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Introduction

Les leucémies sont des maladies génétiques, caractérisées par une prolifération anormale et
incontr6lée de cellules sanguines de la moelle osseuse ; ces dernieres deviennent plus

nombreuses, empéchant ainsi leur fonctionnement adéquat (Diebold et al., 2008).

Le géne p53 est situé sur le chromosome 17q13.1, il a été trés conservé pendant
I'évolution, et appartient a la famille des génes suppresseurs de tumeurs (appelée anti-
oncogenes), il est muté dans pres de 50% des cancers (Aylon et al., 2007). L'inactivation du
géne suppresseur de tumeur p53 est I'événement génétique connu le plus fréquent en
cancérologie humaine. Elle résulte d'une double altération génétique affectant les deux alleles
du géne avec pour conséquences la perte de la fonction suppresseur de tumeur et dans certains

cas l'acquisition de propriétés transformantes.

C’est le polymorphisme le plus étudiés dans le géne P53; la variation de Proline en
arginine au niveau du codon 72 est appelée p53-72Pro ou p53-72Arg, localisé sur I’exon
4 du gene P53. Ce SNP est di a un changement dans la séquence d'ADN codant (CCC ou
CCQG). Ce codon est situé dans un domaine riche en proline, ce qui est essentiel pour sa
capacité de liaison a I'ADN a induire l'apoptose. Les deux formes polymorphes (Pro72 et
Arg72) du géne P53 ont des structures primaires et des propriétés de migration

électrophorétiques différentes (Sreeja et al., 2008).

L'alléle arginine (Arg 72) augmente la capacité de p53 a se situer dans les mitochondries et
a induire la mort cellulaire, alors que lallele proline (Pro 72) présente un potentiel
apoptotique plus faible et un arrét cellulaire accru en G1 du cycle cellulaire (Bergamaschi et
al., 2006).

Notre travail de recherche comporte une étude transversale et une étude analytique

moléculaire. 1l a pour principaux objectifs:

v’ tenter d’apporter une approche dans la compréhension et I’exploration d’une

composante de processus de cancérisation, la P53.

v Maitriser les outils et les techniques de bases de biologie moléculaire (I’amplification
en chaine par polymérase ou PCR et polymorphisme de longueur des fragments de
restriction ou RFLP).

v Déterminer une possible association entre le polymorphisme Arg72Pro du géne de la

p53 et le risque de la survenu du des leucémies.
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1. Les leucémies
1.1. Définition

Le terme leucémie désigne des affections hématologiques malignes caractérisées par la
prolifération et la spécialisation anormale des cellules sanguines dans la moelle osseuse (MO),
Les leucémies constituent un groupe hétérogene de proliférations néoplasiques de cellules
médullaires, précurseurs des leucocytes, bloquées a différents stades de différenciation; il en
résulte un envahissement progressif de la moelle, du sang, voire de certains organes. Cet
envahissement est a 1’origine du tableau clinique d’insuffisance médullaire (Diebold et al.,
2008).

La prolifération des cellules anormales (leucémiques) perturbe la production de globules
blancs normaux et baisse la réaction du systéme immunitaire cela implique un manque de
globules rouges et de plaquettes, le sang extrait des patients atteints par une leucémie était
d'aspect blanchatre, du fait de l'augmentation du nombre de globules blancs, d'ou le nom de
leucose (Lanz, 2011).

1.2. Classification des leucémies

Le systéme hématopoiétique doit produire tout au long de la vie des cellules spécialisées en
quantité tres importante pour assurer le renouvellement des cellules lymphoides
(lymphocytes) et myeloides (érythrocytes, plaquettes sanguines, polynucléaires et
monocytes). Tous les éléments figurés du sang proviennent de cellules souches
hématopoiétiques (CSH) qui par définition; assurent deux fonctions : leur propre
renouvellement (ou autorenouvellement) et la production de cellules différenciées (Coman et
al., 2014).
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(Cellules hématopoiétiques)

Cleiciesisis

Cellules lymphocytaires Cellules myéloides Lymphoblastes Myéloblastes

Y \ Y

Leucémie lymphoide Leucémie myéloide Leucémie aiglie
chronique (LLC) chronique (LMC) lymphoblastique

Leucémie aiglie
myéloblastique
(ou myéloide)

Figure01: Les hémopathies principales (Coman et al., 2014).

Il existe plusieurs types hétérogénes de leucémies. On peut distinguer les leucémies selon
leur évolution (aigué ou chronique) et I'origine des cellules néoplasiques (lymphoide ou
myeéloide). Lorsque le progéniteur/précurseur a perdu sa capacité de différenciation, les
cellules du clone tumoral, appelées «blastes», s'accumulent dans la moelle : c'est une leucémie
aigué (myéloide ou lymphoide). le terme « aigu » désigne un type de cancer qui, sans
traitement, peut progresser assez rapidement, parfois en quelques mois. A I’inverse, le terme «

chronique » désigne une forme de cancer qui évolue généralement beaucoup plus lentement.
Donc quatre principaux types sont distingués :
» Leucémies lymphoides aigué
» Leucémies myéloides aigué
» Leucémies lymphoides chronique
» Leucémies myéloides chronique

Etant donné que les cellules des leucémies sont d'emblée situées dans le sang, elles peuvent
se développer dans l'ensemble du corps : contrairement aux tumeurs solides, la notion de

métastases n'existe pas dans cette sorte de cancer (Flandrin, 2001).
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1.2.1. Les leucémies aigués (LA)

Les leucémies aigués (LA) sont des proliférations monoclonales de précurseurs
hématopoiétiques bloqués a un stade précoce de leur maturation. Les leucémies aigués se
voient a tout age. Les leucémies lymphoides aigués (LLA) représentent 30 % des LA. Ce sont
surtout des pathologies de 1’enfant. Environ 75 % des cas surviennent chez les moins de 18ans
avec un pic de fréquence entre 2 et 5ans. Le deuxiéme pic de fréquence se situe chez I’adulte,
autour de 70ans (Valensi, 2002).

L’évolution clinique des leucémies aigués est caractérisée par la division rapide en espace
de quelques semaines donc plusieurs organes sont envahis et les patients sont alors touchés
par une multitude de symptémes, et par la prolifération de cellules bloquées a un stade
précoce de leur différenciation (blastes) dans la moelle osseuse avec un passage habituel dans
le sang et envahissement des autres organes homogenes hématopoiétiques (les ganglions et la
rate); ces precursseurs évoluent rapidement, mettant en jeux la vie des patients a court terme
en I’absence de traitement (Bernstein et al,1990). Selon cette différenciation les LA sont
classées en fonction de leur lignée d’origine (lymphoide : LLA ou myéloide : LMA)

(Patenaude, 1997). 1l existe plusieurs classifications :

La classification FAB (Franco-Américano-Britannique) est fondée sur les criteres
morphologiques et cytochimiques (peroxydases et estérases). Cette classification FAB a été
revue par ’OMS en 2000, abandonnant la distinction morphologique pour une classification
immunologique et cytogénétique en lien avec la présence récurrente d’anomalies génétiques,

et permettant une distinction plus fine des sous-groupes de LLA (Jaffe et al., 2001).
1.2.1.1.  Les leucémies aigués myéloides (LAM)

LAM Constituent un ensemble de proliférations clonales incontr6lée de blastes anormaux
normalement destinées a devenir des polynucléaire, des monocytes des plaquettes ou des
globules rouges aboutissant a 1’accumulation dans la moelle, le sang et éventuellement
d’autres organes (hématopoiétiques et non hématopoiétiques), de précurseurs
hématopoiétiques de nature myéloide (lignées granuleuses et monocytaires) avec blocage a un
stade précoce de leur différentiation en éléments figurés du sang et de réponse aux facteurs de

croissances (Pui et al., 2004).

