O T2 o [ U1 TR 13

8.2 COIOSCOPIGUE euuevnnienierieeeneeeteeeeeeneeeneeeneeeneesneessesennsssnsenann 13

8.3 AULIES EXAMENS. c.uteuriurenrrnrenererenrenrrnseasensenssenssessenssnnssnsssens 13

9. Le PronostiC.....cceueeevereenerineeenneeeneeennnennn. e eteetteeeneeetieeeneeeneeaneeareeennneaens 14
10,18 TraltemMENT ..cve it ceee et e eeae e eeaae e eaaeeeaae e iienneeannnsastens 15

(I o 111 (o] g o [V I PP PP 16
2. LB gENE P53 .oeeiiiieiieetettiee e tttieeeeeerre e eera e e e eran e e e eaaa e eeanrs e e aaneeeeennnes 16



I - W o] 0] =11 0 [=1 0 15 FO ORI 17

4. LesS FoNCLioNS de 12 P53.. e it ee e e 18
4.1 Larégulation du cycle CellUlaire ......ccuueeeeeeeneriiiinierierieeneeeneeeeeennens 18
72 D 1 11) 41 (01 ORI 19
4.3 Lareparation de PADN ......coiiiiiiiiiiiiiiiieietieectieeeeneeerneeeenneeesnnneennns 19
5. Les mutations et polymorphisme de la p53.....cccuueiiiiiiiiiiiveneeeeneeeenns 20
5.1 Les mutations de 1a P53 ...ceeeiiiiieiien cereeeieeetiee et ceneee e e eeee e eeaaaeens 20
5.2Les Polymorphisme de [a p53.....ccuueiiiiiiiiiriiieecte e cevenee e 21
6. Pimpact du polymorphisme Arg72Pro sur la protéine .....c..ccceeeveeeeeee e, 23
7. Le Fonctionnement de 1a protéine......cccuueeeeeueieeieeieeiererieeeeneeeevereeeeseeeanes 23
8. La relation entre le polymorphisme Arg72Pro et le CCR......cccceevvveveeeeenne 24

I1. Patients et méthodes

1. La population d’étude...........cccveuniiniiniiniiiiiiiiiiiiiiiieeree e e e 25
0 = 01 1=1 1 g ToTo (o] [0 T TSR RRPPRRRR 25
2.1 Recueil de PADN...c.uuiiiiiiiiiieieiittieeterasesessesnscsessosnsessasssnscssssssnscnsssammans 25

2.2 L’amplification de PADN par PCR......cccciiuiiiiiiiiiiiieiiiiniiniieceecscnteassnceness 26

2.3 Le controle des produits par PCRu..ceiceiriieiieiieteiiniiateecntsnieassesssnssnsosssssnnes 27
2.4 La digestion enzymatique des produits de PCR.....ccvviiieiiiiiiiiiiiieiiiniiiiienne. 28
2.5 L’électrophorése des produits de digestion....eeeeeeeeeeeeeeeneeeeeeeneenceecascnncencnces 29
2.6 L’étude sStatistique analytiqUe...cceeerieieererenrenteessecnrontssssssssnsonssssessnssnsenses 29
2.6.1 Le Calcul de ’odds Ratio.......c.ccevvuiiniiiiiiniiiiiiniiiiiieiinieieiiniiniceecnes 29

2.6.2 Le ChoiX d 1a P-ValUB..ecueereiiiineinetiieieennreeenasensenscansonsenssnsanennns 30

I1l. Résultats

1. Le profil éléctrophorétique du polymorphisme Arg72Pro ... ceceeeeeeeereicnieencencesaecnnes 31
2. L’étude analytique du profil géNOtYPIGUE «eeeeeeeneeiieeieeneenienceeeneenteerencescnsenciiecnces 31
2.1 Dans la population tEMOINS....ceeeieeiereeieiereiierrereeeeressnnmesnsssnsessssnsiionsiosasees 32

2.2 Dans la population des PatieNtS..c..eeeeeeeeieeeeerienrserieerenssssessssnsonioasiaseisnsions 33



2.3 La Comparaison entre témoins et MaladesS...ccceveeiieieeiiiiireecrenreieenieaceeeiiiiens 35
3. L Analyse statistique des reSUltatS....cciveireeiiieiiereeinrirtinteasernmecescssnsonossnsossanss 36
AV B 11Tl (53] (o] o DO PP 38
AV 2 ©70] 4 (o] 11 1] (o] o TSP PPPRRURPPRRPRIN 40

Références bibliographique
Annexe

Résumeé



Abreviations



Abréviations

ACE: Antigene Carcino-embryonnaire
APC : Polypose Adénomateuse Coli.
BAX : Bcl2 associated X protein.

BET: Bromure d’éthidium

CCR: Cancer Colorectal.

CIMP: CpG Island Methylator PhenotypeCF.
CIN : Chromosomal instability.

FNS : Formule Numération Sanguine

IC : Intervalle De Confiance

INCa : Institut National Du Cancer

LDH : Lactate Déshydrogénase

MMR : Miss Match Repair.

MSI : Microsatellite Instability

NES : Nuclear Export Signal

NLS : Nuclear Localisation Signal

P value : Valeur de Probabilité

P53 : Protéine 53.

PAF : Polypose Adénomateuse Familiale
Pb : Paire De Base

PCR : Polymérase Chain Reaction .

RFLP : Restriction Fragment Length Polymorphism.



SNP: Single Nucléotide Polymorphismes.
SV 40 : Virus simien 40.
TAD : Transcription Activation Domaine
TBE: Tris Borate EDTA

TNM: Tumor, Nodes, Metastases.



Liste des
figures



Figure 01 : L’incidence du CCR dans le monde selon une distribution hommes et femmes

............................................................................................................ 3
Figure 02 : Carcinogénése colique selon le modele de voIgstein ...cceeeieiieeieiiiniieennnnne 6
Figure 03 : stades du CCR selon I’institut national du CanCer..c.eeeeereeeeeearenrencereecescnnnns 7
Figure 04 : Répartition des différents types de cancers COlOreCtauX..oeeeeeaeeeeeeenrenseeannn 9
Figure 05 : Phénotype MSI mis en évidence par amplification de 5 marqueurs ............. 10
Figure 06 : Mécanismes d’inactivation de la transCription.....cceeeverieeieenrenseececnrnnnn 11
Figure 07 : StruCtUre dU gBNE P53.u.eceietieereeierereeenserercnseressnsessssnsesassnsessssnsesnns 17
Figure 08 : StruCture de 1a P53 .iueiieieeeiiniieriereienieessecnsonsssssssnssnsansosssssnssnssssnss 17
Figure 09 : Régulation du cycle CellUlair...eeeerueiieririieieeeieieeereeeneeeceeecnsasnnnns 19
Figure 10 : ACHIVITE de 1a P53 ceuiieiieiiiiiiniiaiiereienieeteecsentansessescnssnsessessnsonsssnns 20

Figure 11 : Fréquence des cancers dans le monde et relation avec le taux de mutation du géne
(o[ T 01 1 Ot 20

Figure 12 : Frequence des transversions G:C = T:A (A) et des transitions G:C > AT (B).22

Figure 13 : Différents polymorphismes du gene P53....cceieereereieeeceecnrensescscnsensncnnn. 23
Figure 14 : Contr6le des produits PCR de 1a p53...eieeeiiniieiieiniinienienteeceecsencanicenns 28
Figure 15 : Site de restriction de I’enzyme BSh12361.....ccuveiieininiiiiniiiieiniiiieinieninnes 28

Figure 16 : Profil électrophorétique sur gel d’agarose des fragments issus par le clivage du
BSH12361 présentant différents génotypes de P53..ceieeeeeeeiinteeceeerenrenceecneiiocescnnes 31

Figure 17 : Fréquences génotypiques du polymorphisme Arg72Pro du géne de la p53 dans

12 POPUIALION tEMOINS. . euiieeeitieteeeeeeteneeaeeeensensessescnsansassscnssnsansessnssnsonsessnns 32

Figure 18 : Fréquences alléliques du polymorphisme Arg72Pro du gene de la p53 dans la

POPUIALION tEMOINS. cetttiniieieeeneinrineeeeerenrensessesensensessesonsansossessnsansssnssnsansensnns 33

Figure 19 : Fréquences génotypiques du polymorphisme Arg72Pro du gene de la p53 dans
12 POPUIALION MAIAAES. ceuteniieeieiiiniietieritintieeeeenrenteasessnsonsonsssnssnsssssssnsarmansens 34



Figure 20 : Fréquences alléliques du polymorphisme Arg72Pro du gene de la p53 dans la

POPUIALION MAlA0ES. cutieiiniieieiiniieiieiiietietinteaseesnrentessessnssnsescessnsoniasessnsansossns 34

Figure 21: Comparaison des fréquences génotypiques du polymorphisme Arg72Pro du gene

de la p53 dans la population témoins et la population malades......cccceeeeeereieenenennnnnnnns 35

Figure 22 : Comparaison des fréquences alléliques du polymorphisme Arg72Pro du géne de

la p53 dans la population témoins et la population malade........cceceeveiiiiiinineieneneninnnn. 36



|Iste des
tableaux



Tableau 01 : Comparaison des systemes de stadification de TNM et de Dukes pour le

0 8
Tableau 02 : Mélange réactionnel de PCRu...cuieiieieiiiieiiiiieiiiererisesnseesesnssssnsnsenss 26
Tableau 03 : MiX de digeStION. ceeeetereereteretententeearenreeseensansenssansonsenssanssssonsanenss 29
Tableau 04 : Tableau de CONtINGENCE...vtetieeireteereneeeerenreeasensescensansesssansanssansanses 29

