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Résumé

En Algérie, le cancer colorectal (CCR) représente un réel probléme de santé publique.
Celui-ci combine I’implication de facteurs génétiques et environnementaux. De nombreux
genes sont associés au risque de survenue de cette pathologie dont certains codent pour des
protéines intervenant dans les mécanismes de réparation de I’ADN.

Afin de rechercher une éventuelle association entre les polymorphismes des genes de
réparation et la survenue du CCR sporadique dans la population de 1’Ouest Algérien, nous
avons développé une étude d’association cas/témoins portant sur les variants génétiques
suivants : le SNP ¢.1196G>A du géne XRCC1 (p.Arg399GlIn, rs25487), le SNP ¢.722C>T du
géne XRCC3 (p.Thr241Met, rs861539), le SNP ¢.354C>T du gene ERCC1 (p.Asnl118=,
rs11615) et le SNP c.2251A>C du gene ERCC2 (p.Lys751GlIn, rs13181). Cette étude
préliminaire est la premiere du genre sur une population algérienne.

Cette étude de type cas/témoins a concerné 129 sujets atteints de CCR et 148 sujets
normaux non apparentés. Le génotypage des différents polymorphismes a été réalisé par
pyroséquencage. La comparaison des fréquences alléliques, génotypiques et haplotypiques
entre les deux groupes a été établie par le calcul de ’odds ratio avec un intervalle de
confiance a 95%.

L’analyse statistique a montré qu’il n’existait aucune différence significative de
distribution des fréquences alléliques et génotypiques des polymorphismes explorés entre les
cas et les contréles (p>0,05). Par ailleurs, nous avons noté une association significative entre
le génotype combiné XRCC3 (CT) et ERCC2 (CC) avec le risque du CCR (OR = 7,33,
p =0,02).

En conclusion, il serait intéressant d’explorer d’autres polymorphismes des genes de
réparation de I’ADN afin de caractériser d’une maniere plus précise le déterminisme
génétique du CCR dans notre population. De plus, des études ultérieures sur I’implication des
facteurs environnementaux au sein d’une population a effectif plus large seront nécessaires

afin de proposer les stratégies de prévention du CCR les mieux adaptées a notre population.

Mots clés : CCR- XRCC1- XRCC3- ERCC1- ERCC2- polymorphisme- association- Ouest Algérien.



Abstract

In Algeria, colorectal cancer (CRC) constitutes a real problem of public health. Both
genetic and environmental factors are involved in the etiology of CRC. Several genes have

been associated with increased risk of CRC; such as those encoding DNA repair proteins.

To search for a possible association between DNA repair genes polymorphisms and
the occurrence of sporadic CRC in the West Algerian population, a case/control study was
conducted exploring the following genetic variants: SNP ¢.1196G> A of the XRCC1 gene
(p.Arg399GIn, rs25487) SNP c¢.722C>T gene XRCC3 (p.Thr241Met, rs861539) SNP
€.354C>T of the ERCCL1 gene (p.Asnl118=, rs11615) and SNP c.2251A> C ERCC2 gene
(p.Lys751GlIn, rs13181). This preliminary study is the first of its kind conducted on an

Algerian population.

A total of 129 patients with CRC and 148 unrelated normal subjects were enrolled in
our case/control study. The genotyping was performed by pyrosequencing method. The allele,
genotype and haplotype distributions were compared between cases and controls by the

calculation of the odds ratio with a confidence interval of 95%.

Statistical analysis showed that there were no significant differences in the distribution
of allele and genotype frequencies between cases and controls (p> 0.05). Furthermore, a
significant association was found between the combined heterozygous of XRCC3 and
homozygous variant of ERCC2 gene and CRC (OR =7.33, p = 0.02).

In conclusion, it would be very interesting to explore other polymorphisms of DNA
repair genes in order to fully characterize the genetic determinism of the CRC in our
population. In addition, further studies examining the role of environmental factors on a larger
sample size will be needed to propose the best preventive strategies for CRC in our

population.

Keywords: CRC- XRCC1- XRCC3- ERCC1- ERCC2- polymorphism- association- West Algerian.
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Le terme de cancer recouvre un ensemble de maladies caractérisees par la prolifération
rapide et incontrolée des cellules anormales capables d’échapper a une mort cellulaire
programmée. Ces cellules peuvent se propager de I’emplacement ou elles ont pris naissance
jusqu’a d’autres parties de 1’organisme, formant ce qu'on appelle des métastases. En
détruisant son environnement, le cancer peut devenir un réel danger pour la survie de I'étre
vivant. A travers le monde, plus de 10 millions de personnes décédent d’un cancer, plus de 20
millions en sont atteintes et 14 millions de nouveaux cas sont diagnostiqués chaque année

(Organisation mondiale de la santé, 2014).

Le cancer colorectal (CCR) se situe parmi les cancers digestifs les plus fréquents par
sa fréquence et sa gravité et atteint le colon ou le rectum. Les cancers du cdlon et du rectum
étant assez semblables, ils sont regroupés sous le terme de cancer colorectal. C’est une tumeur
maligne qui se développe sur la paroi intestinale, conduisant a la transformation de cellules
épithéliales coliques normales en cellules adénomateuses et enfin en un carcinome glandulaire
ou adénocarcinome. En dépit des progrés thérapeutiques réalisés ces dernieres années et des
études visant a la compréhension des mécanismes responsables de la transformation maligne,

la mortalité due a ce cancer reste toujours importante.

L’incidence du CCR se trouve ¢élevée dans les pays occidentaux par rapport aux pays
en voie de développement ou le taux est relativement bas. Cependant, au cours de ces
derniéres décennies, on a enregistré dans ces pays une augmentation alarmante du CCR et

I’ Algérie n’a malheureusement pas échappé a cette hausse.

Dans les CCR, on distingue les formes familiales et les formes sporadiques. Les
formes familiales sont héréditaires et souvent liées a une prédisposition génétique
contrairement aux cancers sporadiques qui seraient dus a une combinaison de facteurs aussi

bien génétiques qu’environnementaux.

L’existence d’une composante multigénique des CCR a été démontrée par différentes
études depuis longtemps et aide désormais a mieux comprendre les déterminants génétiques
de I’apparition du CCR et leur interaction avec les facteurs de risque environnementaux. Dés
lors, il est devenu incontournable de développer des outils performants pour I'investigation de
la pléthore de polymorphismes génétiques de type SNP « Single Nucleotide Polymorphism »
et de choisir des modéles épidémiologiques adéquats pour, avant tout, comprendre et

expliquer les associations observées avec les risques d’émergence de nombreux cancers.
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Les genes considérés comme ayant une implication significative dans la mise en place
du processus de cancérisation sont les oncogeénes, les anti-oncogénes, les genes du
métabolisme des xénobiotiques et les génes de réparation de I’ADN. S’agissant de ces
derniers, de nombreuses études épidémiologiques ont souligné I’association existant entre les
polymorphismes de nombreux d’entre eux, et la survenue du CCR. C’est dans 1’optique d’une
contribution modeste a ces études que nous avons envisagé cette présente ceuvre ; de plus,
celle-ci représente la premiére étude entreprise sur ces génes en rapport avec le risque de

survenue du CCR en Algerie.

De ce fait, ce présent travail consistera a explorer des polymorphismes de type SNP de
certains génes impliqués dans la réparation de I’ADN : le SNP ¢.1196G>A du géne XRCC1
(p.Arg399GiIn, rs25487), le SNP ¢.722C>T du gene XRCC3 (p.Thr241Met, rs861539), le SNP
€.354C>T du gene ERCC1 (p.Asn118=, rs11615) et le SNP c.2251A >C du gene ERCC2
(p.Lys751GlIn, rs13181), dans une population comprenant des malades atteints de CCR et des
sujets sains tous originaires de I’Ouest Algérien. L’étude de I’implication de ces génes dans la
survenue du CCR, réalisée dans des populations d’origine ethniques différentes a travers le
monde, a montré des résultats parfois contradictoires quant a 1’association ou non de ces
polymorphismes avec le risque de CCR; il est donc plausible d’envisager que des
associations de ces SNP avec le CCR puissent caractériser notre population d’ou la nécessité
de mener cette étude dans notre contexte. Une partie des résultats obtenus a fait I’objet d’un

article publié dans la revue Medical oncology (Moghtit et al, 2014).

Dans la revue bibliographique de ce manuscrit, nous rappellerons tout d’abord
quelques geénéralités sur I’épidémiologie génétique. Puis, nous évoquerons les données
essentielles sur le CCR : ses données épidémiologies, sa description clinique et son étiologie.
Aprés, nous deécrirons les différents mécanismes moléculaires impliqués dans la
cancérogénese colorectale, a la suite de quoi seront passées en revue les thérapies envisagées
dans le traitement de cette maladie. Et pour finir, nous aborderons les différents systémes de

réparations de I’ADN et les différents génes explorés dans ce travail.