La leucémie aigué myeloide (LAM) est plus frequente que la LAL (70 % des cas de LA

sont myeéloides 25% des cas sont diagnostiques avant 25 ans ; elle est plus rare chez 1’enfant

4
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et plus volontiers chez I’adulte surtout aprés 40 ans (75 & 80 % des LA chez I’adulte et 15 a
20 % chez I’enfant) (Yasmeen et al., 2009).

Les différents types de LAM reposaient initialement sur des critéres morphologiques
(FAB). La classification de I’OMS définit 5 classes de leucémies prenant en compte différents
facteurs qui participent au pronostic de la maladie; elle integre des données génétiques et
cliniques aux données morphologiques et immunophénotypiques déja utilisées dans les
précédentes classifications. La classification de I’OMS a été modifiée en 2008, pour inclure
de nouvelles entités d’intérét clinique et diagnostique, dont la LAM avec mutation de la

nucléosphomine (NPM1) qui représente 30 % des LAM.

Les conséquences de cette maladie sont la survenue d’une anémie en raison de la
diminution des globules blancs (polynucléaires, neutrophiles) donc 1’organisme devient plus

sensible aux infections (Vardiman et al., 2009 ; Falini et al., 2010).
1.2.1.2.  Leucémie aigué lymphoide (LLA)

Sont caractérisées par la prolifération incontrolée des lymphoblastes anormaux
normalement destinées a devenir des lymphocytes B qui sont les responsables de la
production des anticorps ,ou des lymphocytes T qui ont plusieurs fonctions ,ou bien des
cellules tueuses naturelles NK qui attaquent les cellules infectées par un virus et les cellules
tumorales (Merle-Béral et al., 2008).

Parmi les conséquences de LAL :
» L’anémie : résultat de la diminution des globules rouges dans le sang.

» La neutropénie : résultat de la diminution des globules blancs (neutrophiles) dans le

sang.

» La thrombocytopénie : résultat de la diminution de nombre des plaquettes dans le

sang.
» Pancytopénie : résultat de la diminution des trois composants du sang.

La LLA prend naissance dans les cellules souches lymphoides anormales et évolue
rapidement. C’est le type de leucémie le plus fréquemment diagnostiqué chez les jeunes
enfants et il affecte plus souvent les garcons que les filles. Plus de 40 % des LLA sont
diagnostiquées chez les moins de 15 ans (Yasmeen et al., 2009).

5
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1.2.2. Les leucémies chroniques (LC)

Les LC sont peut agressives généralement les globules se divisent lentement (plusieurs
années), I’accumulation de cellules originaires de la MO se fait a un stade avancé de leur
différentiation en globules du sang, suivant qu’il s’agisse de cellules lymphocytaires ou

myeéloides (Patenaude, 1997).
1.2.2.1. Leucémie myéloide chronique (LMC)

La leucémie myeéloide chronique (LMC) est une prolifération monoclonale sur la lignée
granuleuse au niveau médullaire et splénique (Gonon-Demoulian, 2014). Les LMC est un
syndrome de myélo-prolifératif rare représentent 15 % des leucémies de 1’adulte et de 2 a 5%
des leucémies de I’enfant. C’est la premiére pathologie cancéreuse dans laquelle une anomalie
génétique a été établie : dans plus de 90 % des cas, une translocation entre les chromosomes 9
et 22 (chromosome Philadelphie) (Ph) est observée. Cette translocation conduit a la formation
du géne de fusion BCR-ABL (Leguay et al., 2005).

Cette maladie touche surtout I’adulte entre 30 et 50 ans. Le début de la maladie est souvent

dénué de symptomes
L’évolution de LMC se fait classiquement en trois phases :
» Phase chronique : avec peu de signes cliniques et symptomes génants

> Phase accélérée. le nombre de globules blancs et de cellules immatures circulantes
augmente, les symptomes apparaissent et la maladie devient plus difficile a contréler.

En I’absence de traitement, 1’espérance de vie est de 6 a 9 mois.

> Phase de crise blastique : la phase de transformation aigué blastique durant laquelle
plus d’un tiers des cellules circulantes et de la moelle sont immatures. A ce stade
avancé, les cellules cancéreuses peuvent former des tumeurs au niveau des os ou des
ganglions lymphatiques. En 1’absence de traitement, 1’espérance de vie est de 3 a 6
mois. (Mahon, 2001).
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1.2.2.2. Leucémie lymphoide chronique (LLC)

La leucémie lymphoide chronique (LLC) un syndrome lymphoprolifératif chronique
caractérisé par I’accumulation de petits lymphocytes B monoclonaux mirs dans le sang, la

moelle osseuse, la rate et les ganglions. (Bergerat et al.,1996 ; Travade et al., 2000).

Elle touche les gens autour de 60 ans et 2 fois plus fréquente chez les hommes que chez les

femmes, et représente le 4 des leucémies de 1’adulte (Patenaude, 1997).
1.2.3. Les leucémies biphénotypiques (leucémies mixtes)

Les leucémies aigues biphénotypiques (LA-bi) myéloides et lymphoides sont des formes
rares de leucémies aigues qui s’observent chez I’adultes et ’enfant. elles représentent de 3,6 a
8% des cas de LA dans la littérature (Buccheri et al., 1993). Le besoin d'une définition précise
est important, car un pourcentage important de LAM ou LAL peuvent exprimer un antigéne
d'une autre lignée. Cette expression anormale est généralement considérée comme une
infidélité de lignée et non comme une LA-bi vraie avec implication de deux lignées (Drexler
et al., 1993; Pui et al., 1998).

1.2.4. Laleucémie a tricholeucocytes

La leucémie a tricholeucocytes (LT) ou hairy cell leukemia (HCL), décrite en 1958
(Bouroncle et al., 1958) représente environ 2 % de I'ensemble des leucémies (Bernstein et al.,
1990), survient préférentiellement chez I'homme (huit fois sur dix) a partir de la cinquieme
décennie avec une étiologie inconnue. Néanmoins, l'existence de formes familiales suggeére
dans certains cas, une prédisposition génétique (Casado et al., 1998; Virchis et al., 1997) et le
role de facteurs environnementaux reste a préciser. Par ailleurs, une étude francaise sur les
facteurs de risque professionnels a mis en cause l'activité des agriculteurs, en particulier la
culture de fourrage et I'exposition aux insecticides organophosphorés. Cette étude a noté un

lien négatif avec la consommation de tabac chez les hommes (Clavel et al., 1995).
1.3. Epidémiologie

Les leucémies, toutes formes confondues, concernent : environ 9 000 personnes chaque
année (3 700 leucémies aigués et 5 200 leucémies chroniques en 2012); essentiellement des

enfants ou des personnes agées (Maynadié et al., 2013).
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Depuis 1980, l'incidence des leucémies (c'est-a-dire le nombre de cas déclarés dans une
population de 100 000 habitants) a augmenté chaque année de 0,9 %, aussi bien chez les

hommes que chez les femmes (Buccheri et al., 1993).