Tableau 05 : Fréquence allélique et génotypique du polymorphisme Arg72Pro du géne de la

P53 dans 1a population teMOIN.....eiieiiereieerereieeierereeeesnsessasessssnsessssnssssssnsesiiens 32

Tableau 06 : Fréquence allélique et génotypique du polymorphisme Arg72Pro du géne de la
P53 dans la population Malade....ceeeeiiereiieiierniiniieiierniinreeseesisareesesnssassssessnrions 33

Tableau 07 : Fréquence génotypique du polymorphisme Arg72Pro du géne de la p53 dans la

population témoins et la population Malades....cceeeeeeiniieiieiiiiiieeieeerinreeceecarensancens 36



Introduction



Introduction

Le cancer colorectal (CCR) est considéré comme une tumeur maligne provenant de
la paroi interne du gros intestin. Chez les hommes, le cancer colorectal est le troisieme cancer
en importance (746 000 cas, 10,0% du total) et le deuxieme chez les femmes (614 000 cas,
9,2% du total) dans le monde (Ferlay et al.,2013 ; Bray et al.,2013)

Des études épidémiologiques ont établi que le CCR est associé a des facteurs
familiaux et héréditaires, a I'age ainsi qu'a des facteurs de risque liés a I'environnement et au
mode de vie, tels que l'obésité, l'inactivité physique, la consommation dalcool et le
tabagisme ainsi que d’autres facteurs génétiques (Haggar et Boushey.,2009 ;Tsong et
al.,2007 ;Zisman et al.,2006)

Parmi ces derniers, le géne suppresseur de tumeur p53 qui représente un puissant
candidat a moduler le risque de cancer est I'un des génes les plus fréquemment muté dans

tous les types de cancers (Dans 50 % des cancers humains) (Hollstein et al.,1991).

Le gene p53 situé sur le chromosome 17p13, codant pour la protéine suppresseur de
tumeur p53. En effet, cette protéine est un facteur de transcription qui joue un réle central
dans la réponse a divers types de stress en régulant I’arrét du cycle cellulaire, la sénescence,

I’apoptose ou encore la réparation de I’ADN (Levine et al., 2006).

Plusieurs polymorphismes du géne p53 ont eté décrits ; parmi eux le polymorphisme
Arg72Pro qui entraine une substitution d’une Pro en Arg. La variante Arg est connue pour
étre un inducteur de l'apoptose plutdt que la variante Pro. (Pim et Banks.,2004 ; Whibley et
al.,2009)

Par conséquent, lI'absence de proline induisait un cancer. Plusieurs études ont montré

’association du risque de CCR avec 1’allele Pro.
Dans ce contexte nous avons opté pour les objectifs suivants :

e maitriser les outils et les techniques de base de biologie moléculaire telle que la PCR-
RFLP.

e étudier la distribution du polymorphisme Arg72Pro du géne p53 dans un échantillon
de la population algérienne.

e établir une relation entre le polymorphisme du codon 72 du géne p53 et la survenue

du cancer colorectal.
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Chapitre 1 Le cancer colorectal

Le cancer colorectal
1. Définition
Le cancer colorectal (CCR) est une tumeur maligne qui prend naissance et se
développe dans le cblon (la partie la plus longue du gros intestin) et /ou le rectum (les
derniers centimétres du gros intestin avant I'anus) (ESMO and Le Fonds Anticancer, 2014).
Le cdlon et le rectum font partie du gros intestin et de 1’appareil digestif. Le colon
absorbe 1’eau et les ¢léments nutritifs et achemine les résidus (selles, ou matiéres fécales) au
rectum. Les cancers du c6lon et du rectum sont regroupés dans la catégorie cancer colorectal
puisque ces organes sont faits des mémes tissus et qu’il n’y a pas de limite claire entre eux

(ESMO and Le Fonds Anticancer, 2014).

2. Epidémiologie

Le CCR est le troisieme cancer le plus répandu dans le monde, avec 1,2 million de
nouveaux cas estimés (Ferlay et al.,2013). Dans le monde, le taux d’incidence du cancer
colorectal varie considérablement entre les différentes régions du monde, Les pays a forte
incidence (> 40/100 000 habitants) sont les Etats-Unis, le Canada, I'Australie, la Nouvelle-
Zélande et certaines régions d'Europe (République tchéque et Slovaquie); alors que les pays
a faible incidence, avec des taux relativement diminués, sont essentiellement I'Inde, I'Egypte
et le centre-est de I'Afrique (Jemal et al.,2016).

Outre, le CCR voit son incidence et sa mortalité diminuer réguliérement. Le taux de
survie nette a 5 ans est de 63 % en 2015. Il constitue la deuxieme cause de déces par cancer
en France et représente prés de 12 % de I’ensemble des déces par cancer, en particulier chez
les 65 ans et plus. Toutefois, la mortalité diminue réguliérement depuis 1980. (Anne-Marie
Bouvier.,2009).

En Algérie la fréquence du CCR est en constante augmentation et se place
actuellement a la téte des cancers digestifs. Selon le registre du cancer de Seétif, durant la
période de 2006 jusqu’a 2010, I’incidence standardisée du cancer en Algérie était estimée a

106.4/100.000 chez I’homme et a 110.3/100.000 chez la femme (Abid., 2009).
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En 2014, selon le Pr. Hamdi Cherif, le nombre de nouveaux cas était de 41250 (18710 chez

I’homme et 22540 chez la femme) soit des taux d’incidence brute de 99.2 et 112.7 et
d’incidence standardisée de 118.4 et 136.0 respectivement chez I’homme et la femme.

L’incidence brute, en 2011, était plus élevée, estimée a 127,5/100.000 habitants chez

I’homme et a 165.4/100.000 chez la femme (Abid., 2009).
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Figure 01: L’incidence du CCR dans le monde selon une distribution hommes et femmes,

select registries, 2003-2007. (Torre et al.,2016 )

3. Les différents types de cancers colorectaux
3.1 Les adénocarcinomes
Plus de 90 % des cancers colorectaux sont des adénocarcinomes.

Il existe plusieurs types d’adénocarcinomes. Les plus fréquents (95 %) sont les

adénocarcinomes lieberkihniens. Il existe d’autres formes rares comme les

adénocarcinomes mucineux ou colloides et les adénocarcinomes dits a cellules en bague a

chaton.
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3.2 Les cancers colorectaux rares

Dans moins de 5 % des cas, d’autres tumeurs malignes se développent au niveau du colon

ou du rectum ; il s’agit notamment :

e Des tumeurs carcinoides : les tumeurs carcinoides représentent 1,5 % des cancers
colorectaux. Elles se développent a partir de cellules nerveuses digestives, qui
sécrétent des hormones ou des neurotransmetteurs.

e De lymphomes : les lymphomes sont des tumeurs qui se deéveloppent dans les
organes lymphoides et notamment dans les ganglions lymphatiques.

e De sarcomes : les sarcomes regroupent différents types de tumeurs qui se
développent a partir des os ou des tissus mous qui relient, soutiennent et entourent
tous les organes du corps (muscles, tendons, graisse, etc.).

e De mélanomes: un mélanome est une tumeur qui se développe a partir de cellules
appelées mélanocytes. Les mélanocytes sont présents essentiellement dans la peau,
mais également dans les muqueuses de la bouche, du rectum (canal anal) ou des

organes génitaux.

3.3 Les métastases colorectales

Les métastases sont des tumeurs cancéreuses qui proviennent d’un cancer situé¢ dans un autre

organe du corps. On parle aussi de tumeur secondaire.

Le colon et le rectum sont parfois envahis par des métastases issues de cancers situés dans

’ovaire, la prostate, I’estomac ou le sein.

Le traitement de ces métastases dépend des traitements recus pour le cancer d’origine, du

nombre de métastases et de I’atteinte ou non d’autres organes.

4. La progression et diffusion de la maladie
Les étapes du développement d'un CCR correspondent schématiquement aux

différents stades cliniques.
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Un état précancéreux du c6lon ou du rectum est caractérisé par des changements
subis par les cellules qui les rendent plus susceptibles d’évoluer en cancer. Cet état n’est pas
encore un cancer, mais il risque fortement de se transformer en cancer colorectal.

Les etats précancéreux du colon ou du rectum les plus courants sont les suivants :
e Lesadénomes.
e Les syndromes du cancer colorectal héréditaire.

4.1 Les adénomes :

Le point de départ est la muqueuse tapissant I’intérieur du colon-rectum au sein de
laquelle se développe tout d’abord une Iésion tumorale précancéreuse, bénigne, due a une
prolifération de cellules de la muqueuse colorectale appelée adénome. Il se présente
visuellement comme un polype, pédiculé ou sessile. La prévalence de I’adénome dans la
population est élevée : de 7 % a 45 ans jusqu’a 33 % aprés 65 ans chez les hommes (Faivre.,
2001).

Les adénomes avancés qui sont définis par leur taille (> 1 cm) et le degré de dysplasie
(dysplasie de haut grade) dont le risque de transformation cancéreuse est plus élevé que pour
les adénomes non avancés. La transformation cancéreuse de 1’adénome passe par un stade
de carcinome in situ, localisé a la muqueuse, pour évoluer vers le stade de carcinome
infiltrant la paroi de I’intestin (phase invasive). Cette progression correspond aux niveaux
croissants de la classification de Vienne des néoplasies intra-épithéliales et des cancers
superficiels (Dixon.,2002).