La partie expérimentale consistera a évaluer la distribution des fréquences alléliques,
génotypiques et haplotypiques des polymorphismes des génes du systéme de réparation de
I’ ADN suscités et d’estimer I’impact de ces derniers sur le risque de la survenue du CCR dans
I’Ouest Algérien. L'ensemble des observations sera ensuite discuté au regard des
connaissances actuelles et nos conclusions mettront en évidence les perspectives de recherche

a envisager a I’avenir.
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Introduction a
I’épidémiologie génétique

L’épidémiologie est la science qui étudie la fréquence et la répartition des maladies
dans le temps et dans I’espace au sein des populations humaines, ainsi que le role des facteurs
qui les déterminent (Goldberg, 1991). Les études épidémiologiques se divisent en deux
grandes catégories: 1’épidémiologie descriptive, dont 1’objectif est d’estimer la fréquence
d'une pathologie au sein d’une population, et 1’épidémiologie analytique qui consiste a
rechercher les facteurs de risque d’une pathologie au sein d’une population, et éventuellement
de quantifier une relation entre le niveau d’exposition a ces facteurs de risque et la fréquence
de la pathologie.

On sait aujourd’hui que la majorité des maladies sont multifactorielles car des facteurs
génétiques et environnementaux agissent conjointement dans leur survenue. Un des enjeux
actuels de la recherche est d'identifier les facteurs de risque génétiques impliqués dans ces
pathologies. En effet, c’est I'épidémiologie génétique qui s’intéresse a la description et la
compréhension de ces facteurs génétiques. Elle repose sur le développement de méthodes
statistiques qui intégrent, principalement, les marqueurs génétiques. En conséquence, cette
discipline évolue en parallele avec les progres des techniques de biologie moléculaire. Dans

ce chapitre, les principes de base de 1’épidémiologie génétiques seront décrits.

1- Notions générales

1-1- Maladies multifactorielles

Par définition, les maladies multifactorielles sont des pathologies dont 1’apparition et
I’expression sont contrélées par un ensemble complexe de facteurs (Jeanpierre et al, 2004).
Elles présentent a la fois une composante génétique et environnementale et résultent
géneéralement d'interactions entre ces deux facteurs. Leur développement est facilité par la
présence simultanée de nombreux alléles de prédisposition ayant un impact individuel modéré
(Lander & Schork, 1994). Ces maladies sont généralement des maladies fréquentes (maladies

cardiovasculaires, diabéte, maladies auto-immunes, cancer,.. etc).

—
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Un facteur de risque est une variable qui augmente ou diminue la probabilité de

1-2- Notion de facteur de risque

survenue d’une maladie dans une population (Goldberg, 1991). 1l peut étre défini comme un
état physiologique (age, sexe, hérédité), un éetat pathologique (hypertension artérielle, diabete,
hypercholestérolémie) ou une habitude de vie (tabac, alimentation, sédentarité).Un facteur de
risque contribue a développer une maladie mais sa présence ne génére pas systématiquement
la maladie. La probabilité d’apparition de la maladie est plus grande chez les sujets exposés

au facteur de risque que chez les sujets non exposes.

1-3- Diversité genetique et polymorphisme

Le génome de I’espéce humaine fut considéré pendant longtemps comme le plus
complexe du monde vivant. Des variations fréquentes dans la séquence nucléotidique sont
rencontrées tout au long du génome et sont responsables de la grande diversité de I’espece
humaine: ce sont les polymorphismes génétiques. Un polymorphisme génétique est le produit
d'un événement de mutation transmissible d'une génération a I'autre de maniere mendélienne
et détectable chez au moins 1% des individus d’une population (Feuk et al, 2006). Ces
variations sont liées a I’existence de différentes versions d’un geéne qui sont appelées
«alleles ». Le séquencage du génome humain a permis d’avoir une vision globale sur
I’organisation du génome et I’identification initiale d’environ 3 millions de différences
nucléotidiques (Lander et al, 2001; Venter et al, 2001).

Les polymorphismes génétiques sont le support de variations phénotypiques mineures
mais peuvent aussi expliquer les différences entre les individus dans la prédisposition
héréditaire a certaines pathologies ou la sensibilité a certains médicaments. La variabilité
génétique peut étre présente sous multiples formes, incluant les séquences répétées en tandem,
les insertions/délétions, les variations du nombre de copies et les polymorphismes mono-
nucléotidiques (Frazer et al, 2009; Robert, 2010).

1-3-1- Séquences répétées en tandem

L'ADN humain est constitué d’environ 50% de séquences nucléotidiques répétées
disposées en tandem (VNTR) « Variable Number of Tandem Repeat » dans le génome. Les
séquences répétées correspondent a la répétition d’un motif unitaire de nombre variable et
elles sont de taille également variable. Selon la taille du motif et le nombre de la répétition, on

distingue :

—
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ADN satelliltes : lls sont constitués de grands motifs (de 150 a 350 paires de bases
« pb » ) répétés plusieurs fois (de I’ordre de 500 000 a 1 000 000) (Csink & Henikoff,
1998).

ADN minisatellites : Ce sont des motifs de quelques dizaines de nucléotides répétés
jusqu’a quelques centaines de fois pour une taille totale entre 1 et 5 kilobase « kb »
(Jarman & Wells, 1989). Les minisatellites sont hypervariables tant du point de vue du
nombre de répétitions que de la taille des unités répétées, une telle variabilité permet
de les utiliser pour réaliser les empreintes d’ADN spécifiques d’individu.

ADN microsatellites (STR) : Les STR « Short Tandem Repeats » sont constitués de
motifs de 1 a 5 nucléotides répétées de 2 a 50 fois associés en tandem 10 a 50 fois
pour une taille totale inférieure a 300 pb (Karlin & Burge, 1995; Pryde et al, 1997).

Les dinucléotides sont les plus nombreux dans le génome.

1-3-2- Insertions/délétions (Indel)

Elles correspondent a une insertion ou une délétion d’un ou plusieurs nucléotides. Les
indels, bien que susceptibles de se produire tout le long du génome, sont particulierement
fréquentes dans les séquences répétées. Elles s'étendent de 1pb a 1kb. En général, lorsqu'elles
sont présentes dans la séquence codante, elles entrainent un décalage du cadre de lecture

entrainant la synthése d’une protéine totalement différente de I'originale.

1-3-3- Variations du nombre de copies

Les variations du nombre de copies, ou plus communément appelées CNV « Copy
Number Variations », se définissent comme étant des séquences supérieures a 1kb et qui sont
présentes en un nombre variable de copies dans le génome. Contrairement aux satellites, elles
ne sont pas répétées en tandem mais elles sont dispersées dans tout le génome. Les CNV sont
issus d'évenements d'insertion, de délétion ou de duplication, et peuvent influer sur le niveau
d'expression des génes (Feuk et al, 2006; Freeman et al, 2006).

Cette forme de polymorphisme découverte récemment connait un intérét croissant et
ouvre de nouvelles perspectives dans la recherche de prédisposition ou de susceptibilité a des

maladies.

—
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1-3-4- Polymorphismes nucléotidiques simples

Les polymorphismes nucléotidiques simples, appelés SNP, correspondent a des
variations a I’échelle nucléotidique .Ils constituent la plus petite forme de polymorphisme car
ils n'affectent qu'une seule paire de bases et le type le plus commun de variation génétique
intervenant dans la variabilité interindividuelle. Les SNP ont des fonctions potentielles qui
perturbent I’information génétique et peuvent entrainer des modifications de la structure, de
I’expression, de la stabilité et de Il’activité de la protéine codée. lls sont distribués
uniformément dans tout le génome et surviennent tous les mille paires de bases (Bentley,
2000; Brookes, 1999; Frazer et al, 2009).

Le séquencage du génome humain et les progres des techniques de biologie
moléculaire ont permis de répertorier plus de 10 millions de SNP dans des bases de données
publiques, notamment la banque de données dbSNP

[http://www.ncbi.nIm.nih.gov/projects/SNP/] géré par NCBI «National Center of

Biotechnology Information » (Sherry et al, 2001) et celle du projet « HapMap »
[http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/]. Le projet HapMap (2003) a pour objectif de créer une base

de données publique détaillée des variations génétiques les plus fréquentes chez I’humain. Il a
permis d’établir un catalogue des SNP chez les individus provenant d’Afrique, d’Europe et

d‘Asie. Plus récemment, le projet «1000 génomes» [http://www.1000genomes.org/] (Abecasis

et al, 2010), basé sur un séquencage de nouvelle génération, ont apporté une contribution
énorme a l'identification et la caractérisation des SNP pour les populations du monde entier.
C’est ainsi que ces ressources bioinformatiques constituent un outil précieux pour la
recherche en génétique. En fait, chaque SNP est référencé par un numero «rs: Reference
SNP » .Un SNP se caractérise également par la fréquence de ses deux alleles dans une
population donnée. Ces fréquences s’estiment a partir des génotypes observés chez des
individus non apparentés, et leur précision dépend de la taille de I’échantillon. La fréquence
de I’all¢le le plus rare, ou mineur, est appelée MAF « Minor Allele Frequency ». Le travail

meneé au cours de cette thése s'est focalisé sur ce type de marqueur.