Figure 02 : épidemiologie des leucémies dans le monde (World Health Organization
Estimated Deaths 2012)

Les caractéristiques épidémiologiques en fonction de type de leucémie sont comme suit :
1.3.1. Les leucémies aigues lymphoblastiques (LAL)

Les LAL sont le premier cancer de I’enfant, représentent 80% des leucémies aigues chez
I’enfant et 20% des leucémies chez I’adulte. L’incidence annuelle de 1’adulte est estimée a
1/100000 par an. Il s’agit le plus souvent d’un homme que d’une femme avec une fréquence
qui s’accroit avec 1’age, un critere de gravité important. En outre, la LAL est considérée

comme étant une maladie orpheline chez I’adulte (Farnault et al., 2015).

C'est avec cette leucémie que les plus grands progres ont été obtenus, le taux de guérison
atteignant aujourd'hui pres de 80 % chez les enfants (mais seulement 53 % chez les 15-25

ans).
1.3.2. Les leucémies aigues myéloblastiques (LAM)

Elles representent 1% des cancers et 80% des leucémies aigues chez 1’adulte dont
I’incidence est en augmentation constante (Bernstein et al., 1990). L’incidence annuelle selon
les données américaines du programme SEERS (Surveillance Epidemiology and End Results)
est de 4/100000 habitants dans la population générale et de 18/100000 habitants au-dela de 65

8
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ans. L’age médian au diagnostic est de 70 ans et les hommes semblent plus fréquemment

atteints que les femmes avec un sexe ratio de « 3 : 2 » (Huguet et al., 2012).
1.3.3. Les Leucémies lymphoides chroniques (LLC)

Elles représentent 1% des cas de cancers et 12,5% des hémopathies malignes (HM), elle
est la plus fréquente des leucémies dans les pays occidentaux, quels que soient le sexe et la
race. Sa fréquence augmente avec 1’age avec une incidence de 5/100 000 aprés 50 ans, de
30/100 000 aprés80 ans et trés rare avant 40 ans. En revanche, le taux standardisé d’incidence
ajusteé a la population mondiale est de 3,6/100 000 habitants en 2005 pour les hommes et de
20 100 000 pour les femmes (Sant et al., 2010).

1.3.4. Les leucémies myéloides chroniques (LMC)

Les LMC sont une HM rare, classée parmi les néoplasies myéloprolifératives. Elle
représente 15 % de ’ensemble des leucémies. Son incidence annuelle est estimée entre 0,6 et
2/100 000 habitants. Elle peut survenir a tous les dges de la vie, y compris chez 1’enfant ;

cependant, ’age médian lors du diagnostic est d’environ 65 ans (Hehlmann, 2007).

Les hommes sont plus fréeqguemment atteints que les femmes, ratio hommes/femmes étant
estimé entre 1,3 et 1,8 (Rohrbacher et al., 2009). La gravité de cette hémopathie est liée a son

évolution inexorable vers la leucémie aigué fatale, en 1’absence de traitement adapté (Rea et
al., 2014).
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1.4. La génétique des leucémies

La biologie moléculaire des leucémies humaines est dominée par la présence au sein des

cellules blastiques, d’anomalies chromosomiques, principalement des translocations et des

inversions mais également des délétions ou des amplifications intéressants des portions de
chromosomes (17,18). (tableau 01 et 02)

Tableau01: Principaux réarrangements chromosomiques décrits dans les leucémies humaines
(Gisselbrecht, 2003).

Type de géne Translazation Génes affectés  Fanction Type de leucémie
Facteurs de t(12;21)(p13;922) TEL (12p13) Facteur £T5 LAL pro-B
transeription et AMLI (P1g922)  Sous-unité du CBF ou CEFet

répulateurs fixont I"ADN {domaina runt)

transeriptisnnels t(8;21)(q22;q2%)  AMLI (?1922)  Sous-unité CBFce du CBF LAM

t(3:21) (g24;q22)

Inv(18){p13;q22)

t(1:19) (q23;p13)
t{17;19)(q22;p13)

t(15;17)(q?1;q12)

t{13;17)(q23;912)
t{10;17)(q13;q12)
t(5;17) (q35;q12)
t{17;17)(q11;q12)
t(4;11) (g21;q23)
t(6;11) (g27;q23)

t(9;11)(p22021)

t(11;19)(q25;p13)

t(7;11)(p15;p15)

t{6;9)(p23;034)

t(1;22) (p13;q13)

t{16;21)(p11;q22)

10 (8g27)
AMLI (11q22)
Vil (3q26)
CBAft (16g22)
SMMHC (18p13)

£24 (19p13)
PBXI (1923}
£24 (19p13)
HLF (17q22)
PHL (15021)

RARGe (17q12)
PLZF (11923}
RARcE (17q12)
NuMA (11913)
RARGt (17q12)
NFM (5q35)
RARce (17q12)
STATSB (17g11)
RARcE (17q12)
MLL[11923)
AF4(4q21)
MLL[11923)
Ars{6q27)
MLL[11q23)
A (5p22)

Mit(11923)

ENL(1%p13)
NUPSE (11p15)

HOXAR (Tpl5)
DiK (6p23)
CAN(%934)
0T (1p13)

MAL (22q13)
FUS (16p11)
ERG (21g22)

Protéine nuclénire a doigts de zine
Sous-unite CBFcE du CBF

Protéine nuclénire a daigts de zinc
Sous-unité CBF[} du CBF

Chaine lourde des chaines de myasine
du muscle lisse

Facteur de transcription de type bHLH
Factzur de transcription 4 homéodomaine
Facteur de transcription de type bHLH
Facteur de transcription a leucine zipper
Protéine d doigts de zinc de type ring
(corps nucléaires)

Récepteur {t de I'acide rétinoique
Frotéine nucléoire & daigts de zinc
Récepteur {t de I'acide rétinoique
Protéine de la matrice nucléaire
Récepteur {t de I"acide rétincique
Hucléophosmine {protéine nucléalaire)
Récepteur (¢ de I'acide rétinoique
Factzur de transcription de la famille STAT
Récepteur {t de I'acide rétinoique
Orthelogue du géne Trithorax

Activoteur transcriptionnel

Orthelogue du géne Trithorax

Fanction mal connue

Orthelogue du géne Trithorax

Activoteur transcriptionnel

Orthologue du géne Trithorox

Activoteur transcriptionnel

Hucléaparine

(protéine assaciée au pore nucléoire)
Facteur de transcription @ homéodomaine
Factzur de transcription

NUF214 (protéine nssoriée au pore nuclénire)

Frotéine nucléoire de la famille Spen

Co-activoteur du facteur SRF
Froteine se liont a I"ARN
Factzur de transcription famille ETS

LAM secondaires

LAM & éasinophiles

LAL pré-B

LAL pro-B

Leucémias aigués promyélocytoires (LAP)
apporente aux LAP

apporente aux LAP

apporente aux LAP

apporente aux LAP

Leucémies bi-phénatypigques de I"enfant
LAM myélo-meonacytaires et monoblostiques
LAM myélo-monacytaires et monoblostiques
Leucémies seconduaires

(inhihiteurs de topo-isomérnse 11}

LAM, LAL B et leucémies

hi-phénatypiques de I'enfant

LAM secondaires

LAM & basophiles

Leucémies aiguds mégocaryocytiques
de I"enfant

LAM

10
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Tableau02: Rearrangements chromosomiques équilibrés specifique aux leucémies

responsable de la création de génes chimeres (Read et al., 2008).