La probabilit¢ qu’au moins un adénome subisse une transformation
adénocarcinomateuse est plus élevée si le nombre d’adénome est supérieur a 3, si sa taille
est supérieure a 1 cm, Ou s’il posséde un contingent villeux supérieur a 25 % (Strum.,2016).
La durée de la séquence adénome-cancer est estimée a plus de 10 ans en moyenne (Dancourt
& Faivre., 2004). (Figure 02).
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Figure 02 : Carcinogénése colique selon le modele de Vogelstein [Fearon & Vogelstein

1990], reproduit de [Lucie Vignot, these de médecine 2013].

4.2 Les syndromes du cancer colorectal héréditaire :

Les syndromes rares du cancer colorectal héréditaire qui suivent sont des états

précancéreux du célon ou du rectum. Ils engendrent la formation de nombreux polypes dans

le cdlon et le rectum. Ces syndromes sont causés par un gene muté, ou modifié, qui peut étre

transmis des parents a leurs enfants. lls font augmenter le risque de cancer colorectal.

Le syndrome de Lynch est aussi appelé cancer colorectal héréditaire sans polypose
(HNPCC). C’est le type le plus courant de syndrome du cancer colorectal héréditaire.
Chez la plupart des personnes atteintes du syndrome de Lynch, le nombre de polypes
(petites masses présentes sur la muqueuse) n’est pas inhabituel. Si elles en ont, ils
apparaissent a un plus jeune age que chez la population générale et ils sont plus
susceptibles de devenir cancéreux.

La polypose adénomateuse familiale (PAF) engendre la formation de centaines,
voire de milliers, de polypes sur le revétement du colon et du rectum.

Le syndrome de Peutz-Jeghers engendre la formation de nombreux hamartomes,
ou polypes hamartomateux, dans le tube digestif, dont le cdlon et le rectum.

Le syndrome de polypose juvénile engendre la formation d’hamartomes dans le
tube digestif, dont le cblon et le rectum. Ces hamartomes apparaissent habituellement
avant I’age de 20 ans. Chez certaines personnes atteintes de ce syndrome, seuls
quelques hamartomes prennent naissance dans le tube digestif. D’autres ont plus de

100 hamartomes.
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5. La classification histologique des cancers colorectaux :

La classification TNM (T=taille de la tumeur primaire, N= atteinte éventuelle des
ganglions lymphatiques (nodes en anglais), M= présence éventuelle de métastases) de
I’Union Internationale Contre le Cancer (UICC) permet de caractériser les stades de

progression tumorale maligne. (Figure 03)

Métastases a
d'autres organes

‘ganglions
lymphatiques

ganglicns
lymphaticues
‘atteints

Tis = carcinome in situ

Figure 03 : Les stades du CCR selon le National Cancer Institute reproduit de [Lucie

Vignot, these de médecine 2013].

Le stade des cancers colorectaux au moment du diagnostic est généralement exprime par un
chiffre romain allant de 0 a 1V. La signification de ces cing stades est expliquée dans le

tableau 01.
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Dukes’
Stage TNM designation designation

0 Tis NO MO —
I T1 NO MO A

T2 NO MO
I T3 NO MO B

T4 NO MO
1] Any T N1 MO C

Any T N2, N3 MO
v Any T Any N M1 D

Tableau 01 : Comparaison des systéemes de stadification de TNM et de Dukes pour
le CCR (Winawer et al.,1997).

» Le stade O correspond aux carcinomes in situ

> le stade | aux cancers avec une extension uniquement locale et limitée aux couches
superficielles

» le stade Il a une extension locale plus profonde

> le stade 11l a une dissémination locorégionale avec atteinte ganglionnaire

> le stade IV a une extension métastatique a distance

L’identification du stade au moment de la prise en charge d’un patient est tres
importante puisque le pronostic d’une part et le choix du traitement optimal d’autre part en

dépendent.

6. La génétique du cancer colorectal

Le CCR est en effet, le premier des cancers héréditaires. Les études de jumeaux et de
familles ont permis d’évaluer qu’environ 30% des CCR appartiennent & une forme génétique
(Lichtenstein et al.,2000; Grady.,2003) ( Figure 04).
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Répartition des différents types de CCR

inconmu

MSI e COP

LOH : Loss Of Heterozygosity

PAF : Polypose Adénomateuse Familiale

MUTYH : mutation du géne Mut Y Homologue
HNPCC : Hereditary Non Polyposis Colorectal Cancer
MSI : MicroSatellite Instability

CIMP : CpG Island Methylator Phenotype

Figure 04: Répartition des différents types de cancers colorectaux (Ferron et al.,2005)

Trois mécanismes différents ont été individualisés dans la cancérogenese colorectale :
- L’instabilité chromosomique (CIN, Chromosomal Instability)

- L’instabilité génétique ou microsatellitaire (MSI : Microsatellite Instability)

- Hyperméthylation des iléts CpG (CIMP : CpG Island Methylator Phenotype).

6.1 L’Instabilité chromosomique (phénotype CIN):

Elle rend compte d’environ 80% des cancers sporadiques (Laurent-Puig et al., 2010)
et est caractérisée par des pertes alléliques sur les bras courts des chromosomes 17, 8 et sur
le bras long des chromosomes 18, 5 et 22. Ces anomalies sont le plus souvent associees a
des mutations sur les genes APC ou p53 qui entrainent une inactivation complete de ces
génes suppresseurs de tumeur. On retrouve fréqguemment une aneuploidie cellulaire.
L’origine de cette instabilité est encore mal connue, mais il a été montré que des mutations
sur le gene APC, aboutissant a la formation d’un codon stop, peuvent favoriser la CIN. En
effet une des fonctions de la protéine APC est de maintenir la polymérisation des

microtubules du noyau cellulaire (Fodde et al.,2001).
9
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6.2 L’instabilité genétique (phénotype MSI):

Ce mécanisme est retrouvé dans environ 15% des CCR (Laurent-Puig et al.,2010) et
se caracterise par une instabilité des locus microsatellitaires liee a un défaut de réparation
des mésappariements de I’ADN, tache normalement dévolue au systtme MMR (Mismatch
Repair) composé en autres genes hMLH1, hMLH3, hMSH2, hMHS6, hPMS1, hPMS2...
Ces séquences microsatellitaires sont trés fréquentes dans I’ensemble du génome et sont
particulierement a risque d’étre mal répliquées par ’ADN polymérase. Le systtme MMR
peut étre inactivé en cas de mutation germinale associée a une mutation somatique
(Syndrome de Lynch) ou par méthylation du promoteur de hMLH1 qui inactive sa
transcription (forme sporadique). Le phénotype MSI est identifié par PCR en testant des
séquences microsatellitaires de longueur connues et en comparant la taille des produits

d’amplification entre le tissu sain et le tissu tumoral (Figure 05).
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Figure 05: Phénotype MSI mis en évidence par amplification de 5 marqueurs (d’aprés
(Boland et al.,2010).

Contrairement aux tumeurs avec un phénotype CIN, les cellules MSI sont
le plus souvent diploides et on retrouve moins fréquemment des mutations sur
APC ou p53 (Olschwang et al.,1997). L’inactivation du systtme MMR conduit a
I’accumulation de mutations secondaires qui vont inactiver de nombreux génes

aboutissant a la transformation de la cellule. Les génes BAX, TGFRII, les

10
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facteurs de transcription TCF-4 ou E2F4 sont souvent retrouvés mutés dans les
cancers MSI+ (Duval et al.,2002).

6.3 Hyperméthylation de I’ADN (phénotype CIMP):

Des dinucléotides CpG regroupés en ilots sont retrouvés dans les régions promotrices
pour la moitié des genes. Ces Tlots CpG peuvent inactiver un géne en empéchant sa

transcription si leur cytosine est méthylée (Figure 06).

A l—} Transcription du géne
3 "\ ;N\\ -\. l

Promoteur Séquence codante du géne
B ((((((((@ I+> Pas de transcription
» MIMmII NN < =y

Figure 06 : Mécanisme d’inactivation de la transcription (d’apres (Leggett et al.,2010)).

Le mécanisme du phénotype CIMP n’est pas encore ¢lucidé mais certains génes
semblent particulierement sensibles pour le définir. En effet les genes hMLH1, RUNXS3,
IGF2, CACNAL1G, NEUROGL et SOCSL1 ont été retrouvé méthylés sur leur promoteur en
cas de phénotype CIMP et pourrait devenir le panel de genes a étudier. Actuellement il
n’existe aucune définition consensuelle du phénotype CIMP (nombre de génes a étudier,

nombre de promoteurs méthylés).

Dans le CCR, plusieurs génes suppresseurs de tumeurs peuvent ainsi étre inactivés
conduisant & ce phénotype CIMP (CpG Island Methylation Phenotype) (lIssa.,2004). La

méthylation du gene hMLH1 responsable d’une inactivation du systétme MMR et donc d’un

11



Chapitre 1 Le cancer colorectal

phénotype MSI rentre également dans ce cadre expliquant la possibilité de tumeur

MSI+/CIMP+. La plupart des CCR sporadiques présentant un phénotype MSI surviennent

chez des individus ageés, sont associés a des mutations de BRAF et a un phénotype CIMP+.

Ces cas dérivent le plus souvent de la voie des adénomes festonnés.