1-4- Haplotype et desequilibre de liaison

Un haplotype est une combinaison allélique de plusieurs marqueurs polymorphes sur
un méme chromosome a différents loci. L’ensemble de ces alleles sont localisés a une
distance tres proche et ségrégent en bloc comme un seul marqueur. Au sein d’un méme bloc,
la probabilit¢ de recombinaison est tres faible, ce qui traduit la présence d’un déséquilibre de

liaison (LD) « Linkage of Desequilibrium ». Ce terme a été proposé en 1960 par Lewontin et

—
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Kojim (Lewontin & Kojima, 1960). En effet, le déséquilibre de liaison est inversement
proportionnel a la probabilité de recombinaison entre les marqueurs polymorphes et donc a
leur éloignement physique sur un méme chromosome (Gabriel et al, 2002). Le concept
d’haplotype revét une importance capitale dans le domaine de la génétique. Il permet de
mieux étudier le comportement des SNP entre eux. De plus, ils permettent de renseigner les

variabilités d'origine génétique des populations humaines.

2- Epidémiologie genétique
2-1- Définition

L’¢épidémiologie génétique est une branche de 1’épidémiologie qui consiste & analyser la
contribution des facteurs de risque génétiques et leurs interactions avec les facteurs de risque
environnementaux dans la survenue des pathologies. Les études d’épidémiologie génétique
constituent aujourd’hui un nouvel outil dans 1’étude des maladies multifactorielles. Cette
discipline hybride a pour objectif d’identifier de nouveaux génes et des interactions génes—
environnement impliqués dans ces pathologies ce qui va permettre de mieux comprendre les
mécanismes moléculaires et physiopathologiques. De plus, elle peut contribuer a prédire le
risque pour mieux prévenir. Différentes stratégies d’analyse ont été développées pour mettre

en évidence les facteurs génétiques intervenant dans la susceptibilité d’une maladie.

2-2-Types d’études

Les facteurs de risque génétiques sont principalement recherchés par deux types
d’enquétes épidémiologiques d’observation: les études prospectives, ou de cohorte, et les

études rétrospectives, ou cas/témoins.

2-2-1- Enquéte de cohorte

Le terme de cohorte est utilisé pour désigner un groupe de sujet ayant une
caractéristique commune. En épidémiologie génétique, 1’évaluation de 1’interaction gene-
environnement requiert des enquétes de cohortes. Dans une étude de cohorte, des sujets
malades porteurs d’un marqueur génétique sont répartis en groupes en fonction de leur
exposition a un éventuel facteur étiologique de la maladie. L’ensemble de la cohorte est suivi
au cours du temps, afin de comparer I’incidence de la maladie entre les individus exposés et
non exposés (Bouyer, 2009). Dans ce type d’enquéte, le facteur d’exposition est dit contr6lé

alors que la maladie est le facteur aléatoire.
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En épidémiologie génétique, une étude cas/témoins cherche a déceler une différence

2-2-2- Enquéte cas/témoins

de distribution des fréquences des variants génétiques entre une population de cas, constituée
d'individus diagnostiqués avec la maladie d'intérét, et une population de sujets indemnes de

cette maladie (témoins) sélectionnés dans la population dont sont issus les cas (Bouyer, 2009).

2-3- Méthodes d’analyse

Deux approches principales peuvent étre menées en épidémiologie génétique pour
établir un lien entre les variations génétiques et le risque de développer une maladie : les

études de liaison et les études d’association.

2-3-1- Analyse de liaison génétique

Les études de liaison sont les premiéres études a avoir vu le jour. Ce type d’étude
consiste a rechercher dans les familles la présence d’une co-ségrégation entre la maladie et les
marqueurs genétiques polymorphes distribués tout le long du génome. Cette co-transmission
traduit une liaison génétique permettant d’impliquer une région particuliere du génome dans
le déterminisme de la maladie. En d’autres termes, cette analyse vise a localiser un ou des
génes de susceptibilit¢ a la maladie. En revanche, cette approche est limitée et moins
puissante pour la détection des facteurs génétiques impliqués dans les maladies complexes ou
des effets familiaux sont moins évidents: ces pathologies ne touchent pas nécessairement
plusieurs membres d'une méme famille et les génes prédisposant interagissent entre eux et

avec I’environnement.

2-3-2- Etude d’association

Les études d’association cherchent a identifier le ou les variants génétiques dont les
différentes formes alléliques pourraient jouer un rdle dans la survenue d’une maladie
multifactorielle. Le principe consiste a comparer la distribution des alléles ou des génotypes
de marqueurs génétiques chez des individus malades et témoins d’une population de sujets
non apparentés. Plus la répartition est différente, plus le variant est susceptible d'étre impliqué
dans la maladie étudiée. Si un alléle est significativement plus fréquent dans la population des
cas, on parlera d’effet délétere de cet alléle; dans le cas contraire on parlera d’effet protecteur.
Deux méthodologies majeures existent pour I'identification des génes de prédisposition aux

maladies multifactorielles : I'approche « géne candidat » et I'approche « génome candidat ».
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2-3-2-1- Approche géne candidat

Cette stratégie consiste a sélectionner un ensemble de variants génétiques dans des
genes dont les fonctions pourraient intervenir dans 1’étiologie de la pathologie étudiée. Cette
approche est fondée sur des propriétés particulieres du produit du géne candidat, évocatrices
de son implication dans la pathogénie (Tabor et al, 2002). Elle nécessite donc une bonne

connaissance de la physiopathologie de la maladie et des mécanismes moléculaires associées.

2-3-2-2- Approche génome candidat

L’ére des études d’association a pris de I’importance sur les analyses de liaison a la fin
des années 1990 avec la publication de Risch et Merikangas (Risch & Merikangas, 1996). Ces
auteurs ont suggéré que I’avenir des études génétiques des traits complexes serait 1’analyse
d’association systématique tout au long du génome. L’étude d’association génome entier
(GWAS) « Genome Wide Association Study » consiste a rechercher des polymorphismes
génétiques prédisposant au développement d’une maladie en balayant 1’ensemble du génome
afin d’identifier un locus de prédisposition. L’objectif n’est plus de confirmer I’implication
d’un gene connu dans une maladie mais de trouver de nouveaux genes de prédisposition a la
maladie sans aucune hypothese a priori (McCarthy et al, 2008; Zhu & Zhao, 2007).
L’avancement des technologies de génotypage et la mise en place du projet HapMap a permis
d’effectuer des études d’associations pan-génomiques a grande échelle a 1’aide des puces
commerciales. A ce jour, des centaines d’études d’association pangénomiques ont été
réalisées dans plus de 80 maladies et traits. Les études publiées sont répertoriées dans un

catalogue en ligne mis a jour en continu : [http://www.genome.gov/gwastudies/].

Dans le cadre du présent projet de recherche, nous proposons de faire une analyse
d’association de type cas/témoin dans la population de I’Ouest Algérien pour évaluer I’impact
des polymorphismes des genes de réparation de I’ADN sur le risque de survenue du cancer

colorectal.
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Généralités sur
le cancer colorectal

Le gros intestin est la partie terminale du tractus gastro-intestinal. Il se compose de
trois segments: le caecum, le célon et le rectum (Figure 01). Le cdlon se dispose en cadre dans
la cavité abdominale et mesure environ 1,5 métre avec un diamétre initial de 8 centimetre.
C’est dans le colon que se produit I'ultime digestion des nutriments notamment grace a la
microflore colique. L’épithélium colique est un systéme dynamique en constant équilibre,
doté de capacités de prolifération et de différenciation lui permettant d’assurer ses fonctions

physiologiques d’absorption d'eau et d'ions, et de sécrétion de mucus.
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aspects moléculaires du développement.
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Figure 01 : Les différentes parties du gros intestin. Adaptée du site :

[http://www.colorectal-cancer.ca/fr] (Association canadienne du cancer colorectal)

De part ses caractéristiques, I'epithélium colique est particulierement vulnérable aux
agressions extérieures qui engendrent des hyperproliférations cellulaires pouvant évoluer vers
le cancer. Les tumeurs malignes du c6lon se développent dans la plupart des cas dans la partie
terminale du c6lon ou le rectum constituant ainsi les cancers colorectaux.

Dans ce chapitre, nous rappellerons les généralités sur le CCR et nous aborderons ses

—
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Le CCR est une préoccupation majeure de santé publique dans le monde. Il occupe le

1- Données épidémiologiques

troisiéme rang a 1’échelle mondiale chez les deux sexes confondus et il représente 8,9% de
toutes les tumeurs malignes. Selon un rapport du Globocan 2012, une base du centre
international de recherche sur le cancer « CIRC », son incidence annuelle est de 1,2 millions
de nouveaux cas et la mortalité a atteint 608 700 cas/an (Ferlay et al, 2012).

L’incidence du CCR varie considérablement entre les pays selon la région
géographique, elle est trés élevée dans les pays industrialisés (Australie, Nouvelle-Zélande,
Amérique du Nord, Europe de 1’Est, I’Europe centrale et de fagon récente le Japon)
contrairement aux pays moins développés comme les pays africains, les pays d’ Amérique du
Sud et les pays d’ Amérique centrale ou ce cancer est moins fréquent (Center et al, 2009). Ceci
a permis de définir le CCR comme étant le cancer des pays riches.