Réarrangements Génes Maladie

1l‘l;22|[pl3;q13] RBMI:’:)MKLI Leucémie aigué mégacaryoblastique (FAB-M7)

t(2:131(q35:q14) PAX3/FKHR Rhabdomyosarcome alvéolaire

t[3;:8)lp21:q12| PLAGT/CTNNB1 Adénome pléiomorphigue des glandes salivaires

inv[3](q21426] RPNIT/EVIT Leucémie myélomonocytaire aigué

tl4;11}1q21:q23] MLL/AFF Leucémie lymphoblastique aiguée

t[é6;11}g27,923] MLL/MLLT4 Leucémie myélomonocytaire aigue

t[9:1111p22:q923] MLL/AF? Leucémie lymphoblastique aigué

t(11:191(q23;p13) MLL/MLLTT Leucémie lymphoblastique aigue

t(7;11}lp15:p15I NUPS8/HOXAT11, HOXA13, HOXA? Leucémie myéloblastique aigue

t(9;22)lq34;q11] BCR/ABL1 Leucémie myéloide chronigue

t{11:14/lq13:q932] IGH/CCND1 Leucémie lymphocytaire chronique, Lymphome 4 cellule de
Mantle

115;17)g22:q12] PML/RARA Leucémie promyélocytaire aigue [FAB-M3)

t12;16)lq13:p11] FUS/DDIT3 Liposarcome

invi16llp13g22] CBFB/MYHIT Leucémie myélomonocytaire aigué

tIX;18)ip11;q11) 5518/55X1, S5X2, S5X4 Sarcome synovial

1[14;18](g32;q21) IGH/BCL2 Lymphome folliculaire

t(12:21)(p13:q22) ETVS [TELI/RUNXT [AMLT) Leucémie lymphoblastique aigua

118:211{q22;422) RUNXI/ETO Leucémie myélomonocytaire aigué

Ces anomalies ne sont pas aléatoires, et dans une majorité de cas sont spécifiquement
associées a un types histologique ou immun phénotypique de leucémie ce qui a conduit a
inclure certaines d’entre elles dans les classifications des leucémies, les translocations
chromosomiques ont un intérét pronostic évident dans certaines formes de leucémies (Lacave
et al., 2005).

Le clonage moléculaire de remaniements chromosomiques récurrents a permis d’identifier
de nombreuses altérations géniques qui constituent des outils diagnostiques et de suivi
thérapeutique maintenant pris en compte dans les nouveaux criteres de classification des
leucémies. Le développement récent de thérapeutiques ciblées sur 1’activité ou la stabilité
d’une protéine oncogénique a été¢ récemment illustré par les succeés thérapeutiques obtenus
dans le traitement des leucémies aigués promyélocytaires et de la leucémie myéloide
chronique. (Arber et al., 2016; Rao et al., 2015; Creutzig et al., 2012).
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1.5. Les symptémes

Les symptomes de la leucémie peuvent varier en fonction de type de leucémie dont le
patient est atteint soit : aigué ou chronique.

» LA : Ses signes et ses symptdbmes semblables a ceux de la grippe et peuvent

apparaissent dans quelques jours ou quelques semaines.

» LC : Généralement peu ou pas de symptomes, le patient atteint d’'une LC ne sent pas

qu’il est atteint d’une leucémie.
Donc le patient atteint d’'une LC ou d’une LA a généralement les signes suivants :

= Perte de poids.

=  Fiévre.

= Transpiration excessive la nuit.

= Fatigue.

= Infections fréquentes des sinus et des poumons.

= Parfois des anémies.

= Augmentation de volume des ganglions, la rate et le foie mais ce changement ne
provoque pas des douleurs chez le patient atteint d’'une LLC contrairement au patient
qui souffre d’une LMC ou LA se plaindront de douleurs dorsales et osseuses et
parfois des maux de téte (Patenaude, 1997).

1.6. Diagnostic

Une leucémie peut étre suspectée suite a l'apparition d'un ensemble de symptomes
évocateurs ou au détour d'une simple prise de sang. Néanmoins, pour les deux grandes formes
de leucémies existantes, il est possible de mener des examens afin d'établir un diagnostic : Le

diagnostic des leucémies est suspecté devant une prise de sang montrant :

v Une analyse de numération formule sanguine (FNS) anormale.
v Une anémie; baisse du nombre de globules rouges, plaquettes, polynucléaires.

v Une trombopénie ; diminution, augmentation des leucocytes.

Si les résultats de cette analyse du sang laissent suspecter une leucémie, le patient doit
confirmer ces résultats grace a un Myélogramme (analyser les cellules de la MO au
microscope). Le diagnostic est confirmé quand la MO contient plus de 20% de cellules

immatures.

12
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On peut définir les sous-catégories des leucémies apres une analyse cytogénétique et
moléculaire, cryométrie de flux, cytochimie et la morphologique des cellules. Par ailleurs,
I'analyse morphologique des cellules permet de classer precisément la leucémie aigué et de

déterminer :

e s'il s'agit d'une leucémie aigué myéloblastique (notamment si le taux de blastes
médullaires — cellules malignes — est supérieur a 20 %) et duquel des trois sous-types
existants il s'agit ;

e 'l s'agit d'une leucémie aigué lymphoblastique (notamment si le taux de blastes
médullaires est supérieur a 25 %) et duquel des huit sous-types existants il s'agit ;

e |e pronostic ;

e |e traitement de la leucémie a adopter.

En raison de la difficulté a cerner cette maladie, le diagnostic a mener doit étre

particuliérement irréprochable et précis (Bossuyt et al., 2001).
1.7. Traitement

Les traitements actuels ont permis une réduction remarquable du taux de mortalité,
principalement pour les leucémies lymphoblastiques de I'enfant, dont le taux de guérison
atteint prés de 80 %. Mais ces traitements sont en général trés lourds car ils prennent les

éléments suivants en considération :

V' Le type de leucémie

v’ L’age

v’ Laprésence d’anomalies chromosomiques (génétiques)

v L’état de santé global

En présence d’une leucémie, on peut avoir recours aux options de traitement suivantes.

» Lachimiothérapie : est le traitement principal de nombreux types de leucémie.

> Lagreffe de cellules souches : une option pour certaines personnes agées de moins de 55
ans. Une approche thérapeutique qui consiste a éliminer les cellules cancéreuses en

greffant des défenses immunitaires au malade comme rempart contre la maladie.

» Laradiothérapie : est le plus souvent administrée pour prévenir la propagation de la

leucémie au systéme nerveux central (SNC) ou pour traiter une leucémie qui s’est

13
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propagée au SNC. On y a aussi recours pour préparer la moelle osseuse a une greffe de

cellules souches.

> Le traitement ciblé : est offert en présence de certains types de leucémie.

> L’observation vigilante : est une option de traitement pour certaines personnes atteintes
de LLC. Des hémogrammes de surveillance répétés pour prévenir une pancytopénie - c'est
a dire une diminution du nombre des globules rouges, des globules blancs et des
plaquettes - trop profonde ; Si indiqué, des myélogrammes sont réalisés apres la cure
d'induction, puis en fonction des schémas protocolaires (parfois pour expliquer une

cytopénie trop prolongée).

> Le traitement de soutien : permet de maitriser les complications prévues de la leucémie

et de ses traitements.