7. Les symptomes

Le CCR passe généralement inapercu dans ses premiers stades de croissance. Il se

développe souvent en silence, sans provoquer de symptdmes particulier. 1l peut rester

longtemps imperceptible. Néanmoins, certains signes peuvent étre révélateurs (Hunt et al.,

2013) :

v

v

Des changements dans les habitudes fécales qui durent depuis quelques semaines
(constipation ou diarrhée, par exemple).

Du sang dans les selles. Parfois les saignements sont invisibles a 1’ceil nu. Seuls des
examens de recherche de sang dans les selles permettent alors de les détecter.

Des malaises abdominaux, tels des gaz intestinaux, des crampes ou des douleurs au
ventre.

La sensation que les intestins ne se vident jamais complétement ou d’avoir
constamment envie de deféquer.

Une altération de 1’état de santé général (perte d’appétit, amaigrissement, fatigue...).

Au fur et a mesure que la tumeur grossit, ces symptomes peuvent s'aggraver et entrainer des

complications telles qu'une occlusion intestinale ou une péritonite :

Une occlusion intestinale: la tumeur bouche completement le c6lon, empéchant le
passage des selles et des gaz. Ceux-ci s’accumulent alors dans le c6lon, qui augmente
de volume. Une occlusion intestinale peut se manifester par des douleurs
abdominales plus ou moins importantes, un gonflement du ventre, des vomissements
et une absence de selles et de gaz. Elle nécessite une intervention médicale urgente.
En effet, si le cdlon continue a se distendre, il peut se perforer, ce qui représente un
risque vital pour le patient

Une péritonite, infection grave de la membrane qui entoure tous les organes de
I’abdomen (péritoine). Cette infection peut survenir lorsque le colon s’est perforé.

Elle nécessite une intervention chirurgicale en urgence.
12
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8. Le diagnostic

Le probleme du diagnostic se pose apres un dépistage positif ou si les patients

présentent des symptdmes intestinaux. (Parente.,2010)
8.1 Clinique :

Le diagnostic commence le plus souvent par une consultation chez le médecin
traitant. Si celui-ci soupgonne des troubles qui nécessitent des examens complémentaires ou
si le test de recherche de sang dans les selles réalisé dans le cadre du dépistage organisé se
révele positif, il oriente son patient vers un gastroentérologue, médecin spécialiste du
systeme digestif.

La consultation avec le gastroentérologue comprend un entretien et un examen
physique complet qui consiste a palper différentes parties de 1’abdomen afin de rechercher
d’éventuelles anomalies. Le médecin pratique également un toucher rectal pour détecter

d’éventuelles grosseurs dans le rectum.

8.2 Coloscopie :

Le but du diagnostic est de révéler la présence d’anomalies prénéoplasiques. Grace a
la coloscopie, la tumeur devient visible. Un morceau de celle-ci est prélevée (biopsie) en vue
d’une analyse. A partir de cet examen une stratégie thérapeutique et un suivi adapté seront
mis en place. La coloscopie est un élément de diagnostic important car elle va confirmer ou
non le diagnostic.

Dans 30% des cas la coloscopie détecte un polype qui peut étre retiré évitant ainsi
qu’il ne devienne cancéreux un jour. Un cancer est découvert dans 10% des cas (INCa.,

2008).

8.3 Autres examens :
% Examen biologique : Il consiste en un dosage de I’ACE (Antigéne Carcino-
embryonnaire), fait systématiquement lors du bilan initial d’un cancer colorectal, une
+ évaluation de la fonction rénale (clairance a la créatinine), hépatique et un dosage
des plaquettes, FNS (Formule Numération Sanguine) et bilan lipidique LDH (Lactate

déshydrogénase).

13
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% Imagerie : Le bilan initial prévoit une échographie hépatique et une radiographie
pulmonaire ou un scanner thoraco-Abdo-pelvien. L’imagerie va permettre de
localiser les métastases.

Le diagnostic a plusieurs objectifs (Smyrk et al.,2008) :

e Confirmer la présence d’un cancer

e Identifier le type de cancer dont il s’agit

e Trouver I’emplacement ou le cancer a pris naissance

e Déterminer I’étendue du cancer (son stade)

e Elaborer un plan de traitement adapté.

9. Le pronostic

Le pronostic est I’évaluation de 1’issue possible de la maladie. Un trés bon pronostic
signifie par exemple que les chances de guérir sont eélevées. De nombreux facteurs, liés a la
personne et aux caractéristiqgues de la maladie, influencent le pronostic d'un cancer
colorectal. Le facteur le plus important est le stade de la maladie au moment du
diagnostic : comme pour la plupart des cancers, les chances de guérison sont meilleures si

le cancer est découvert a un stade précoce.

Globalement pour tous les CCR, la survie relative a 5 ans est de 57 %. Le pronostic
est etroitement lié au stade auquel le cancer est diagnostiqué. Lorsque la tumeur est
superficielle (stade 1), la survie a cing ans est de l'ordre de 90 %, tandis qu'elle est de 5 %
en cas de métastase. D'ou I'intérét de detecter ces cancers le plus tot possible. (Lopez et
al.,2016).

Selon les statistiques américaines du National Cancer Institute, la survie relative a 5
ans d’une personne atteinte d’un CCR par rapport a la population générale de méme age est
de 65,1 % et le pronostic est d’autant plus défavorable que le diagnostic est établi a un stade
avancé de la maladie. En cas de tumeurs localisées, selon la stadification américaine, la
survie relative a 5 ans est égale a 90 % alors que celle des tumeurs métastasees est égale a
13,5 % (National Cancer Institute 2006-2012).

14
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10. Le traitement

Il va dépendre de la localisation, du stade, de I’histologie et de 1’état général du
patient. Différents traitements sont mis en place, selon 1’objectif visé qui est soit un
traitement curatif ou bien un traitement palliatif. Le traitement choisit doit permettre d’éviter
les complications et de préserver la qualité de vie du patient. (Parente.,2010).

Si le cancer est limité au colon ou rectum et qu’il n’y a pas de métastase ni d’envahissement
ganglionnaire, la chirurgie est pratiquée pour retirer la partie atteinte. La chimiothérapie est
effectuée si la tumeur est agressive.

Si des cellules cancéreuses ont atteints un ou plusieurs ganglions lymphatiques
proches du cdlon et qu’il n’y a pas de métastases, la chirurgie sera complétée d’une
chimiothérapie adjuvante.

Enfin si le cancer a atteint d’autres organes, deux chirurgies peuvent étre réalisées,
Une pour la tumeur primitive et une pour les métastases. La chimiothérapie est réalisée soit
entre les deux chirurgies soit en traitement principal si la chirurgie n’est pas envisageable.
(INCa.,2010)
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La protéine p53, a été découverte en 1979 par Linzer et Levine. En 1989, Baker a
mis en évidence son rdle anti-oncogene. Entre 1993 et 1996, plus de 4300 études de
recherches ont été publiées sur cette protéine. Son rdle prépondérant dans le contréle du
cycle cellulaire, et la protection contre la prolifération en réponse aux stress génotoxique lui

a valu le surnom de « gardien du génome » ou « suppresseur de tumeur ».

1. Historique

La protéine p53 fut identifiée pour la premiere fois lors d’études visant a identifier
les molécules ciblées par I’antigene T du virus simian 40 (SV40) (Kress et al., 1979) (Linzer
and Levine 1979). Durant la méme année, plusieurs groupes ont reporté 1’existence d’une
protéine qui était surexprimée dans plusieurs tumeurs. (DeLeo et al., 1979). Cette protéine,
avec un poids moléculaire approximatif de 53 kDa fut baptisée p53 (protein 53) (Levine et
Oren., 2009). Cette nomenclature désigne aussi le gene.

Le gene suppresseur de tumeur p53 est perdu ou muté dans plus de 50% des cas de
cancers humains (Pim et Banks.,2004) ce qui en fait le géne le plus fréquemment altéré dans
les tumeurs humaines et supporte la notion que le produit du gene de p53 est une protéine

suppresseur de tumeur (Aizat et al.,2011).
2. Le géne p53

Chez I’humain, le géne p53 est un anti-oncogene localisé sur le chromosome 17, au
locus 17p13 et couvre environ 20kb d’ADN. Il est composé de 11 exons ayant la particularité
suivante: le premier exon est non-codant et est situé 8 & 10kb en amont des autres exons
(Benchimol et al., 1985), (Oren 1985). Il dispose d'une séquence intronique de 10 kb située
entre la premiere et la deuxieme séquence exonique. Cing régions hautement conservées au
cours de I'évolution sont localisées entre le second et le huitieme exon. Il est généralement
admis que le domaine central de la protéine p53 est code par les exons 5, 6, 7, 8 (Walid Dridi
et al.,2006) (Figure 07).
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Figure 07: Structure du géne p53 (Aylon et Oren 2007)

3. La protéine p53
La protéine p53 humaine contient 393 acides aminés et est composée de 3 domaines
principaux : le domaine N-terminal, le domaine central et le domaine C-terminal qui
contiennent chacun un ou plusieurs sous-domaines régulant les activités de p53 (Millau et
al., 2009; Bieging and Attardi., 2012).
e Le domaine N-terminal comprenant les domaines d’activation de la transcription
TADI et TADII ainsi que le domaine riche en proline PP .
e Le domaine central comprenant le domaine de liaison a I’ADN (DBD pour DNA
Binding Domain).
e Le domaine C-terminal comprenant le domaine d’oligomérisation (OD) et le
domaine régulateur riche en acides aminés basiques (BD).
La protéine p53 possede 2 NES et 3 NLS qui régulent sa localisation nucléo-cytoplasmique
(Figure 08).