Dans les pays industrialisés, le CCR représente 12,6% de tous les cancers chez
I’homme et 14,1% chez la femme. Les taux de mortalité les plus élevés dans les deux sexes
sont estimes dans la région d'Europe a 75 et 51 déceés pour 100 000 chez les hommes et les
femmes, respectivement. Aux Etats-Unis (Amérique du Nord), le CCR occupe le troisiéme
rang de tous les cancers avec un taux de 9.5% et représente la deuxiéme cause de décés chez
les deux sexes (Ferlay et al, 2012).

Dans les pays moins développés, il représente 7,7 et 7,9% de tous les cancers chez
I’homme et chez la femme respectivement. Les taux les plus bas sont estimés en Afrique
centrale (10 et 9 cas pour 100 000 représenté respectivement chez I’homme et chez la
femme). En Egypte, le CCR représente 6,5% de tous les cancers (EI-Bolkainy et al, 2006). En
Tunisie, I’incidence standardisée est de 6,5/100 000 habitants par an chez I’homme et de
6,1/100 000 chez la femme (Gharbi et al, 2010).

En Algérie, I’incidence du CCR est en augmentation constante ces derniéres années
avec un taux de mortalit¢ de 10%, ce qui le rapproche progressivement des chiffres
occidentaux (Meddah et al, 2009). Il représente par sa fréquence, la 3™ pathologie
cancéreuse apres celui du sein et du col utérin chez la femme, et aprés celui du poumon et de
la vessie chez I’homme (Ferlay et al, 2012).

Le taux d’incidence du CCR basé sur les données des registres du cancer dans les pays
les moins développés du monde peut encore s’¢élever en 2030, si ces pays poursuivent leurs
tendances vers un mode de vie plus occidental, avec une augmentation de 1’obésité ainsi que

d’autres facteurs comme I’inactivité physique, le tabagisme et la consommation d’alcool.
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La fréquence d’apparition de ce type de cancer augmente avec 1’dge et son incidence
double ensuite a chaque décennie. En effet, il est rare avant 50 ans, mais au dela son incidence
augmente trés rapidement. L’incidence maximale se situe entre 50 et 70 ans avec un age

moyen de diagnostic d’environ 70 ans (Faivre, 2001).

2- Aspect anatomopathologique et prise en charge des cancers colorectaux

2-1 - Carcinogénese colique

Le cblon présente sur sa paroi colique quatre couches: la muqueuse, la sous-mugqueuse,
la musculeuse et la séreuse (Figure 02). La muqueuse est composée d’un épithélium
monostratifié qui pénctre a I’intérieur des cryptes qui sont nombreuses et réguliérement

espacées (Phillips et al, 1991).

Muqueuse

Cryptes

Sous muqueuse

Musculeuse

. <

Séreuse

e T

Figure 02 : La structure histologique du célon normal. Tirée de (Morére & Rainfray, 2001)

Le CCR est un adénocarcinome glandulaire qui se développe au niveau de la
mugqueuse colique. Le processus de carcinogenése s’étend sur plusieurs années et donne lieu a
une transformation cellulaire passant d’un aspect normal a un aspect néoplasique (Cadi,
2010).

Lors de la cancérogenése colique, une hyper prolifération de 1’épithélium colique
apparait au niveau des cryptes. Les cellules des cryptes aberrantes s’accumulent au-dessus de
la muqueuse ce qui aboutit a la formation d’un polype adénomateux, macroscopiquement
visible (Goldman & Masson, 2013). Le franchissement et I’infiltration des différentes couches
de la paroi du célon ou du rectum définit 1’étape de la transformation adénocarcinomateuse
(Figure 03).
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Figure 03 : Evolution du cancer colorectal dans le temps.

2-2 - Eléments d’anatomopathologie

Les facteurs pronostiques comme notamment le degré d'envahissement tumoral

transpariétal et ganglionnaire et la présence ou non de métastases ont été intégrés dans des

classifications. La classification TNM « Tumor Node Metastatsis », de I’union internationale

contre le cancer (UICC), est le systéeme international actuel de référence qui classe les cancers

selon leur extension anatomique. Elle a été proposée initialement par le chirurgien frangais

Pierre Denoix (Denoix, 1946) et elle est continuellement mise & jour. La derniére édition est

celle de 2010 (Scoazec & Sabourin, 2010) (Tableau I). Dans son principe, cette classification

considere seulement les données cliniques et ne s’applique qu’a des cancers qui n’ont pas

encore été traités.

Tableau | : Classification TNM des CCR.

Stade

Signification

Tumeur primitive (T)

Tis
T1
T2
T3
T4
Tx

Carcinome in situ

La tumeur envahit la sous muqueuse

La tumeur envahit la musculeuse

La tumeur envahit la sous séreuse

La tumeur perfore le péritoine viscéral et/ou envahit les organes voisins
Renseignements insuffisants pour classer la tumeur primitive

Ganglions régionaux (N)

NO
N1
N2
NXx

Pas de métastase ganglionnaire

Atteinte de 1 a 3 ganglions lymphatiques régionaux
Atteinte de 4 ou plus ganglions lymphatiques régioanux
Ganglions non évalués

Meétastatses (M)

MO
M1
Mx

Absence de métastase
Métastases a distance
Statut métastatique inconnu
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La lettre T symbolise la tumeur initiale, et la profondeur des tissus envahis. Elle est
affectée d’un coefficient : de TO (quand la 1ésion primitive n’est pas retrouvée) a T4 pour les
tumeurs les plus étendues. Cette cotation dépend du volume tumoral, représenté par le
diamétre maximum de la 1ésion, et de I’extension aux organes voisins (peau, vaisseaux, nerfs,
0s, etc.). La lettre N, de NO a N3, dépend du territoire ganglionnaire, plus ou moins proche de
la tumeur, de I’importance des adénopathies, du nombre de ganglions envahis. La lettre M est
cotée MO en I’absence de métastases connues ou M1 en leur présence, quel que soit leur
siege, unique ou multiple. Ces différentes informations permettent de classer les cancers du
colon en cing stades (Compton et al, 2000) (Figure 04) :

- Stade 0 — Tis, NO, MO : le cancer est localisé dans la paroi interne du cdlon ou du
rectum.

- Stade | — T1, T2, NO, MO : le cancer s’est propagé de la paroi interne aux couches
intermédiaires de la membrane du célon ou du rectum.

- Stade Il — T3, T4, NO, MO : le cancer s’est propagé au-dela du cdlon ou du rectum
jusqu’aux tissus environnants.

- Stade Il — Tous les stades T, N1, N2, MO : le cancer s’est propagé au-dela du cdlon
ou du rectum jusqu’aux ganglions lymphatiques environnants.

- Stade IV- Tous les stades T et N, M1 : le cancer s’est propagé au-dela du c6lon ou du

rectum dans une autre partie du corps.

— p M “x
b Stade IV
T variable
™A N variable
Stade Il
TN M1
™M Stade Il T variable pr— \
Stade | = | T Y
™A N1,N2
Stade O n T4 Mo '
n ~
Tis NO \/
NO
NO nMo
MO -

Métastases &
d’autres organes

Tumeur
ganglions

lymphatiques ganglions
lymphatiques
atteints

Figure 04 : Représentation schématique des différents stades du cancer colorectal. Tirée du

site : http://www.colorectal-cancer.ca/fr (Association canadienne du cancer colorectal).

16

—
| —


http://www.colorectal-cancer.ca/fr

Revue bibliographique ’\;%

Plusieurs techniques sont employées dans le traitement du CCR telles que: la

2-3 -Traitement

chirurgie, qui est toujours pratiquée pour retirer la tumeur primaire, la radiothérapie, la
chimiothérapie et depuis de récentes années les thérapies ciblées.

Les données cliniques et I’histoire du patient permettent de décider des meilleures options
thérapeutiques. Le choix du traitement va dépendre de la localisation du cancer et de son

étendue.

2-3-1- Chirurgie

La chirurgie est le traitement de premiere intention des CCR. L’intervention consiste
en I’exérése du segment colique portant la tumeur, mais peut également concerner les
ganglions locaux potentiellement atteints par des micro-métastases. La possibilité de rétablir
la continuité de I’intestin dépend de la localisation et de 1’extension de la tumeur (Piard &

Monges., 1998).

2-3-2- Chimiothérapie

La chimiothérapie, quant a elle, est utilisée pour prévenir ou traiter les cancers
métastatiques. Cette thérapie consiste a administrer au malade un médicament cytotoxique
ciblant les cellules tumorales. C’est un traitement adjuvant effectué en plus de 1’opération
chirurgicale pour diminuer les risques de récidive et améliorer la survie, en éliminant les
cellules cancéreuses résiduelles que I’examen clinique n’aurait pu détecter. La chimiothérapie
est principalement utilisée dans les stades avancés avec présence de métastases. Ce traitement,
quand il est efficace, peut éliminer les métastases ou empécher leur apparition et/ou diminuer
la taille des tumeurs ou ralentir leur croissance (Jean-Charles et al, 2012). Quand la chirurgie
est impossible, le traitement est palliatif ou peut diminuer la taille de la tumeur et permettre
I’opération (néo-adjuvant).