Les progres thérapeutiques se poursuivent avec de nouvelles associations, et des recherches
sur les possibilités d’arrét du traitement sont en cours. C’est dire I’importance d’une prise en
charge par les centres académiques, associés au groupe, 1’inclusion des patients dans les essais

thérapeutiques étant toujours d’actualité et conseillée (Passweg et al., 2008).
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2. Lap53
2.1. Historique

La protéine P53 a été découverte pour la premiere fois en 1979 comme un antigene

spécifique de certains sarcomes induits chimiquement dans les souris (DeLeo et al., 1979).

Elle a été également trouvée dans les cellules cancéreuses ou transformées par certains
virus (Lane et al., 1979). 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. (Hollstein et al.,
1991).

2.2. Le géne p53

Le géne p53 code pour un facteur de transcription qui joue un réle essentiel dans la
régulation de cycle cellulaire, il est situé en17q13. 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
acides aminés (AA). C’est une protéine ubiquiste présente dans tous les tissus normaux

étudiés a des taux cytoplasmiques faibles (Aylon et al., 2007).

Le gene P53 appartient a la famille des génes suppresseurs de tumeurs (appelée anti-
oncogenes). Ces geénes 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 1’origine de certains cancers. Ces génes agissent selon
le mode récessif. En effet 1’inactivation des deux alleles est nécessaire pour produire la perte
de fonction (Rivlin et al., 2011).
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Figure 03 : Structure du gene p53 (Aylon et al., 2007).
2.3.La protéine p53

La protéine p53 est une phosphoprotéine nucléaire de 393 AA d’une masse moléculaire de
53 kDa, On la trouve en trés 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 génes lorsqu’elle est sous forme de tétramere (Heron, 2009).

N-ter /domaine
do transactivation NLSI

7 a & ‘ll !I‘ b0 !!3

c-m
Régulation Fixation Intervient Fixation Détecteur de  Régulatior
le la stabilité  defacteurs  dansl'apoptose  spécifique de I'ADN lésionsde'ADN  négative

de trancerintion

Figure 04: Structure schématique et domaines fonctionnels de la protéine p53 (Toledo et al.,
2006).

Elle est constituée de cing domaines principaux:

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) .

le domaine C-terminal (363-393) (Toledo et al., 2006).

YV V V VYV V
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2.4. La régulation de P53

La protéine p53 peut étre régulée a différents niveaux. Ceci est possible grace a 1’action de
nombreux régulateurs positifs et négatifs souvent capables d’induire des boucles de
rétrocontrole. 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 oncogéne HDM?2 (Human Double Minute 2), I’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, p53 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 HDM2
est indispensable a la dégradation de p53, en empéchant cette interaction, p53 est stabilisé
dans la cellule (Shangary et al, 2008). La régulation de P53 se fait de fagon quantitative aux
niveaux transcriptionnel et traductionnel, mais aussi qualitative car P53 est régulée par des
modifications post traductionnelles par phosphorylation, I'acétylation, méthylation et
I’ubiquitination. (Dai et al., 2010).

2.5. Les fonctions de P53

La fonction clé de la protéine p53 est de protéger les cellules et les empécher de devenir
cancéreuses (Laptenko et al., 2006). La p53 est impliquée dans de nombreux processus

comme :
2.5.1. 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 ’ADN endommagé d’étre répliqué et 1’arrét
en G2 permet la suspension du cycle avant la ségrégation des chromosomes. (Teyssier et al.,
1999).

2.5.2. L’apoptose

La p53 agit comme un régulateur du processus apoptotique qui peut moduler les points clés
de controle dans les deux voies extrinséques et intrinseques. Le lien le plus incitatif entre p53
et apoptose médiée par transactivation provient de sa capacité a contréler la transcription des
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membres pro apoptotiques de la famille Bcl-2, dont les promoteurs de ces génes 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 1’activation de I’apoptose (Fridman et al., 2003). La protéine p53
peut inhiber la transcription de génes anti-apoptotiques comme Bcl-2 ou induire des genes

pro-apoptotiques comme Bax (Miyashita et al., 1994).
2.5.3. Réparation de ’ADN

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

dommages causés par I’ADN (Subramanian et al., 2005).
2.6. Polymorphismes et mutation de la p53

Le géne P53 est muté dans 50% des cancers sporadiques dans la moitié des cas sa fonction
est inhibée par des antagonistes oncogénes tels que MDM2 (Murine double minute 2

homologue).
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Figure 05: Le pourcentage des mutations de P53 par type d’organe. (Soussi et al., 2000)

Le polymorphisme est une variation de la sequence 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). De nombreux
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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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Nature Reviews | Cancer

Figure 06: Les différents polymorphismes de géne P53 (Wright et al., 2009)

2.6.1. Le polymorphisme Pro 47 Ser
Le polymorphisme Pro 74 Sérine (dénommeé ci-apres p53-47Pro ou p53-47Ser), est le
résultat d'une substitution d’une C par une T a la position 1 du codon 47. La variante p53-
47Ser, diminue l'induction de certains genes pro-apoptotique en réduisant le niveau de

phosphorylation a la sérine 46 résidu adjacent (Li et al., 2005).

2.6.2. 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. Une étude
effectuer sur la levure montre que l'induction de certaines genes p53 est Iégérement diminué
avec la variante p53-360Ala. Cependant, il n y a pas de confirmation du réle de ces SNPs

dans un systeme de mammifére ou méme dans les cancers humains (Kato et al., 2003).

2.6.3. Le polymorphisme Arg 72 Pro
Ce polymorphisme a un impact sur la fonction apoptotique de p53 de maniére
spécifique au tissu; de tels effets spécifiques de tissus de variants polymorphes représentent
un défi supplémentaire pour les études d'association de risque de cancer chez I'homme
(Azzam et al.,2011; Dumont et al., 2003).
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L'inactivation du géene suppresseur de tumeur p53 est I'événement génétique connu le plus
fréguent en cancérologie humaine. Elle résulte d'une double altération génétique affectant les
deux alléles du gene avec pour conséquences la perte de la fonction suppresseur de tumeur et

dans certains cas l'acquisition de propriétes transformantes.

C’est le polymorphisme le plus étudiés dans le géne P53; la variation de Proline en
arginine au niveau du codon 72 est appelée p53-72Pro ou p53-72Arg, localisé sur I’exon
4 du gene P53. Ce SNP est di a un changement dans la séquence d'ADN codant (CCC ou
CCG). Ce codon est situé dans un domaine riche en proline, ce qui est essentiel pour sa
capacité de liaison & I'ADN a induire I'apoptose. Les deux formes polymorphes (Pro72 et
Arg72) du géne P53 ont des structures primaires et des proprietés de migration

électrophorétiques différentes (Sreeja et al., 2008).

Avec des potentiels biochimiques et biologiques différents, y compris la liaison a la
machinerie de transcription et a I'activation de la transcription, mais ils ne different pas en

ce qui concerne les propriétés de liaison a I'ADN (Dumont et al., 2003).

L'alléle arginine (Arg 72) augmente la capacité de p53 a se situer dans les mitochondries
et a induire la mort cellulaire, alors que I'allele proline (Pro 72) présente un potentiel
apoptotique plus faible et un arrét cellulaire accru en G1 du cycle cellulaire (Bergamaschi et
al., 2006).

En outre, plusieurs études ont également indiqué que le variant de la proline activait plus
efficacement les genes liés a la réparation de I'ADN dépendant de TP53 dans difféerents
dosages basés sur des cellules. De plus, les cellules portant le variant Pro72 présentaient
également une formation réduite de micronoyaux, suggérant qu'elle favorisait une plus

grande stabilité génomique ( Siddique et al., 2006).