. {]{}[ H _—} r}[;} .

393 aa

Domaine N-terminal Domaine central Domaine C-terminal

Figure 08 : Structure de la p53 (Millau et al., 2009; VVousden et Prives., 2009; Rajagopalan
et al.,2010) .
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4. Les fonctions de la p53
Toute une gamme de fonctions a été attribuée a la protéine p53, incluant des roles
dans la réparation des dommages a I’ADN, la modification de la chromatine, 1’arrét du cycle

cellulaire, la sénescence et 1’apoptose.

Cependant, la protéine est majoritairement connue pour son role dans I’inhibition de
la prolifération cellulaire et s’est méme mérité le surnom de «gardien du génome». Pour
inhiber le développement de cancers, p53 agit surtout en stoppant le cycle cellulaire afin de
permettre la réparation adéquate de I’ADN ou en promouvant I’apoptose, empéchant ainsi

la prolifération de cellules aberrantes (\Vousden et Prives, 2009).

4.1 La régulation du cycle cellulaire

En effet, p53 peut activer la transcription de p21, une protéine inhibitrice des kinases
cycline-dépendantes capable de stopper le cycle cellulaire en phase G1. L’arrét du cycle
cellulaire permet alors a la cellule de soit réparer I’ADN endommagé a 1’aide des protéines
XPC et GADDA45, dont I’expression est aussi régulée par p53, ou de causer 1’apoptose, une
voie utilisée lorsque les dommages a I’ADN sont trop importants (Weinberg, 2007). Les
principaux signaux reconnus pour activer p53 sont les dommages a I’ADN, ce qui inclut
’activation de certains oncogenes, le raccourcissement des télomeres et les effets des rayons
ultraviolets ou des inhibiteurs de topoisomérase (Balint et Vousden, 2001; Borras et al.,
2011). Néanmoins, I’activation compléte de la protéine nécessite d’autres facteurs, comme
des modifications post traductionnelles et I’inactivation de MDM2, une E3-ubiquitine ligase

connue pour promouvoir la dégradation de p53.

Les modifications post-traductionnelles impliquées dans 1’activation de p53 sont
principalement effectuées au niveau de son domaine C-terminal et régulent la liaison de la
protéine a I’ADN. Ces modifications peuvent étre diverses (sumoylation, phosphorylation,
déphosphorylation, acétylation, glycosylation et ribosylation) et différent selon le stress

auquel la cellule a été exposée (Smeenk et Lohrum.,2010).
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Toutefois, la phosphorylation des sérines 15 et 20 de p53 est généralement considérée
comme 1’étape initiale pour la stabilisation de la protéine, puisque ces phosphorylations
diminuent I’interaction de celle-ci avec son régulateur négatif, MDM2 (Borras et al., 2011).
Ensuite, la protéine activée peut jouer son role via 1’activation ou la répression de la
transcription de ses génes cibles, impliqués dans le cycle cellulaire, 1’apoptose,
I’angiogéneése, la différenciation cellulaire et la réponse immunitaire (Borras et al., 2011).
Méme si la plupart des roles de p53 s’effectuent par des mécanismes dépendants de
I’activation ou la répression transcriptionnelle, la protéine possede aussi d’autres activités
biologiques indépendantes de la transcription et plusieurs fonctions cytoplasmiques ont

méme été attribuées a p53 (Green et Kroemer.,2009).

p2
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Figure 09 : Régulation du cycle cellulaire. (Raisonnier et al., 2003)
4.2 L’apoptose

Entre autres, pS3 peut déclencher I’apoptose méme en 1’absence de son domaine
central de liaison a I’ADN; la protéine peut se localiser a la membrane externe
mitochondriale afin de permettre le relachement de facteurs proapoptotiques de I’espace

intermembranaire mitochondrial par perméabilisation de la membrane externe. L’inhibition
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de l’autophagie par p53 cytoplasmique est également bien documentée (Green et
Kroemer.,2009).

4.3 La réparation de PADN
La p53 peut aussi se situer au noyau et jouer un réle direct dans la réparation de
I’ ADN en participant a sa réparation par excision de bases (Balint et Vousden.,2001) (Figure
10).

Stress Dommages Expression
Oxydant de I'ADN oncogénes

\\).@4///

SoFX
S [ we g Réparation de

Sénescence I'ADN

G Apoptose

Autophagie

Arrét du
cycle cellulaire

Figure 10 : Activité de p53 (Bieging et Attardi.,2012).

5. Les mutations et polymorphisme de la p53

5.1 Les mutations de la p53
Une p53 fonctionnellement normale est essentielle pour protéger les organismes du cancer
(Figure 11).

Pays en voie
de développement Pays développés Mutation p53 (%)
: | Poumon 70%
. Estomac 45%
| Sein 20%
. Cdlon 60%
20%
| Prostate 10-30%
; Col de l'utérus spécial
| Téte et cou 60%
CEsophage 40%
Leucémie 10%
Lym'phome-NH 30%
VeSISie 60%
Ovairé 60%
600 400 200 0 200 400 600 800
Nombre de cancer par an (x 1000)

Figurell: Fréquences des cancers dans le monde et relation avec le taux de mutation du
géne de la p53 (Soussi et al.,2000).

20



Chapitre 2 la protéine P53

Les mutations de p53 conduisent a 1’abrogation de ses fonctions et a son absence au
niveau nucléaire. En effet, I’échange d’un seul acide aminé peut conduire a un changement
conformationnel de p53 qui la rend inapte a se lier a son élément de réponse sur I’ADN et a
transcrire ses genes cible, la plupart des mutations ponctuelles concernant le domaine de
liaison a I’ADN. Les mutations somatiques du géne représentent 1’une des perturbations les

plus récurrentes dans les tumeurs humaines, y compris le CCR (Naccarati et al., 2012).

L'analyse de toutes les mutations ponctuelles qui modifient le géne p53 montre que
51% sont des transitions G:C = A:T et 49% d'entre elles sont situés au niveau d'un nucléotide
CpG.

Dans les cellules humaines, la cytosine présente dans ces dinucléotides CpG est
fréguemment méthylée. La désamination spontanée d'une cytosine conduit a la formation
d'un mésappariement U:G qui est efficacement réparé par un uracile DNA glycosylase.

Par contre, la désamination d'une 5-méthylcytosine conduit a un mésappariement

T:G dont la réparation peut conduire a une transition C->T.( Bressac et al.,1991)(Figure 12).
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Figure 12: Fréquence des transversions G:C > T:A (A) et des transitions G:C > A:T (B).
(Soussi et al.,2000).
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5.2 Les polymorphismes du p53
Plusieurs polymorphismes sont présents au niveau du locus p53, ils peuvent

augmenter le risque de cancer et affecter la réponse a des schémas thérapeutiques (Figure

13).
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Figure 13 : Les differents polymorphismes de géne p53 (Whibley et al., 2009)

e Le polymorphisme Pro 47 Ser

Le polymorphisme p53-47 Proline / Sérine (dénommé ci-aprés p53-47Pro ou p53-
47Ser), est le résultat d'une substitution d’une C par une T a la position 1 du codon 47, ce
SNP a été signalé dans les populations d’origine africaine (Felley-Bosco et al., 1993). La
variante p53-47Ser, diminue Il'induction de certains genes pro-apoptotique en réduisant le

niveau de phosphorylation a la sérine 46 résidu adjacent (Li et al., 2005).
e Le polymorphisme Val 217 Met et Gly 360Ala

Le polymorphisme p53-217 valine / méthionine est le seul polymorphisme trouvé
dans le DBD de p53, qui pourrait étre susceptible d'influer sur l'activité de protéine. Sa
fonction a été testée uniquement dans la levure et la variante p53-217Met a montré une
capacité de transactivation accrue (Kato et al., 2003). Une étude effectuer sur la levure
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montre que l'induction de certaines génes p53 est légérement diminué avec la variante p53-
360Ala (Kato et al., 2003). Cependant, il ny a pas de confirmation du réle de ces SNPs dans

un systeme de mammifére ou méme dans les cancers humains.
e Le Polymorphisme Arg72pro

C’est le polymorphisme le plus fréquent dans le géne p53 ; c¢’est une variation de
Proline en arginine au niveau du codon 72localisé sur I’exon 4 du géne p53. Ce SNP est dd
a un changement dans la séquence d'ADN codant pour le domaine riche en proline de p53
(CCC ou CCQG).

Des expériences dans des lignées cellulaires humaines ont suggéré que la variante
p53-72Arg est plus efficace dans I'induction de I'apoptose, alors que p53-72Pro serait plus
efficient dans transactivation de la p21 et d'induire I'arrét du cycle cellulaire (Dumont et al.,
2003; Pim et Banks., 2004; Salvioli et al., 2005;. Sullivan et al, 2004). Cependant, des études
de l'association de ces variantes polymorphes avec le risque de cancer ont été controversée
(Whibley et al., 2009).

Plusieurs modeles de souris humanisées concu pour produire le polymorphisme p53
72Pro/ Arg ont été récemment rapporté, ces modeles ont révélé des effets spécifiques des
tissus du polymorphisme du codon 72, ce qui peut expliquer les résultats controversés dans
les études humaines (Azzam et al., 2011; Frank et al., 2011; Zhu et al., 2010).