Actuellement les protocoles de chimiothérapie font appel a trois médicaments
anticancéreux :

- 5-Fluorouracile (5-FU) : C’est la molécule de réference en cancérologie intestinale. Il
s’agit d’un dérivé fluoré de I'uracile, synthétisé en 1957 par Heidelberger et al.
(Duschinsky et al, 1957; Heidelberger et al, 1960). Le 5-FU est un antimétabolite actif
qui inhibe la fonction de la thymidilate synthase. Celle-ci a pour fonction la
méthylation d’une désoxyuridine monophosphate (dUMP) en désoxythymidine

monophosphate (dTMP). Cette derniére étant une des quatre bases essentielles de
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I’ADN, elle est indispensable a la synthése de ’ADN. Les processus de réplication
vont donc se retrouver bloqués au niveau de la cellule (Diasio & Harris, 1989; Pinedo
& Peters, 1988; Santi et al, 1974).

- L’Irinotécan : C’est un dérivé de la camptothécine dont le métabolite actif est le
SN38 (Kawato et al, 1991). Il s’agit d’un inhibiteur de la topoisomérase I, enzyme
indispensable a la relaxation de 1’hélice d’ADN lors des processus de transcription et
réplication. Il exerce son effet cytotoxique en formant un complexe ternaire avec la
topoisomérase I et ’ADN, ce qui va entrainer des cassures double brins apres
rencontre avec la fourche de réplication.

- L’oxaliplatine : C’est la premiére molécule a base de platine ayant une activité
clinique contre le CCR (Soulie et al, 1997). Elle possede une action alkylante inhibant
la synthése et la réplication de I’ADN par formation de ponts intrabrins entre deux
guanines adjacentes. L’oxaliplatine forme des adduits de platine sur I’ADN, créant des
Iésions et induisant 1’apoptose de la cellule (Raymond et al, 2002; Raymond et al,
1998).

2-3-3- Radiothérapie

La radiothérapie (connue également sous les noms radiation, thérapie par rayons X ou
irradiation) fait appel a I'administration de rayons a puissance énergétique élevée pour détruire
les cellules cancéreuses. Les rayons sont orientés tres précisément sur la tumeur afin d'éviter
d'endommager les autres parties du corps. lls agissent de maniére directe ou indirecte sur
I’ADN (Morere et al, 2011). La radiothérapie sert souvent de complément au traitement
chirurgical du cancer rectal pour éliminer le risque de cellules cancéreuses résiduelles et
augmenter la survie globale des patients. Elle n’a en aucun cas une visée curative dans le
traitement des CCR.

2-3-4- Thérapie ciblée

Plus récemment, devant 1’échec relatif des traitements classiques, une nouvelle
stratégie thérapeutique a été envisageée: la thérapie ciblée utilisant des anticorps monoclonaux
ou des inhibiteurs enzymatiques (Finley, 2003). A la différence de la chimiothérapie, le
concept des therapies ciblées repose sur une connaissance approfondie des mécanismes
moléculaires impliqués dans la cancérogenése. D’une maniére générale, ces nouvelles

thérapeutiques sont des médicaments qui utilisent trois stratégies différentes: bloquer les
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ligands des récepteurs membranaires, bloquer les récepteurs membranaires ou empécher
’activation des voies de signalisation induites par les récepteurs a activité tyrosine kinase.
Actuellement, deux médicaments specifiques sont utilisés dans le traitement du CCR en phase
métastasique :

- Le bevacizumab (Avastin®), dirigé contre le VEGF « Vascular Endothelial Growth
Factor », est un médicament qui blogue la néo-vascularisation empéchant
I’augmentation de l'apport sanguin a la tumeur, donc son développement (Ferrara et al,
2004).

- Le cetuximab (Erbitux®) est un autre anticorps monoclonal qui bloque I'action du
récepteur a I'EGF « Epidermal Growth Factor » des cellules cancéreuses et améliore
significativement le pronostic de certains cancers du célon (Ciardiello & Tortora,
2001).

Le traitement par thérapie ciblée repose sur 1’identification préalable des altérations
moléculaires chez les patients susceptibles de bénéficier de ces traitements. En fait, la
caractérisation moléculaire de la tumeur est devenue un élément déterminant dans le choix de
la stratégie thérapeutique qui ne repose plus seulement sur le type et le stade de la maladie.
En Algérie, les médicaments de la thérapie ciblée sont utilisés d’une maniére anarchique a
cause du manque des plateformes de biologie moléculaire pour réaliser les tests
d’identifications des mutations génétiques. De méme, ils restent moins prescrits a cause de

leur codt trés élevé.

3- Classification des cancers colorectaux

Les CCR se divisent en deux grandes catégories: les cancers héréditaires et les
cancers sporadiques, qui représentent, respectivement, 5 a 10% et 80 a 90% de 1’ensemble des

cancers colorectaux.

3-1- Cancers colorectaux héréditaires

Les principaux syndromes de prédisposition au CCR sont : la polypose adénomateuse
familiale (PAF) ou FAP « Familial Adenomatous Polyposis » et le syndrome de Lynch ou

syndrome HNPCC « Hereditary Non Polyposis Colorectal Cancer »:
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La polypose adénomateuse familiale (OMIM#175100) est une affection génétique rare

a- La polypose adénomateuse familiale

qui se transmet selon le mode autosomique dominant (Gardner, 1951; lida et al, 1988). Son
incidence est estimée a 1/8 000 a 1/14 000 naissances (Jasperson et al, 2010). Elle représente
prés de 1% des CCR et se caractérise par I’apparition, surtout aprées la puberté, de multiples
polypes adénomateux qui se développent le plus souvent dans la partie distale du célon. Chez
les patients non traités, ces polypes peuvent évoluer en CCR vers 1’age de 40 ans (Jarvinate,
1985).

L’altération génétique responsable de la PAF est une mutation qui survient dans le
géne suppresseur de la tumeur APC « Adenomatous Polyposis Coli»  situé sur le
chromosome 5 (Groden et al, 1991; Nagase et al, 1992) . Le nombre de mutations différentes
sur ce gene peut atteindre 300 menant toutes a lI'expression d'une forme tronquée inactive de
la protéine (Powell et al, 1992). Le role d’APC sera abordé¢ dans la partie des voies de

signalisation (5-2).

b- Le syndrome de Lynch

Le syndrome HNPCC (OMIM#120435) représente la forme la plus fréquente de CCR
héréditaire et participe pour environ 5% de 1’ensemble des CCR avec une incidence estimeée a
1/5 000 naissances (Hampel et al, 2008; Jasperson et al, 2010). Le HNPCC représente la
forme non polyposique de CCR, c’est une maladie génétique a transmission autosomique
dominante (Lynch et al, 1991; Lynch & Lynch, 1979). La pathogenése de ce cancer est
caractérisée par la présence des mutations germinales au niveau des genes impliqués dans la
réparation des mésappariements de I’ADN ou MMR « Mismatch Repair » (Fishel et al, 1993;
Manceau et al, 2011). Ces mutations conduiraient a une instabilité génétiqgue menant a de
multiples altérations de courtes séquences répétées de I’ADN, et a des mutations dans les

oncogeénes qui accélérent la cancérogenese.

En outre, il existe d’autres syndromes de prédisposition héréditaire au CCR qui sont
moins fréquents comme le syndrome de Li-Fraumeni, le syndrome de Peutz- Jeghers (SPJ), le
syndrome de Turcot, la polypose juvénil familiale (PJF), la polypose adénomateuse associée
aux mutations de MUTYH (PAM) et le syndrome de Cowden (SC) (Lynch & Lynch, 1998;
Weitz et al, 2005).
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Par opposition aux formes familiales, on définit les formes sporadiques qui

3-2- Cancers colorectaux sporadiques

représentent la majorité des CCR (soit 85% des cas). Cette catégorie de cancer est représentée
par tous les CCR isolés pour lesquels il n’existe pas d’histoire familiale. Ils sont caractérisés
par une apparition nettement plus tardive et sont peu fréquentes avant 50ans avec une
augmentation sensible aprés 60ans (Weitz et al, 2005). Méme si les cancers sporadiques
représentent la plus grande proportion de tous les CCR, leur cause est beaucoup moins bien
définie que celle des cancers familiaux. Ces formes sporadiques sont liées a une
prédisposition génétique couplée & des facteurs environnementaux. Une description plus
détaillée des génes de susceptibilité du cancer colorectal sporadique sera discutée dans la

section 5 (Génétique des cancers colorectaux).

4- Etiologie du cancer colorectal
Le cancer colorectal n’est pas attribuable a une cause unique, mais certains facteurs

connus pourraient augmenter le risque qu’une personne en soit atteinte:

4-1- Facteurs environnementaux

La responsabilité de 1’environnement dans le développement des CCR est maintenant
un fait établi. Les facteurs considérés comme les plus importants sont : les criteres diététiques,

I'obésité, I'alcoolisme, et le tabagisme.

4-1-1- Facteurs alimentaires

Il est aujourd’hui incontestable que 1’alimentation joue un rdle dans ’apparition et
I’évolution du CCR. De nombreux travaux ont suggéré que les régimes alimentaires riches en
protéines animales (graisses et viandes), en acides gras saturés et pauvres en fibres végétales
favoriseraient le CCR (Bingham et al, 2002; Fung et al, 2003). Ce type d’alimentation
augmenterait la concentration intra colique en stérols et en acides biliaires secondaires qui
stimuleraient la prolifération de 1’épithélium colique. D’autres études ont montré que les
sucres étaient un facteur de risque important de CCR (Bostick et al, 1994).