2.7.La relation entre les leucémies et le polymorphisme Arg72pro de la p53

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

cellule devient bien plus a risque de transformation maligne (Soussi et Wiman, 2007).
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De tres nombreux polymorphismes ont été décrits pour le géne 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 gene P53 (Soussi,
2010).

A ce jour, de nombreuses études ont étudié la relation entre le polymorphisme P53
Arg72Pro et la prédisposition a la leucémie, mais I’impact de ce dernier sur la survenue des

leucémies était toujours contradictoire (Tian et al., 2016).
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1. Population étudiée

Cette partie d’étude a concerné 45 échantillons d’ADN collectés de la banque d’ADN du
laboratoire de recherche de Biologie et Génétique Moléculaire de I’université Constantine 3,

cet échantillon unit 2 populations :

-Une population de témoins, comprend 35 échantillons d’ADN qui sont des sujets agés de 30

a 75 ans et sans antécédents familiaux de cancer.

-Une population de patients regroupant 10 échantillons d’ADN de patients atteint par
différents types de leucémies.

2. Méthodes

Nous avons entrepris une étude sur le polymorphisme du codon 72 au niveau de I’exon 4
du gene de la p53 par une étude analytique des profils génotypiques de 10 patients par la
méthode de PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length

Polymorphism).

La réalisation pratique s’est effectuée au niveau du laboratoire de Biologie Moléculaire de

la faculté des sciences de la nature et de la vie, université des Fréres Mentouri Constantine 1.
Notre méthodologie applique le plan suivant :

= Un recueil d’ADN.

= Une amplification de I’ADN par PCR.

= Un contrdle des produits de PCR de I’exon amplifi¢ par électrophorése sur gel
d’agarose.

=  Une digestion des produits de PCR par I’enzyme de restriction Bsh1236l.

=  Une Electrophorese sur gel d’agarose.

2.1. Recueil ’ADN

Notre échantillon d’ADN a été ramené directement de la banque d’ADN du laboratoire de
recherche de Biologie et Génétique Moléculaire de ’université Constantine 3. Cet échantillon

respect les conditions d’utilisation pour cette étude.
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2.2.  Amplification de ’ADN par PCR

La réaction de PCR permet I’amplification exponentielle d’une région d’intérét connue en
utilisant un mélange réactionnel contenant tous les réactifs nécessaires (tableau 03),
I’ensemble est soumis a une succession de réactions appelées cycles de réplications; chaque

cycle est composé de 3 étapes :

=  Une dénaturation des brins d’ADN.
= Une hybridation des amorces.

= Une élongation.

2.2.1. Préparation du milieu réactionnel (le mix)

Tableau 03 : Composants du mélange réactionnel de PCR.

Réactifs Volumes nécessaires pour un echantillon

(nL)

Eau distillée 16.7

Tampon 10X 2.5

MgCI2 (25mM) 15

dNTP (5mM) 2.0

OligoF 5’-TCC CCC TTG CCG TCC CAA-3’ 0.5
(10 PM)

OligoR 5’-CGT GCA AGT CAC AGACTT-3’ 0.5
(10 PM)

Taq polymérase 0.3

Apres avoir préparé le mix, 24 ul de ce mélange ont été additionnés a 1ul d’ADN pour

chaque échantillon (Un témoin négatif a été ajouté a chaque réaction de PCR).

Les cycles correspondant aux différentes températures de la PCR ont été programmés dans
un thermocycleur en nombre de 35 cycles, le déroulement de I’amplification est présenté dans
le tableau 04.
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Tableau 04 : Programme de la PCR.

Etapes Températures °C Durée
Dénaturation initiale 94 6 min
Dénaturation 94 30 sec
Hybridation 58 30 sec
Elongation 72 30 sec
Elongation finale 72 5 min

2.3.  Controdle des produits PCR

Une ¢électrophorése est nécessaire pour le controle de I’amplification des fragments d’ ADN

par PCR et la détection d’une éventuelle contamination de I’ADN.

L’¢lectrophorése est assurée sur gel d’agarose a 2% dans une cuve horizontale, le gel a été
préparé en mélangeant 2g d’agarose avec 100ml du TBE (Tris Borat EDTA) dans lequel a été
additionné 10ul de BET (Bromure d’Ethidium); agent intercalant se fixant entre les bases
nucléiques, rendant I’ADN fluorescent suite a une exposition au UV (Ultra-Violet) pour

visualiser les bandes résultantes.

La migration dans un champ ¢électrique d’une molécule d’ADN dépend de sa taille et de la
concentration du gel d’agarose; le systéme est Soumis a une migration sous un courant de 100
volts pendant 30 min. dans chaque puit du gel la quantité de 10ul du produit de PCR
mélangée a 2ul de tampon de charge a été déposée.
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279 pb

Photographie 07 : Contrdle des produits PCR.
M : marqueur de taille ; B : Blanc (témoin négatif)
1-16: les échantillons d’ADN .

2.4.  La digestion des produits de PCR par I’endonucléase de restriction Bsh12361

Les produit de PCR sont soumis a une digestion enzymatique clivant la molécule a des
endroits précis appelés sites de restrictions. Cette digestion enzymatique se fait par I’enzyme
Bsh12361 extraite du Bacilus spharius. Elle reconnait la séquence palindromique

5°...CG/CG...3’ et clive la séquence comme suit :

Pour cela nous préparons une quantité d’un mix pour digestion selon le nombre des
amplifias & étre digérés. Ce mix contient un tampon, H,O, I’enzyme de restriction
Bsh12361 (tableau 04). Les tubes contenant les produits d’amplification et le mix de
digestion est incubé pendant une nuit a 37C°.

Tableau 05: Mix de digestion.

Composant Volume
Mélange réactionnel de PCR 10 ul
Nucléase sans eau 18 ul
Tampon 10X R 2 ul
Bsh12361 2 ul
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2.5.  Electrophoreése des produits de digestion

Les fragments d’ADN  digérés par 1’enzyme Bsh12361 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). Dans chaque puits, +/- 20ul du
produit digéré et 3ul de BBP sont déposés. La migration s’effectue sous un courant de
100volts pendant 30min. Les fragments résultants sont ensuite visualisés sous UV, Le gel est

ensuite photographié.
2.6. Etude analytique statistique

Dans ce travail nous avons effectué une étude statistique vérifiant si une éventuelle
association entre le polymorphisme du codon 72 de 1’exon 4 du gene de la p53 et la survenue

du leucémie. L’étude statistique est basée sur 1’évaluation d’un odds ratio (OR) et des P valu.

Les calculs statistiques de tous les échantillons obtenus ainsi que tous les parameétres

considérés ont été obtenu par le logiciel Epi info version 5.01

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 1’étude est présenté en

colonne et le caractere exposé/non exposé en ligne.

Tableau 06: Tableau de contingence.

Patients Témoins Total
Exposé A b a+b
Non expose C d c+d
Total at+c b+d atb+c+d

L’OR est calculé comme suit:
OR =a*b/c*d
Si:
OR =1 : pas d’association entre I’exposition et la maladie.
OR < 1 : association négative.

OR > 1 : association positive.
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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

parameétres est déclarée statistiquement significative.
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1. Le profil RFLP obtenus

Le polymorphisme Arg72Pro correspond a une variation de Proline en Arginine au niveau

du codon 72 localisé sur I’exon 4 du geéne P53.