6. L’impact du polymorphisme Arg72Pro sur la protéine

La fonction de p53 est également altérée par un polymorphisme de séquence commun
qui apparait au codon 72 dans l'exon 4, avec 2 alleles codant pour Arg ou pour la proline.
Chaqgue individu hérite d'un génotype p53 qui peut étre hétérozygote (Arg / Pro) ou
homozygote pour Arg / Arg ou Pro / Pro. Ces 2 variantes de p53 de type sauvage semblent
étre différents a la fois biochimiquement et biologiquement (Thomas et al., 1999), .Ce
polymorphisme est situe dans un domaine riche en p53 qui est un composant nécessaire a la
protéine p53 pour induire une fonction apoptotique complete. Une étude récente a montré
que le variant Arg72 induisait I'apoptose plus efficacement que le variant Pro72 (Sullivan et
al., 2004).

23



Chapitre 2 la protéine P53

7. Le fonctionnement de la protéine

Les mutations de p53 surviennent dans au moins 50% des cancers et plus de 90% de
celles-ci éliminent la capacité de la protéine p53 a se lier a ses cibles ADN, soulignant ainsi
I’importance de p53 dans la tumorigenése. Un polymorphisme mononucléotidique (SNP)
dans le géne p53 entrainant la substitution de I'arginine (Arg) par Proline (Pro) au niveau du
codon 72 s'est avéreé altérer la structure primaire de la protéine p53. Bien que les activités de
liaison & I'ADN spécifiques a la séquence des deux formes structurelles soient normales,
certaines différences fonctionnelles ont été identifiées. Les deux formes de p53 différent par
leur sensibilité a la dégradation par la protéine E6 du papillomavirus humain. De plus,
(Thomas et al.,1999) Ont observé que la forme Pro activait la transcription a un niveau plus
¢levé que la forme Arg, alors que la cinétique de 1’apoptose était plus rapide avec la forme

Arg.
8. La relation entre le polymorphisme Arg72Pro et le CCR

Un polymorphisme nucléotide simple (SNP) au codon 72 du géne p53 (Arg72Pro)
modifie la structure de la protéine p53 et affecte son activité

Le SNP Arg72Pro pourrait jouer un role dans les premiers stades de la néoplasie
colorectale et éventuellement dans la progression de la maladie invasive, selon le site et le
sexe.

Selon (Koushik et al.,2006) y’a pas d'association globale significative entre le
génotype p53 Arg72Pro et le cancer colorectal, mais ont trouvé une association significative
avec le risque d'adénome colorectal. Lorsque stratifiée par sexe, un risque accru de cancer
colorectal proximal chez les femmes et de cancer du colon distal chez les hommes a été
observé (Koushik et al., 2006). Une association a risque plus élevé entre les polymorphismes
CCR et p53 Arg72Pro a été rapportée par (Perez et al.,2006) dans une population argentine
ainsi que par (Mammano et al.,2009) dans la population italienne.

Des études antérieures ont également montré que le polymorphisme Arg72Pro de
p53 varie selon les groupes ethniques et les groupes de population. Nous avons mené une
étude cas-témoins pour étudier les fréquences des alléles et des génotypes et I’apport du
génotype variant du polymorphisme Arg72Pro du gene de la p53 dans la modification du

risque de susceptibilité chez les patients atteints de CCR sporadique. (Aizat et al.,2011)
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1. La Population d’étude

Notre étude a porté sur 68 échantillons d’ADN collectés de la banque d’ADN du
laboratoire de Biologie et Génétique Moléculaire de 1’Université Constantine 3, cet

échantillon unit 2 populations :

> Une population de témoins : Elle comprend 41 échantillons d”’ADN.
e Les Critéres d’inclusion : sujets agés de 30 a 75 ans et sans antécédents
familiaux de cancer.
e Criteres d’exclusion : sujets agés de moins de 30 ans et avec antécédents
personnels ou familiaux de cancer.
» Une population de malades :
e Elle regroupe 27 échantillons d’ADN de patients atteins par le cancer
colorectal.

2. La méthodologie

La méthode de génotypage que nous avons choisie est une PCR- RFLP pour étudier
le SNP Arg72Pro du gene de la p53 et qui consiste tout d’abord a amplifier la région d’intérét
par PCR puis de différencier les génotypes par digestion a 1’aide d’une enzyme de restriction
specifique. Ce travail a été réalisé au niveau du laboratoire de biologie moléculaire de la

faculté des sciences de la nature et de la vie de 1’université des freres Mentouri Constantinel.

Notre méthode a été effectuée en plusieurs étapes successives :
- Recueil de I’ADN.
- une réaction de polymérisation en chaine PCR (Polymerase chaine reaction).
- Une électrophorése sur gel d’agarose pour un contréle des produits de PCR
- Une digestion des produits de PCR par I’enzyme de restriction Bsh1236l.

- Electrophorese sur gel d’agarose des produits de digestion

2.1 Recueil de PADN

Au cours de cette étape, I’ADN de notre échantillon d’étude a été pris directement de
la banque d’ADN du Laboratoire de Biologie et Génétique Moléculaire de I’Université

Constantine 3.
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2.2 L’amplification de ’ADN par PCR

La PCR est une méthode de Biologie Moléculaire, permet 1’amplification
exponentielle d’une faible quantit¢ d’ADN connue en utilisant un mélange réactionnel
contenant tous les réactifs nécessaires. L’ensemble est soumis a une succession de réactions
appelées cycles de réplication. Chaque cycle est composé de 3 étapes : une dénaturation des
brins d’ADN, une hybridation des amorces et une ¢longation afin d’obtenir une quantité

suffisante de la séquence d’ADN désirée.

Avant de commencer notre PCR, nous avons préparés d’abord un mix de PCR
contenant :
v"des désoxyribonucléotides triphosphates (ANTP).
v une enzyme d’amplification in vitro (Taq polymérase).
v"un environnement réactionnel (tampons, MgCI2, H20).

v deux amorces oligonucléotidiques encadrant la région d’intérét

Tableau 02 : Mélange réactionnel de PCR

Composant et concentration initiale Volume
Eau distillée 16.7 ul
Tampon 10 x 2.5l
MgCl2 (25mM) 1.5 ul
dNTP (5mM) 2 ul
Amorce S (10 PM) 0.5 ul
Amorce R (10 PM) 0.5 ul
Taq polymérase 0.3 ul

Les séquences des amorces utilisées sont les suivantes :
1’Oligo F (Forward primer): 5° '-TCC CCC TTG CCG TCC CAA- 3’
I’Oligo R (Reverse primer) : 5'-CGT GCA AGT CAC AGACTT- 3",

Nous avons pris 24 ul de ce mélange (le mix de la PCR) avec 1ul d’ADN pour chaque

échantillon. (Un témoin négatif a été ajouté a chaque réaction de PCR)
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Les tubes de PCR sont ensuite posés dans le thermocycleur avec les conditions

d’amplification suivantes :

o Une dénaturation initiale a 94°C pendant 6 minutes

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

o Une élongation finale a 72°C pendant 5 minutes

2.3 Le controdle des produits par PCR

Une électrophorése est nécessaire pour le contrdle d’amplification et la détection
d’une éventuelle contamination de I’ADN (grace au témoin Cette étape est réalisée grace a

une ¢électrophorése sur un gel d’agarose de 2 %.

L’électrophorese est une méthode qui vise a séparer différentes particules en fonction
de leur charge électrique, et de leur taille. La migration d’une molécule d’ADN dépend de
sa taille et de la concentration du gel d’agarose, mais le voltage et la force ionique du tampon
interviennent également. Les ADN sont des macromolécules chargés négativement qui
peuvent migrer dans un champ électrique de la cathode (-) vers I’anode (+) dans un tampon
de migration de TBE (Tris Borate EDTA).

Le gel a été préparé en mélangeant 2g d’agarose avec 100ml de TBE et le mettre a
I’ébullition pour faire fondre 1’agarose. Puis on ajoute 10 pul de Bromure d’éthidium (BET)
qui est un agent intercalant se fixant entre les bases nucléiques rendant I’ADN fluorescent

par exposition aux UV.

Les dépots se font du coté cathode (-). Le systeme soumis a une migration sous un
courant de 100 volts pendant 30 min, dans chaque puits du gel, la quantité de 10 ul du produit

de PCR m¢langée a 2 pul de tampon de charge été déposée.
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Figure 14: Le contrdle des produits PCR de la p53

2.4 La digestion enzymatique des produits de PCR

Les produits de PCR sont soumis a une digestion enzymatique utilisant 1’enzyme de

restriction Bsh12361 clivant la molécule a des endroits précis appelés sites de restriction.

L’enzyme de restriction Bsh12361 reconnait la séquence palindromique 5'...CG /CG ...3'

et clive nucléotides comme suit :

Figure 15 : Site de restriction de 1’enzyme Bsh1236l

Pour procéder a la digestion des produits PCR nous préparons d’abord un mix de digestion
selon le nombre des amplifias a digérés, I’ensemble, est ensuite incubé toute une nuit a 37°C.
(Tableau 03).
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Tableau 03 : Mix de digestion

Composant Volume

Meélange réactionnel de PCR | 10 ul

Nucléase sans eau 18 ul
Tampon 10X R 2 ul
Bsh12361 1-2 ul

2.5 L>¢électrophorese des produits de digestion

Les fragments d’ADN digérés par I’enzyme de restriction sont séparés par
électrophorese, la petite taille de ces fragments, a nécessité la préparation d'un gel d'agarose
plus résolutif a 3% (3g d’agarose dans 100ml de TBE a 1X).