Inversement, la consommation de légumes verts, de fibres alimentaires, de fruits crus
(qui possédent des agents anticancéreux : glucosinolates et flavonides) ou de poissons serait
associée a une diminution du risque de CCR (Miller et al, 2010). De méme, les aliments
riches en calcium, en vitamines (Vitamines A, C, D, E) et en folates ont un effet protecteur
(Bonithon-Kopp et al, 2000).
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De nombreuses études ont mis 1’accent sur I’association entre le tabagisme et

4-1-2- Tabagisme et alcool

I’augmentation du risque de tous les cancers dont le CCR (Giovannucci & Martinez, 1996).

Le tabac augmente le risque de formation d’adénomes. L’effet du tabac serait limité a
la phase de genése de I’adénome avec une relation dose-effet, les sujets ayant fumé plus de 40
paquets/année auront un risque multiplié par 4 par rapport aux non-fumeurs (Cross et al,
2014; Liang et al, 2009).

Par ailleurs, différentes études suggérent que la consommation d’au moins 80 gramme
d'alcool par semaine augmente le risque de développement des adénomes et favorise
I’augmentation de leur taille (Fedirko et al, 2011).

4-1-3- Syndrome métabolique

L’obésité et le taux de cholestérol sont incriminés dans une étude canadienne comme
facteurs de risque du CCR (Goy et al, 2008). Les patients souffrant de diabete ont un risque
trois fois supérieur a la population générale de développer un CCR. En revanche, I’activité
physique a montré un effet protecteur dans la survenue du CCR (Boutron-Ruault et al, 2001;
Colditz et al, 1997).

4-2- Antécédents personnels

Les personnes présentant un adénome villeux ou de plus de 1 cm de diameétre ont un
risque de développer un CCR multiplié par 3,6 et par 6,6 si les adénomes sont multiples
(Durand G, 1992; Hall et al, 1996). Ce risque est également plus élevé pour les personnes
souffrant d’une maladie inflammatoire chronique de I’intestin telle que : La pancolite, la
maladie de Crohn ou la rectocolite ulcéro-hémorragique (Bernstein & Rogers, 1996; Ekbom
et al, 1990; Gillen et al, 1994; Palli et al, 2000).

Les femmes ayant un cancer de l'ovaire ou du col de l'utérus ont un risque de
développer le CCR un peu plus élevé que celles de la population générale. Chez les femmes
atteintes d’un cancer du sein diagnostiqué avant 1’age de 45 ans et évoluant depuis au moins

10 ans, le risque de CCR est multiplié par deux (Schoen et al, 1994).

4-3- Facteurs héréditaires et génétiques

En plus des facteurs environnementaux influengant le risque de survenue d’un CCR,
des facteurs génétiques peuvent également étre a 1’origine de 1’émergence de ce type de

cancer, autant dans les cancers colorectaux héréditaires que dans les formes sporadiques.

( )
1 2 )



Revue bibliographique ’

Ainsi, le cancer colique peut survenir dans un contexte d'agrégation familiale, évoquant le
role d'un facteur génétique. En effet, les sujets ayant un ou plusieurs parents du premier degré
(péres, meres, fréres, sceurs, enfants) atteints d'un CCR ont un risque d'étre atteint de ce
cancer plus élevé que ceux de la population générale (Carstensen et al, 1996). En fait, les deux
affections héréditaires, précédemment décrites, la PAF et le HNPCC prédisposent fortement
au risque du CCR. Par ailleurs, plusieurs polymorphismes génétiques ont été associés a un

risque individuel accru de CCR et pourraient expliquer les importantes variations d’incidence.

5- Génétique des cancers colorectaux

L’étude des formes héréditaires de cancers du cblon a permis de mieux comprendre les
mécanismes responsables du développement des CCR sporadiques. Il est maintenant reconnu
que les CCR sporadiques progressent par étape depuis une hyperprolifération du tissu
épithélial jusqu’a la formation d’un adénome invasif. Cette évolution est connue sous le nom
de séquence «adénome-carcinome ». En effet, la bonne connaissance de 1’évolution
phénotypique des CCR a conduit Vogelstein et Fearon a proposer, pour la premiére fois en
1990, un modele génétique de développement des CCR (Fearon & Vogelstein, 1990) (Figure
05). Ce modele identifie les différents genes dont les altérations se succedent et s’accumulent

dans un ordre chronologique déterminé en utilisant différentes voies de signalisation.

Hyperméthylation d’ADN DCC SMADA" )
APC” KRAS' . TGRRRI . — — P53 > ))
- ;‘ e =W == : S =
g g sl - #

Muqueuse Adénome Adénome Adénome

normale précoce intermédiaire tardif Carcinome

Figure 05 : Modéle génétique de la cancérogénese colorectale selon Fearon et Vogelstein

A partir de I’épithélium vont se former des foyers de cryptes aberrantes. Certaines d’entre elles évolueront vers des
adénomes et enfin des carcinomes. Le passage vers chaque stade est associé a des modifications génétiques.

5-1- Les mécanismes moléculaires de la cancérogénése colorectale

Les récents progres de la biologie moléculaire ont permis d’identifier les différentes
altérations et mécanismes moléculaires a I’origine de la cancérogénése colorectale. Les deux
mécanismes moléculaires fondamentaux sont: L’instabilit¢ chromosomique (CIN)
« Chromosomal instability » et 1’instabilit¢ génétique (MSI) « Microsatellite instability »
(Lengauer et al, 1998). Plus recemment, un troisieme mecanisme d’instabilité a été identifié :

I’hyperméthylation. Dans de nombreux cas ce sont d'autres genes qui determinent la
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sensibilité au CCR. Ces génes dits de prédisposition mineure sont des géenes de faible

pénétrance.

5-1-1- Les différents types d’instabilité génétique
5-1-1-1- Instabilité microsatellitaire

En raison de la structure répétée des microsatellites, ceux-ci sont particulierement
disposés a des erreurs de réplication qui sont normalement réparées par le systeme de
réparation des mésappariements de I'ADN (MMR). Ce systéeme sera détaillé ultérieurement.
La perte de l'une des fonctions des protéines du systeme MMR est responsable d'une
déficience de la réparation conduisant a lI'accumulation de mutations secondaires au niveau
des séquences microsatellitaires, ce qui entraine une instabilité génétique (Grady, 2004;
Lamoril et al, 2006; Lengauer et al, 1998) . Les génes mutés sont impliqués dans le systeme
MMR ; il s’agit les génes MLH1 « MutL Homologl », MSH2 « MutS Homolog 2 », MSH6
«MutS Homolog 6» PMS1 «Postmeiotic Segregation 1» etPMS2 « Postmeiotic
Segregation 2 » (Kinzler & Vogelstein, 1996; Laurent-Puig et al, 2010; Papadopoulos et al,
1994). Ces enzymes ont une grande importance dans le maintien du patrimoine génétique de
la cellule épithéliale et par conséquent, dans le maintien de 1’intégrité de 1’épithélium colique.
En effet, en cas de dommages a I’ADN, ces enzymes de réparation mutées ne peuvent assurer
leur fonction de correction et les cellules deviennent alors capables d’acquérir des
modifications génétiques supplémentaires qui les conduiront dans un processus irréversible et
accéléré de cancérogenése. Cette instabilité microsatellitaire confere aux cellules tumorales un
phénotype dit MSI+ ou, anciennement, RER+ « Replication Error ». Ce mécanisme est
présent dans 15 % des CCR sporadiques et dans le cas de syndrome de Lynch (Laurent-Puig
et al, 2010).

5-1-1-2- Instabilité chromosomique

Ce mécanisme est caractérisé par des pertes récurrentes de certains segments
chromosomiques traduisant ainsi la perte allélique ou la perte d’hétérozygotie (LOH) « Loss
of Heterozygosity ». Les fragments chromosomiques les plus fréguemment perdus sont le bras
court du chromosome 17 et le bras long des chromosomes 5 et 18. Des genes impliqués dans
le processus tumoral ont été identifiés sur ces fragments chromosomiques. Il s’agit
essentiellement de génes supresseurs de tumeur : le géene APC sur le chromosome 5, le
gene Tp53 « Tumor protein 53 »sur le chromosome 17 et le gene DCC « Deleted in

Colorectal Carcinoma » sur le chromosome 18 (Kern et al, 1989; Vogelstein et al, 1988).
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Ce sont des genes clés qui sont impliqués dans le contrdle de la croissance cellulaire, la
différenciation cellulaire et 1’apoptose. L’instabilit¢ chromosomique intervient précocement
dans la formation de la tumeur et en accélére la progression. Ce mécanisme est décelé dans la
grande majorité des cas de CCR (PAF et 80% des cancers sporadiques). Dans ce type de
cancer, les cellules tumorales présentent un contenu anormal en ADN (aneuploidie) avec un

phénotype CIN.