La digestion enzymatique de notre amplifiant par la Bsh12361 a donné 3 types de profils

différentes :

= le premier apparait sur le profil éléctrophorétique sous forme d'une seule bande de 279
pb qui correspond au type homozygote (CC)

= le deuxiéme génotype du type homozygote (GG) apparait avec deux bandes de taille
160 pb et 119 pb.

= apparition de trois bandes 279 pb, 160 pb et 119 pb; corresponde au type hétérozygote
(CG) (Photographie 2).

279 pb
(cC)

160 pb
119 pb
(GG)

279 pb
160 pb
119 pb
(cq)

Photographie 08: profil d’électrophorése sur gel d’agarose des fragments issus par le clivage
du Bsh1236l .
1-17 : les échantillons.
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2. Les résultats du génotypage

I’analyse moléculaire des échantillons d’acide nucléiques des témoins et des patients a
permis de mettre en évidence le polymorphisme du codon 72 de I’exon 4 du géne de la p53,
les fréquences alléliques des deux alleles C et G dans I’ensemble de nos échantillons ainsi que
les fréquences génotypique, homozygotes C/C (Pro/Pro) , les hétérozygotes C/G (Pro/Arg) ,

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

2.1. Dans la population témoin

Les fréguences génotypiques et alléliques des témoins ont été calculées (Tableau 7).

Tableau07: Fréquences génotypiques et alléliques du polymorphisme Arg72Pro du gene de la
p53 dans la population témoins.

Génotype Témoins n(%o)
N =35
cC 10 (28.57%)
CG 08 (22.85%)
GG 17 (48.57%)
Alléle C 28 (40%)
Alléle G 42 (60%)
4857%
50
40 28.57%
22.85%
30
20
10
0
cc CG GG

Figure 9 : Fréguences génotypique du polymorphisme Arg72Pro du géne de la p53 dans la

population témoin.
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Nous avons noté une prédominance de la fréquence du génotype muté GG avec un taux de

48.57 % chez les témoins, par contre, la fréquence du génotype homozygote sauvage CC

représente un taux de 28,57 % qui est considérablement équiprobable a la fréquence des

hétérozygotes CG avec un taux de 22,85 %.

Apreés le calcule des fréquences génotypiques, nous avons calculé les fréquences alléliques.

Ceci a révéler une fréquence plus importante de 1’alléle G par rapport a 1’alléle C par un taux

de 60 %.

50

40

so/ﬁ

20 A

10 -

40%

60%

Alléle C

Alléle G

Figure 10: Fréquences alléliques du polymorphisme Arg72Pro du gene de la p53 dans la

2.2 Dans la population des patients

population témoin.

Les fréquences génotypiques et alléliques des patients ont été calculées (Tableau 8).

Tableau 08 : Fréquences alléliques et genotypiques du polymorphisme Arg72Pro du

géne de la p53 dans la population malades.

Génotype Malades n(%b)
N =10
cC 02 (20 %)
CG 05 (50 %)
GG 03 (30 %)
Alléle C 09 (45 %)
Alléle G 11 (55 %)

30




Partie pratique Reésultat

50%

50 7

45 -
40 30%
35 -
30 - 20%
25 -

20 A
15 -+
10 A

CcC CG GG

Figure 11 : Fréquences génotypique du polymorphisme Arg72Pro du gene 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 50%, par contre, les homozygotes CC représentent un pourcentage faible

(20%) par rapport aux homozygotes GG avec un taux de 30%.

55%

60 - 45%

50 -
40 -
30 -
20 A

10 A

allele C allele G

Figure 12: 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 les taux de ces derniers sont
presque les mémes ( 45% d’allele C et 55% pour I’alléle G).

2.3 Lacomparaison entre les deux populations témoins et patients

La comparaison entre les fréquences génotypiques des témoins et des malades, montre qu’il y
a une différence significative des taux des hétérozygotes CG (50% chez les malades et 22.85%
chez les témoins). D’autre part, les fréquences des homozygotes CC chez les témoins et les
malades sont équiprobables (28.57% et 20%), par contre, les fréquences génotypiques des
homozygotes GG chez les deux populations représentent une légere différence (48.57% et
30%).

50% _ 4857%

50 ~

40 A
35 -+
30
25 -
20 A
15 A
10 A

28.57% 30%

22.85%
20% M témoins n(%)

B malades n(%)

CcC CG GG

Figure 13: Fréquences génotypiques du polymorphisme Arg72Pro du géne de la p53 dans la
population témoin et la population malade.

On comparant les fréquences alléliques, nous avons observé que la distribution des deux
fréquences est relativement proche dans les deux populations. L’alléle C avec un pourcentage
de 40% dans la population témoin et 45% chez les patients. Ainsi que la fréquence de I’allele

G dans la population témoins 60% et dans la population des patients 55%.
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60% —
55%

60 -

45%
50 - 40%

H témoins n(%)
30 - B malades n(%)

20 A

10 A

Alléle C Alléle G

Figurel4: Fréquences alléliques du polymorphisme Arg72Pro du géne de la p53 dans la
population témoin et la population malade.
Le tableau 9 représente les résultats statistiques obtenus de la comparaison des fréquences

génotypiques et alléliques entre les deux populations, témoin et malade.

Tableau09 : Fréquences génotypiques du polymorphisme Arg72Pro du gene de la p53 dans la

population témoin et la population malade.

Témoins n(%o) Malades n(%)
N =35 N =10 OR P value
cC 10 (28.57%) 02 (20%) | = - | e
CG 08 (22.85%) 05 (50%) 3.13 0.22
GG 17 (48.57%) 03 (30%) 0.88 0.89
Alléle C 28 (40%) 09 (45%) | = - | -
Allele G 42 (60%) 11 (55%) 0.81 0.68

Le calcul des Odds ratio et des P value démontre que le polymorphisme Arg72Pro de la

p53 ne représente pas un facteur de risque génétique a la survenue de la leucémie.
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Le géne p53 code pour un facteur de transcription qui joue un réle essentiel dans la
régulation de cycle cellulaire, Ce géne dans les cellules normales est un régulateur négatif de
la prolifération cellulaire. Il empéche ainsi une prolifération excessive. Lorsqu’il est absent ou
déficient par plusieurs polymorphismes, il peut étre a 1’origine de certains cancers, il agisse
selon le mode récessif. En effet I’inactivation des deux alleles est nécessaire pour produire la

perte de fonction.

Parmi ces polymorphismes; le SNP Arg72Pro courant dans la P53 peut provoquer certaines
tumeurs, comme le cancer de la prostate, le cancer du sein, le cancer du poumon, le cancer

colorectal et les cancers du sang (les leucémies). Ces derniers ont fait 1’objet de notre étude.

Dans notre étude, nous avons cherché a détecter la fréquence du polymorphisme Arg72Pro
dans I’exon 4 de p53, et leur relation avec la survenue des leucémies, ce travail a été réalisé
par une PCR-RFLP. Il est a noter que notre population des patients regroupe 10 échantillons

d’ADN de patients atteins par différents types de leucémies.

Les résultats obtenus dans notre travail n’ont pas révélé une différence significative entre
les deux groupes patients et témoins pour les différents génotypes hétérozygotes, ce qui nous
a permet de conclure que le polymorphisme Arg 72 Pro ne constitue pas un facteur de risque
dans la survenue des leucémies. Les travaux sur ce contexte ont montré des résultats

contradictoires.