La migration s’effectue sous un courant de 100volts pendant 45 min. Les fragments

résultants sont ensuite visualisés sous UV. Le gel est ensuite photographié.
2. 6 Etude statistique analytique

Cette étude vise, d’avoir I’influence du polymorphisme Arg72pro de I’exon 4 du géne
p53 dans la survenu du cancer colorectal.
L’étude statistique est basée sur I’OR et la p-value dans le but de déterminer s’il existe une
association significative entre les polymorphismes étudiés et le cancer colorectal. Les calculs

ont été faits en utilisant le logiciel EPI-info 5.01b.
2.6.1 Le calcul de I’Odds Ratio

Pour le calcul de I’OR nous avons établi un tableau de contingence. Il est présenté
sous forme de tableau croisé¢ 2x2. Le statut malade/non malade des sujets de I’étude est

présenté en colonne et le caractere exposé/non exposé en ligne. L’IC est de 95 % (ou 0,95).

Tableau 04 : Tableau de contingence

Malade Témoins
Exposé A C
Non exposé B D
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L’OR est calculé comme suit: OR =a*b /c*d

2.6.2 Le choix de la « p value »

Pour la valeur p, le seuil critique a priori est de 0,05 (vu que I’IC pour I’OR est de
95 %). Si la valeur de p calculée a posteriori est inférieure a ce seuil, la différence entre les
parametres est déclarée statistiquement significative.
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Résultats

1. Le profil électrophorétique du polymorphisme Arg72Pro de la p53

Notre analyse moléculaire vise & rechercher une association éventuelle entre le

polymorphisme Arg72Pro du gene de la p53 et le cancer colorectal.

La digestion du produit d’amplification du gene p53 par I’enzyme de restriction
Bsh12361 a révélé 3 fragments. Le premier apparait sur le profil électrophorétique sous
forme d’une seule bande correspondant au type homozygote normal (CC) (une bande de279
pb), le deuxiéme sous forme de deux bandes (une de 160pb et I’autre de 119pb)
correspondant au type homozygote muté (CG), le troisieme sous forme de 3 bandes
correspondant au type hétérozygote (CG) (bandes de 279pb, 160pb et 119pb) (Figure 15).
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Figure 16 : Profil électro-phorétique sur gel d’agarose des fragments issus par le clivage

du Bsh12361 présentant différents génotypes de p53.
2. Etude analytique des profils génotypiques

Une analyse moléculaire de 1’échantillon (témoins + malades) a permis de mettre en

évidence le polymorphisme du codon 72 de I’exon 4 du géne de la p53
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Les fréquences alléliques des différents alléles C et G ainsi que les fréquences

génotypiques, des homozygotes C/C (Pro/Pro), des hétérozygotes C/G (Pro/Arg) et des

homozygotes G/G (Arg/Arg) chez les deux populations témoin et malade ont été calculées.

2.1 Dans la population témoin

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

50.00%
45.00%
40.00%
35.00%
30.00%
25.00%
20.00%
15.00%
10.00%

5.00%

0.00%

de la p53 dans la population témoins

Génotype n(%) N=41

cC 12 (29,26%)

CG 10 (24,39%)

GG 19 (46,34%)
L’allele C 34 (41,46%)
L’alléle G 48 (58,54%)

19 (46,34%)
12 (29,26 %)
10 (24,39 %)
CcC CG GG

Témoins n(%) N=41

Figure 17 : Fréquences génotypiques du polymorphisme Arg72Pro du gene de la p53 dans

la population témoins.
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Nous avons noté une prédominance de la fréquence génotypique mutée (GG) avec
un taux de 46,34%, par contre les homozygotes sauvages (CC) représentent un taux de
29,26%, les hétérozygotes (CG) représentent un taux de 24,39%. L’all¢le G est supérieur
que I’allele C par un taux de 58,54%.

W |'alleleC ml'allele G

Figure 18 : Fréquences alléliques du polymorphisme Arg72Pro du géne de la p53 dans la

population témoins

2.2 Dans la population des patients

Tableau 06 : Fréquences alléliques et génotypiques du polymorphisme Arg72Pro du géne

de la p53 dans la population malades.

Génotype Malades n(%) N=27
CC 2 (7,40%)
CG 17 (62,96%)
GG 8 (29,62%)

Allele C 21(38,88%)

Allele G 33(61,11%)
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Figure 19 : Fréquences génotypiques du polymorphisme Arg72Pro du géne de la p53 dans
la population malades

Dans la population des patients, les hétérozygotes CG représentent le pourcentage le
plus élevé avec un taux de 62,96%, par contre les homozygotes CC (7,40%) représentent un

pourcentage faible par rapport aux hétérozygotes avec un taux de GG (29,62%).

mLl'alléleC ml'alléle G

Figure 20 : Fréquences alléliques du polymorphisme Arg72Pro du gene de la p53 dans la

population malades
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En calculant les fréquences alléliques, nous avons noté que la fréquence de 1’allele G

est plus élevée avec un taux de 61,11% contre un taux de 38,88% pour 1’allele C.
2.3 La comparaison entre les deux populations témoins et patients

La comparaison entre les fréquences génotypiques des deux groupes témoins et
patients, montre qu’il y a une différence de répartition des valeurs pour les hétérozygotes
CG ainsi que les homozygotes CC avec un taux d’hétérozygotes GC de 24,39% pour la
population témoins et de 62,96 % pour la population des patients et un taux d’homozygotes
CC de 29,26% pour les témoins contre 7,4% des patients. La répartition du génotype GG est

relativement proche.
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62.96 %
60.00%
50.00% 46.34 %
B
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5 29.26 % 29.62 %

30.00% [ 24.39%
20.00%

0.00%
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™ Témoins n(%) N=41 Malades n(%) N=27

Figure 21 : Comparaison des fréquences génotypiques du polymorphisme Arg72Pro du

géne de la p53 dans la population témoins et la population malades

On comparant les fréquences alléliques, nous avons observé que la distribution des
deux fréquences est relativement proche dans les deux populations. L’alléle G avec un
pourcentage de 61,11% la population témoins pour contre 58,54% celle des patients. Ainsi
que la fréquence de 1’alléle C dans la population témoins (41,46%) et dans la population des
patients (38,88%)
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Figure 22 : Comparaison des fréquences alléliques du polymorphisme Arg72Pro du gene

3. L’analyse statistique des résultats

de la p53 dans la population témoins et la population malades

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

dans la population témoins et la population malades.

Génotype Témoins n(%) | Malades n(%o) OR P value
N =41 N =27
cC 12(29,26%) 2(7,40%) | - | e
CG 10(24,39%) 17(62,96%) 0.10 0.003
GG 19(46,34%) 8(29,62%) 2.53 0.27
Allele C 34(41,46%) 21(38,88%) | —rorromm | oo
Alléle G 48(58,54%) 33(61,11%) 1.41 0.32
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Apreés le calcul des Odds ratio et des P value, la comparaison des génotypes CC et
CG montre un OR=0.10 et un P= 0.003, ce qui permet de conclure que le génotype CG
constitue un facteur de risque pour CCR donc il y a une association significative entre le
génotype CG du polymorphisme Pro72Arg du géne de la p53 et la survenue de CCR.

Cependant, les résultats observés lors de 1’étude de la relation entre le génotype CC
et le génotype GG ne montre aucune association significative (OR = 2.53 et p=0.27) ce qui
exclut le génotype GG comme un facteur de risque pour la survenue du CCR.

Dans un méme contexte, le résultat de 1’étude de la relation entre les deux, alléle

sauvage et muté ne monte aucune significativité.
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Discussion

La p53 est cruciale pour un contrdle correct de la transcription des genes, de la
synthese et de la réparation de I'ADN, de l'arrét du cycle cellulaire, de la sénescence et de
I'apoptose. Des mutations dans p53 peuvent perturber ces fonctions, entrainant une
instabilité génétique et la progression vers un cancer. L'inactivation du gene suppresseur de
tumeur p53 est I'événement génétique connu le plus fréquent en cancérologie humaine. Elle
résulte d'une double altération genétique affectant les deux alléles du géne avec pour
consequences la perte de la fonction suppresseur de tumeur et dans certains cas l'acquisition

de propriétés transformantes (Jakob et al.,2017).

Le SNP Arg72Pro est un polymorphisme courant dans p53, il peut étre en corrélation
avec certaines tumeurs, comme le cancer de la prostat, le cancer du sein, et le cancer du
poumon, le cancer colorectal. En particulier, les deux alleles Arg et Pro ont été révélés étre

associes a un risque de cancer (David et al.,2007 ; Xu et al 2012 ;Proestling et al.,2012)

Dans notre étude nous avons cherché a mettre en évidence le polymorphisme
Arg72Pro dans I’exon 4 de p53 et sa relation avec la survenue du cancer colorectal. Ce travail
a été réalisé par une PCR-RFLP pour amplifier la région d’intérét puis différencier les
génotypes de deux populations d’ADN : une population de patients atteint de CCR et une

population de témoins.

Les résultats de notre travail ont révélé une différence significative pour le génotype
hétérozygote CG (OR=0.10, P= 0.003) entre les deux groupes malades et témoins, ce qui
permet de conclure que le génotype CG constitue un facteur de risque dans la survenue du

cancer colorectal.

Plusieurs études ont établie 1’impact de polymorphisme Arg 72pro de la p53 sur la

survenue du CCR. Les résultats sont contradictoires.