5-1-1-3- Instabilité épigénétique « Hyperméthylation »

La métylation est I’ajout d’un groupement méthyl sur une base cytosine de I’ADN.
C’est un phénomeéne de régulation transcriptionnelle importante dans la cellule. Plus
récemment, des anomalies de la méthylation de I’ADN ont été mises en évidence dans les
tumeurs colorectales (Issa, 2004). La caractéristique principale associée a ce groupe de CCR
est ’hyperméthylation de la région promotrice de nombreux genes. Ce déreglement touche les
cytosines des ilots CpG des régions régulatrices des génes et entraine leur inactivation
transcriptionnelle aboutissant ainsi a 1’abolition de leur expression. Dans le CCR, plusieurs
génes suppresseurs de tumeurs peuvent étre inactivés a travers ce phénomene. Les tumeurs
appartenant a ce groupe ont un phénotype appelé CIMP « CpG island methylator phenotype »
(Cheng et al, 2008).

5-1-2- Génes de prédisposition génétique

Les genes considérés comme ayant une implication significative dans la mise en place
du processus de cancérisation sont les oncogeénes, les anti-oncogénes, les genes du

métabolisme des xénobiotiques et les génes de réparation de I’ADN:
5-1-2-1- Oncogenes

Les oncogénes codent pour des protéines qui jouent un rdle dans la prolifération et la
survie cellulaire et leurs expression est soumise a une régulation durant le cycle cellulaire. lls
sont exprimés de facon déréglée lorsqu’ils subissent des altérations somatiques ou plus
rarement constitutionnelles. Leur mode d’action est dominant car il suffit qu’un seul des deux
alleles soit muté pour que leur action puisse s’exercer. Parmi ceux qui sont incriminés dans
les CCR, les plus étudiés d’entre eux sont les oncogenes Ras « Rat Sarcoma » (Burns et al,
1993; Shirasawa et al, 1993) et VEGFR « Vascular Endothelial Growth Factor Receptor »
(Ellis et al, 2000; Kuniyasu et al, 2000).
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Les génes suppresseurs de tumeurs au contraire des oncogenes, ont une action

5-1-2-2- Anti-oncogénes

négative sur la prolifération cellulaire. Leur mode de fonctionnement est récessif au niveau
cellulaire: c'est-a-dire que, pour que le cancer apparaisse, les deux alléles d'un méme anti-
oncogene doivent étre inactivés pour qu’il perde sa fonction inhibitrice. Les génes
suppresseurs les plus souvent incriminés dans le CCR sont le géne APC, le gene TP53 et le
gene DCC (Baker et al, 1989; Ferron et al, 2005; Hamelin et al, 1994).

5-1-2-3- Genes du métabolisme des xénobiotiques

Les xénobiotiques sont des molécules a faible poids moléculaire, étrangeéres a
I’organisme dont font partie les médicaments, les polluants de I’eau ou de I’atmosphére, les
additifs alimentaires et certains composés naturels des aliments. De nombreux xénobiotiques
sont potentiellement carcinogenes et font 1’objet d’'une métabolisation dans I’organisme au
cours de laquelle interviennent de nombreuses enzymes ; les représentants les plus importants
de cette catégorie de genes sont les genes de la famille des GST « Glutathion-S
Transférases », les génes de la famille des CYP codants pour les CYP450 « Cytochromes
P450 », le géne MDR1 « Multi Drug Resistance », le gene TS « Thymidylate Synthase », le
gene DPYD «dihydropyrimidine dehydrogenase » et le géne UGTAl «UDP
glucuronosyltransferase 1 family ». Plusieurs polymorphismes de ces génes ont été largement
étudiés par rapport a leur fonction dans la détoxification des xénobiotiques et leurs
implications possibles dans la susceptibilité génétique a développer plusieurs cancers dont le
CCR (Carreras & Santi, 1995; Hartmann et al, 2001; Watson et al, 1998).

5-1-2-4- Genes de réparation de ’ADN

Les génes de réparation de I'ADN jouent un réle crucial dans la réparation de I'ADN
endommagé afin d'éviter l'activation d'oncogénes ou l'inactivation des génes suppresseurs de
tumeurs au cours de la réplication cellulaire. Selon le type de 1ésion de I’ADN, il existe
plusieurs  mécanismes de  réparation de I’ADN  chez  I’humain.  Nous
reviendrons plus en détail sur ces systemes dans le chapitre suivant.

Au cours de ces derniéres années, de nombreuses études ont mis en évidence le réle du
polymorphisme des génes de la réparation de I’ADN dans la susceptibilité individuelle au
risque de CCR. Parmi les polymorphismes les plus étudiés figurent ceux des genes de la
famille XRCC « X-ray repair complementing defective repair in Chinese hamster cells », de

la famille XP « Xeroderma Pigmentosum » et la famille ERCC « Excision repair cross
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complementation group » (Goode et al, 2002). La suite du manuscrit détaille plus les génes :
XRCC1, XRCC3, ERCC1 et ERCC2 car ils font I’objet de cette thése.

5-2- Les voies moléculaires impliquées dans la transformation maligne

La description des altérations genétiques des CCR n’a de sens que si 1’on identifie les
voies de signalisation impliquées. Dans le cas du CCR quatre voies de signalisation sont
fréquemment altérées : la voie Wingless site (Wnt), la voie Transforming Growth Factor 8
(TGF-B), la voie Ras et la voie p53.

5-2-1- La voie Wnt ou voie APC/ B caténine

La voie WNT est la voie de signalisation la plus importante dans le colon. Elle est

impliquée dans le développement de cet organe et pourrait jouer un réle primordial dans la

tumorigénése colique (Gregorieff & Clevers, 2005) (Figure 06).
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Figure 06 : Représentation schématique de la voie Wnt. Tirée de (Pino & Chung, 2010)

a)-En absence du ligand Wnt : 1a B-caténine est complexée a I’axine. APC et GSK3 phosphorylent la 3- caténine avant
qu’elle soit dégradée par le protéasome.

b)-En présence du ligand Wnt : 1a B-caténine est découplée de ce complexe et est transloquée dans le noyaux ou elle
va s’associer aux facteurs TCF-LEF pour activer la transcription génique.
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Dans la cellule normale, en 1’absence du ligand Whnt, la B-caténine est incluse dans un
complexe protéique comprenant I’axine, I’APC et les kinases GSK3-p « Glycogen Synthase
Kinase 3p ». La B-caténine est phosphorylée par la GSK3-p et elle est prise en charge par le
systéeme protéolytique ubiquitine/protéasome, ce qui empéche son accumulation dans le
cytoplasme des cellules. En revanche, ’activation des récepteurs Frizzled (Frz) par la fixation
du ligand WNT conduit a la phosphorylation de la protéine Dishevelled (Dsh) qui par son
association a I’axine, empéche la GSK3[ de phosphoryler la B-caténine et par consequent sa
dégradation par le protéasome. La P-caténine ainsi non dégradée, s’accumule dans le
cytoplasme des cellules activées. Ensuite, elle sera transloquée dans le noyau ou elle s’associe
aux facteurs de transcription TCF/LEF « T-cell factor/ Lymphoid enhancer factor » qui vont
moduler la transcription des génes cibles impliqués dans le contrble de la prolifération
cellulaire et de I’apoptose (Polakis, 1999; Robert, 2011).

Dans la cellule tumorale, indépendamment de toute activation du récepteur Frz par le
ligand WNT, c’est I’inactivation ou 1’activation des génes codant des protéines impliquées
dans le complexe phosphorylant de la B-caténine qui bloque sa dégradation. Il s’agit le plus
souvent d’une mutation inactivatrice du géne APC retrouvée dans 60% a 80% des cancers
colorectaux. La tres grande majorité de ces mutations conduit a une protéine tronquée qui
n’est plus capable de dégrader la B-caténine; ces mutations aboutissent donc a une
accumulation de B-caténine libre capable d’émettre un signal de prolifération continu
(Korinek et al, 1997). Un des génes cibles de la transcription induite par le complexe
B-caténine-TCF/LEF est I’oncogene c-MYC «cellular-Myelocytose» qui a été trouvé
surexprimé dans le CCR ou il induit une prolifération des cellules épithéliales coliques
migrant vers la surface des cryptes intestinales participant ainsi a la formation des cryptes
aberrantes, premiéres lésions pré-néoplasiques visibles sur le plan histologique (He et al,
1998). De plus, dans les cas de CCR ou APC n’est pas muté, des mutations activatrices du
géne de la B-caténine ont été fréguemment observées qui concernent toutes le domaine de

phosphorylation par la GSK3 (Samowitz et al, 1999).