Une méta-analyse menée sur 924 patients atteints de leucemies myeloides chroniques et
3832 témoins prouve que le polymorphisme du codon 72 peut ne pas étre un facteur de risque.
(Arg: OR=0.94; Pro/Pro vs. Arg/Arg: OR=0.93; Arg/Pro vs. Arg/Arg: OR=0.79, (Pro/Pro +
Arg/Pro) vs. Arg/Arg: OR=0.84; Pro/Pro vs. (Arg/Arg + Arg/Pro): OR=1.06), Cette
hypothése est accepté par Ley et al (2013) qui ont effectué leurs analyses en se basant sur des
études menées aupres de populations asiatiques (huit études) et caucasiennes (cing études).
Ces méta-analyses ont était basées sur des estimations non ajustées (Xin Tian et al.,2016 et
Ley T et al.,2013).

Une étude a démontré I’influence du polymorphisme Arg72Pro du gene de la P53 sur la
capacité de réparation de I'ADN indiquant que le variant 72Pro active beaucoup plus les génes
cibles dépendants de la P53 impliqués dans la réparation de I'ADN et la réparation des
dommages de I'ADN efficacement que les cellules exprimant le variant de 72Arg (Ellis et al.,
2008).
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Bilous et al (2014) ont mené une méta-analyse rapportant sur 261 échantillons, ils ont
trouvés que le génotype 72Pro/Pro a été associé a une incidence accrue de mutations de P53
chez les patients précédemment traités (OR=2,503 ; P=0,001), cette étude a révélé que le
polymorphisme du codon 72P53 pouvait étre utilise comme un facteur de risque de mutations
de P53 dans les leucémies lymphoides chronique (Bilous N et al.,2014). Ce résultat est
partagé avec une étude réalisée pour comprendre ’association du polymorphisme a 72 codon

avec le développement des leucémies myeéloides aigues (Dunna et al.,2012).

Il convient de noter que la présente étude présente certaines limites. Une hétérogénéité
significative, par exemple, est apparue parmi la plupart des types de leucémies.
L’hétérogénéité inter-études peut étre fréquente dans la méta-analyse d’études sur les
associations génétiques, mais sa présence a aussi une certaine pertinence pour certains
aspects, tels que différents criteres de recrutement pour les sujets d'étude, diverses conditions
environnementales, de multiples interactions entre génes et facteurs environnementaux et
diverses méthodes de génotypage. Une analyse plus précise pourrait étre réalisee si des
données individuelles étaient disponibles, une telle analyse nous aurait permis d’ajuster
d’autres co-variables, tels que 1’dge, les antécédents familiaux et les facteurs
environnementaux. En fait, le polymorphisme Arg72pro du géne P53 pourrait influencer la
susceptibilit¢ a la leucémie avec d’autres facteurs, mais nous n’avons pas effectu¢ de

recherche relative (interaction géne-géne) et (gene-environnement).
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Depuis la cellule souche jusqu'aux globules "mars"”, il se déroule une succession
d'évenements biologiques dont I'ensemble est appelé hématopoiese, ou genese des globules
sanguins. Une leucémie est 1’accumulation et/ou la prolifération incontrolée de cellules
hématopoiétiques (c'est-a-dire d’une cellule a ’origine d’une lignée cellulaire) dans la moelle

0sseuse.

Ainsi, le développement du cancer est influencée par un certain nombre de facteurs, y
compris le sexe, l'age, les facteurs environnementaux, des conditions héréditaires, divers
facteurs génétiques. Parmi ces derniers, le géne suppresseur de tumeur P53 qui
représente un puissant candidat a moduler le risque de cancer est I'un des genes les plus
fréquemment muté dans tous les types de cancers (Dans 50 % des cancers humains). Dans ce
travail nous avons cherché si le polymorphisme Arg72Pro du géne P53 a un effet potentiel
sur la survenue des leucémies.

Nous n’avons pas trouvé une différence dans la distribution des fréquences génotypiques
entre les deux populations, la population des témoins et celle des patients atteins des
leucémies, les résultats de notre étude ont montré que le polymorphisme Arg72Pro du
géne P53 ne peut pas étre considéré comme un facteur de risque probable de la survenue des
leucémies.

Ces résultats ne peuvent pas étre confirmatifs, I’effectif de notre population est faible donc
il est essentiel d’élargir 1’échantillon des patients et des témoins. Eu égard a ces nouvelles
possibilités ouvertes par la génétique et la biologie moléculaire, il sera utile de prendre en

considération d’autres parameétres cliniques et génétiques.
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Annexe



La séquence de I’ EXON 4 du géne de la P53 et la localisation de
polymorphisme Arg72Pro :

Gtgggaagcgaaaattccatgggactgactttctgetcttgtetttcagacttcctgaaaacaacgttctggtaagg
acaagggttgggctggggacctggagggctggggacctggagggetggggggctggggggctgaggacct
ggtcctctgactgctcttttcacccactacagTCCCCCTTGCCGTCCCAAGCAATGGA
TGATTTGATGCTGTCCCCGGACGATATTGAACAATGGTTCACTG
AAGACCCAGGTCCAGATGAAGCTCCCAGAATGCCAGAGGCTGC
TCCCCCCGTGGCCCCTGCACCAGCAGCTCCTACACCGGLCGGCC
CCTGCACCAGCCCCCTCCTGGCCCCTGTCATCTTCTGTCCCTTC
CCAGAAAACCTACCAGGGCAGCTACGGTTTCCGTCTGGGCTTC
TTGCATTCTGGGACAGCCAAGTCTGTGACTTGCACGgtcagttgccctga
ggggctggcttccatgagacttcaatgectggecgtatceccctgeatttcttttgtttggaactttgggattectette
accctttggcttcctgtcagtgtttt



Résumé

La p53 est un géne suppresseur de tumeur impliqué dans le développement de plusieurs
types de cancer. il a été rapporté qu’une variation d’une base au niveau du codon 72 de ce
geéne a ’origine d’une substitution d’une proline (Pro) en arginine (Arg ), pourrait accroitre le

risque de la carcinogénese.

Notre objectif est d’étudier chez des patients, une étude génétique en recherchant par
RFLP/PCR d’éventuelle association entre le polymorphisme Arg72pro de la p53 et les

leucémies.

Les résultats obtenus dans notre étude n’ont pas révélé une différence significative entre
les deux groupes patients et témoins, ce qui permet de conclure que polymorphisme Arg72Pro

de la p53 ne constitue pas un facteur de risque dans la survenue de leucémies.

Cependant, la taille de I’échantillon ne permet pas d’infirmer ou de confirmer avec

certitude la présence ou I’absence de cette association.

Mots-clefs : leucémie, p53, Arg72pro, PCR/RFLP.
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Abstract

P53 is a tumor suppressor gene involved in the development of several types of cancer, It
has been reported that a base variation at codon 72 of this gene causing substitution of a

protein (Pro) for Arginine (Arg) may increase the risk of carcinogenesis.

Our objective is to study in patients, a genetic study by researching by RFLP / PCR

possible association between Arg72 polymorphism of p53 and leukemias.

The results obtained in our study did not reveal a significant difference between the two
patient and control groups, which makes it possible to conclude that Arg72Pro polymorphism
of p53 is not a risk factor in the occurrence of leukemias. However, the size of the sample

does not allow confirming with certainty the presence or absence of this association.

Key words: leukemia, p53, Arg72pro, PCR/RFLP.
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