Aizat et al (2011) apres stratification selon I'age, ont observé que les individus agés

de plus de 50 ans et porteurs du génotype pro / pro présentaient un risque significativement

plus élevé avec (OR: 3,642 ; p= 0,026). Cela suggerent que le SNP du codon 72 est associé

a un risque sporadique de CCR et a des porteurs du génotype Pro / Pro et qu’il est susceptible

de plus de 50 ans. (Aizat et al.,2011).

Tang et al. (2010) ont mené une méta-analyse portant sur 17 études cas-témoins et
portant sur un total de 3537 cas de cancer colorectal et 5 168 témoins a I'étude. Ils n‘ont pas
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trouvé d'association significative du génotype Pro / Pro de p53 avec le cancer
colorectal par rapport au génotype Arg / Arg. De méme Economopoulos et al. n'ont pas non
plus trouvé une association significative lorsqu'ils ont mené une méta-analyse portant sur 19
populations de race blanche, 6 populations chinoises et 2 populations mixtes

(Economopoulos et al., 2010).

Abderrahmane R et al (2015) rejettent 1’association du polymorphisme Arg72Pro
avec le risque de développer le CCR. Ce résultat concorde avec une etude réalisée sur une
population chinoise (Zhu et al.,2007). Cependant, cette hypothése est accepté par deux autres
études sur des populations gréco-caucasiennes et coréennes, qui ont signalé respectivement
les alleles Arg ou Pro prédisposant au CRC (Cao et al.,2009 ; Dakouras et al.,2008). En
addition, une méta-analyse sur des études cas-témoins (7414 cas et 9872 témoins), n'a montré
aucune association entre 1’état du polymorphisme p53 Arg72Pro et le risque de CRC dans

soit des hommes ou des femmes.

Ces résultats contradictoires pourraient étre expliqués par I’implication de ressources
génétiques et environnementales supplémentaires. Cependant, Ce polymorphisme a un
impact sur la fonction apoptotique de p53 de maniére spécifique au tissu; de tels effets
specifiques de tissus de variants polymorphes représentent un defi supplémentaire pour les
études d'association de risque de cancer chez I'nomme (Azzam et al.,2011; Dumont et
al.,2003).

Le polymorphisme Arg72Pro du géne p53 s'est révélé associé a des différences
interindividuelles de I'expression de p53 dans les différentes tumeurs malignes, y compris le
CCR. De plus, il a été rapporté que la variante Arg72 induit une apoptose nettement

meilleure que la variante Pro72.

En conclusion, une analyse groupée des sous-groupes sur la base de I'ethnicité a montré que
le polymorphisme p53 Arg72Pro est associé a un risque accru de cancer chez les
Asiatiques et les Américains uniquement et n'est pas associé a d'autres populations. On peut
donc en conclure que cette méta-analyse des données disponibles suggere une confirmation
partielle de l'association entre le polymorphisme p53 Arg72Pro et la susceptibilité au risque
de cancer (Xin Tian et al.,2017).
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Le développement du cancer est influencée par un certain nombre de facteurs, y
compris le sexe, I'age, les facteurs environnementaux, des conditions héréditaires, divers
facteurs génétiques. Le géne suppresseur de tumeur p53 représente un puissant candidat a
moduler le risque de cancer et est I'un des génes les plus fréeqguemment muté dans tous les

types de cancers (Dans 50 % des cancers humains).

Le cancer colorectal est un fléau mondial majeur de la santé en Algérie ou il
représente pres de 13% des cancers et occupe la troisieme place aprées les cancers du poumon

et du sein.

Dans ce travail nous avons cherché a établir la relation entre le polymorphisme

Arg72Pro du géne p53 sur la survenue du cancer colorectal.

Dans notre étude, nous avons trouvé une différence dans la distribution de fréquence
génotypique entre les malades et les témoins du cancer colorectal. Ainsi, les résultats de
notre étude ont montré que le génotype CG peut étre considéré comme un risque probable
de la survenue du cancer de colorectal (OR=0,10 ; P=0,003), alors que la comparaison entre
la fréquence de I’allele G muté et I’alléle sauvage C montré qu’il n y a pas association de

polymorphisme Arg72Pro et la survenue de cancer colorectal.

Il est a noté que le temps réservé a la réalisation pratique du travail et les difficultés
rencontré nous ont devancés la poursuite du travail. Toutefois, ces résultats ne peuvent pas
étre confirmatifs vu le faible nombre de notre échantillon qui reste insuffisant pour une

conclusion définitive. Il est donc essentiel d’¢largir la population d’étude.

A la lumiére de ce travail, nous proposons comme perspectives de poursuivre les
travaux et explorer d’autres paramétres ainsi que d’autres génes de la voie p53 susceptibles

d’étre impliqué dans la survenue du cancer colorectal.
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Annexe



La séquence de la P53 EXON 4 279 pb Arg72Pro

gtgggaagcgaaaattccatgggactgactttctgctcttgtctttcagacttc

tgaaaacaacgttctggtaaggacaagggttgggctggggacctggagggctgg

gacctggagggctggggggctggggggctgaggacctggtcctctgactgectcect
ttcacccatctacagTCCCCCTTGCCGTCCCAAGCAATGGATGATTTGATGCTT

CCCCGGACGATATTGAACAATGGTTCACTGAAGACCCAGGTCCAGATGAAGCTC
CAGAATGCCAGAGGCTGCTCCCCCCGTGGCCCCTGCACCAGCAGCTCCTACACG
GCGGCCCCTGCACCAGCCCCCTCCTGGCCCCTGTCATCTTCTGTCCCTTCCCAA
AAACCTACCAGGGCAGCTACGGTTTCCGTCTGGGCTTCTTGCATTCTGGGACAC
CAAGTCTGTGACTTGCACGgtcagttgccctgaggggctggecttccatgagact
caatgcctggccgtatccceccecctgecatttettttgtttggaactttgggattccce
ttcaccctttggcttcctgtcagtgtttt



Résumeé

Le gene suppresseur de tumeur p53 est I’un des génes muté dans 50% des cancers, il a
été rapporté qu’un changement d’une Arginine (Arg) en une Proline (Pro) au niveau du

codon 72 de ce gene pourrait accroitre le risque de la survenue du cancer colorectal.

Dans notre étude nous avons cherché une estimation de la fréquence du polymorphisme
Arg72Pro dans deux populations (patients et t€émoins) ainsi de tenter d’établir une éventuelle
relation entre ce polymorphisme et la survenu du cancer colorectal. Le génotypage a été
réalisé par une méthode de PCR-RFLP.

Les résultats obtenus dans notre étude ont révélé une différence significative entre les
deux groupes malades et témoins pour le génotype hétérozygote CG (OR=0.10, P= 0.003),
ce qui permet de conclure que le génotype CG constitue un facteur de risque dans la survenue

du cancer colorectal.

Par contre la comparaison de I’all¢le sauvage C avec 1’alléle muté G avec un (OR=1.41,

P=0.32) conclue que I’alléle muté G n’est pas lié a un risque accru de cancer colorectal.

En conclusion, ces résultats ne peuvent pas étre confirmatifs, une étude plus large avec
un échantillon plus important est nécessaire pour pouvoir confirmer nos résultats dans le

futur.

Mots-clés : le cancer colorectal, p53, polymorphisme Arg72Pro, PCR-RFLP



Summary

The tumor suppressor gene p53 is one of the genes mutated in 50% of cancers, it has
been reported that a change from an Arginine (Arg) to a Proline (Pro) at codon 72 of this

gene could increase the risk of the occurrence of colorectal cancer.

In our study we sought an estimation of the frequency of Arg72Pro polymorphism in
two populations (patients and controls) and to try to establish a relationship between this
polymorphism and the occurrence of colorectal cancer. Genotyping was performed by a
PCR-RFLP method.

The results obtained in our study revealed a significant difference between the two
patient and control groups for the CG heterozygous genotype (OR = 0.10, P = 0.003), which
allows us to conclude that the CG genotype constitutes a risk factor in the occurrence

colorectal cancer.

Thus, the comparison of the wild-type C allele with the mutated G allele with a (OR =
1.41, P = 0.32) concludes that the mutated allele G is not linked to an increased risk of

colorectal cancer.

In conclusion, these results can not be confirmatory, a larger study with a larger sample

is needed to confirm our results in the future.

Key words: Colorectal cancer, p53, Arg72Pro polymorphism, PCR-RFLP
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Résumé

Le gene suppresseur de tumeur p53 est I’un des génes muté dans 50% des cancers, il a été rapporté qu’un
changement d’une Arginine (Arg) en une Proline (Pro) au niveau du codon 72 de ce géne pourrait accroitre le

risque de la survenue du cancer colorectal.

Dans notre étude nous avons cherché une estimation de la fréquence du polymorphisme Arg72Pro dans
deux populations (patients et témoins) ainsi de tenter d’établir une éventuelle relation entre ce polymorphisme

et la survenu du cancer colorectal. Le génotypage a été realise par une méthode de PCR-RFLP.

Les résultats obtenus dans notre étude ont révélé une différence significative entre les deux groupes
malades et témoins pour le génotype hétérozygote CG (OR=0.10, P=0.003), ce qui permet de conclure que le

génotype CG constitue un facteur de risque dans la survenue du cancer colorectal.

Par contre la comparaison de I’all¢le sauvage C avec 1’alléle muté G avec un (OR=1.41, P=0.32) conclue

que I’alléle muté G n’est pas lié a un risque accru de cancer colorectal.

En conclusion, ces résultats ne peuvent pas étre confirmatifs, une étude plus large avec un échantillon

plus important est nécessaire pour pouvoir confirmer nos résultats dans le futur.
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