5-2-2- La voie TGF-$

La voie TGF-B est impliquée dans un grand nombre de fonctions cellulaires telles que
la prolifération, la différenciation, 1’apoptose, la mobilité ou encore 1’adhésion des cellules.
Dans le coOlon, I’inactivation de la voie TGF-p constitue une étape importante de la

tumorogénese.
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Le TGF-pB et les membres de sa famille sont des facteurs de croissance dont une de
leurs fonctions essentielles est I’inhibition de la prolifération par ralentissement du cycle en
G1 (Heldin et al, 1997). Dans cette voie, le TGF-p activé se lie au récepteur TGF-f de type Il
en formant un complexe protéique avec le récepteur TGF-B de type I. Ce complexe activé
phosphoryle la protéine codée par le gene SMAD?2. Cette derniere forme un hétérodimere avec
la protéine SMAD4. Ce complexe protéique est transloqué au noyau ou il va réguler la
transcription des génes cibles dont des régulateurs majeurs du cycle cellulaire comme les CKI
« Cyclin Dependent Kinase Inhibitors » (Robert, 2011) (Figure 07).
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Figure 07 : Représentation schématique de la voie TGF-f. Adaptée de (Schiller et al, 2004)
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Cette voie de signalisation est impliquée dans les cancers colorectaux par plusieurs
mécanismes : le gene codant le récepteur TGF-BRII est retrouvée muté en cas de phénotype
MSI+ dans 60 a 90% des cas (Grady et al, 1999; Markowitz et al, 1995), les genes SMAD4 et
SMAD2 présentent des mutations inactivatrices dans 20 a 30% des CCR de type LOH+ et
prédisposent aux polyposes juvéniles (Eppert et al, 1996; Miyaki et al, 1999), enfin des
mutations touchants le géne TGF-BRI ont été décrites comme prédisposant au CCR (Houlston
et al, 2008).

5-2-3- La voie Ras

La voie Ras appartient avec la voie de la PI3K a la voie de ’EGFR « Epidermal
Growth Factor Receptor » qui est impliquée dans le contréle de 1’apoptose et la prolifération

cellulaire (Figure 08).
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Figure 08 : Représentation schématique de la voie Ras. Tirée de
(Lievre & Laurent-Puig, 2010)

Les protéines Ras (HRAS, KRAS et NRAS) font partie de la superfamille des petites
protéines G. Lorsque Ras est activée sous la forme Ras-GTP, elle entraine une cascade de
phosphorylations/activations successives de Rafl, des MEK1/2 « Mitogen-activated protein
kinase 1 et 2», puis des Erkl/2 « extracellular signal-regulated kinases 1 et 2» sont
finalement transloquées dans le noyau ou elles activent des facteurs, tels que EIk1 « Ets-like
gene 1» et c-Myc, qui régulent la transcription de génes stimulant la prolifération cellulaire ou
ayant des propriétes anti-apoptotiques, comme bcl-2 (B-cell CLL/lymphoma 2). D’autre part,
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Erk1/2 phosphoryle également c-Jun qui active le facteur de transcription AP1 « Activating
protein 1 ». Ce dernier stimule 1’expression de génes contrdlant le cycle cellulaire, comme la
cycline D1 connue pour promouvoir la division cellulaire, ainsi que celle des genes de
métalloprotéinases, notamment la MMP-7 « Matrix metalloprotein 7 », qui sont des facteurs
favorisant 1’angiogenése. Par ailleurs, RAS peut interagir directement avec la
phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) et active ainsi la voie anti-apoptotique de Akt qui
favorise la survie cellulaire (Downward, 1996; Lacave et al, 2005; Robert, 2011).

Dans les tumeurs, lorsqu’une mutation intervient dans les géenes RAS, les protéines
GAP « GTPase activating protein » ne peuvent plus hydrolyser la forme GTP « Guanosine
triphosphate » en GDP « Guanosine diphosphate » ce qui donne une forme RAS-GTP activée
de maniére constitutive. Cette forme induit une dérégulation de la prolifération cellulaire et de
I’apoptose, qui peut aboutir a la transformation tumorale, et favoriser 1’invasion cellulaire et
la formation de métastases.

Les mutations du gene KRAS sont parmi les altérations les plus précoces au cours de
la carcinogenése colorectale et ils sont observés dans environ 40 % des tumeurs
essentiellement dans le phénotype LOH+ (Andreyev et al, 2001; Bos, 1988). Récemment, une
protéine appartenant a la cascade RAS a été montrée activée par des mutations ponctuelles, il
s’agit d’une sérine-thréonine-kinase codée par le gene BRAF2. Ces mutations ponctuelles ont
été décrites dans environ 20% des CCR et elles surviennent significativement plus
fréquemment dans les CCR de phénotype MSI+ que dans les cancers LOH+ (31 % versus
7%) (Davies et al, 2002; Roberts & Der, 2007).

5-2-4- La voie p53

Le gene suppresseur de tumeurs Tp53 est le siege fréquent de délétions
chromosomiques dans les CCR. Ces altérations surviennent dans 60 a 80 % des CCR de type
LOH (Baker et al, 1989; lacopetta, 2003).

La protéine p53 assure dans la cellule un role fondamental de protection. C’est un
facteur de transcription qui intervient de maniére complexe dans la régulation du cycle
cellulaire et de I’apoptose. En réponse a de nombreux stress, tels que les 1ésions a I’ADN, les
défauts de métabolisme cellulaire ou de division, la protéine p53 bloque les cellules en phase
G1 (G1-S checkpoint) par I’activation de protéines inhibitrices de transcription telle que la
p21. Cet arrét permet la réparation de I’ADN avant la phase S (Slee et al, 2004).Toutefois, si

les altérations sont trop importantes pour étre réparées, la p53 induit I’apoptose en stimulant
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I’expression des génes pro-apoptotiques comme le géne BAX (Bcl-2 associated X protein)
(Robert, 2011) (Figure 09).
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Figure 09 : Représentation schématique de la voie P53

Alors la perte de fonction de p53 conduit a une instabilité génomique, a une
dérégulation du cycle cellulaire et a 1’inhibition de 1’apoptose et donc joue un role tres
important dans le processus de cancérisation (Rodrigues et al, 1990). Plusieurs études ont
montré que les mutations de ce géne suppresseur de tumeur interviennent tardivement dans la
cancérogenese colique et semblent étre nécessaires a la transition de 1’adénome vers le

carcinome (Clarke et al, 1995; Donehower et al, 1992; Jacks et al, 1994).
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Reéparation de
I’ADN et cancérogenese

La survenue de lésions génotoxiques ou de structures instables dans I’ADN sont des
évenements relativement fréquents dans la vie d’une cellule. Ces altérations vont conduire au
déréglement, voire a I’inactivation des systémes qui permettent en temps normal le contrdle
de la division cellulaire. La cellule devient alors capable de proliférer de maniere anarchique
pour conduire a la formation d’une tumeur. En réponse a ces lésions, la cellule active un
ensemble de systémes de réparation qui permettent aux étres vivants de maintenir en partie
I’intégrit¢ de leur génome et empécher ainsi la cellule d’enclencher les étapes de la
canceérisation. Pour chaque voie de réparation, un grand nombre de protéines interviennent
successivement ou simultanément pour reconnaitre et réparer la lésion. Ainsi, des variations
d’activité ou d’expression de ces protéines, liées ou non a des polymorphismes génétiques,
auront pour effet d’accroitre le risque de cancer. Ce chapitre s’intéressera en premier aux
lésions qui peuvent affecter la structure de la molécule d’ADN et les différents processus de

réparation de celui ci puis abordera les génes explorés dans cette étude.

1- Dommages de I’ADN

L’intégrité de la structure de I’ADN est constamment menacée par des dommages
génotoxiques. Une lésion ou un dommage de I'ADN correspond a une modification chimique
de I'ADN susceptible de perturber le bon fonctionnement de la cellule. En effet, différents
types de lésions peuvent étre retrouvés sur la structure de la molécule d’ADN et les

principales d’entre elles sont :

a- Les mésappariements de bases

Il arrive que les bases puriques ou pyrimidiques soient mal incorporées au moment de
la réplication. Une adénine (A) peut alors étre associée a une cytosine (C) ou une thymine (T)
a une guanine (G) (Lewin & Sanlaville, 1998).

33

—
| —



Revue bibliographique ’

b- La dépurination / Dépyrimidation

A pH acide, la liaison N-Glycosidique qui relie une base et un sucre peut se rompre.
Une base est alors manquante, le site vacant est dit site « AP », site apurique ou apyrimidique
(Cooper & Francois, 1999).

c- La désamination

Les désaminations correspondent a une perte de groupement amine (NH>) sur une base
C, A ou G. Les désaminations sont dues a des excés de chaleur endogéne ou exogéne.
L’adénine est transformée en hypoxanthine, la 5-methylcytosine en thymine, la guanine en

xanthine et la cytosine en uracile (Cooper & Francois, 1999) (Figure 10).

Cytosine Uracile
4H ]
| i
TJ/’ x"-lr"l Dézamination "‘l ~ c-lT
—).
Gf;’f'f’(\\th’L H D{‘{; ‘__\quC'II

Figure 10 : Exemple d’une désamination d’une cytosine en uracile.

d- Les réactions d'addition de molécules exogénes

Les réactions d’addition de molécules exogenes sont des 1ésions dues a des mutageénes
chimiques exogenes qui peuvent conduire & des distorsions et cassures de I’ADN. Parmi les
agents incriminés on trouve notamment, les aflatoxines, les benzanthracenes, les agents

alkylants, les agents intercalants et le cis-platine (Robert, 2011).

e- Les erreurs de méthylation

La méthylation de ’ADN est une modification de 1'une des quatre bases azotées (la
cytosine le plus souvent) de I'ADN. Cette modification consiste en I'ajout d'un groupement
methyle (-CH3) a la place d'un atome d'hydrogéne. Ceci est un phénomeéne épigénétique
normal et indispensable au bon fonctionnement cellulaire. Cependant une erreur de
méthylation, également appelée « méthylation adduit », peut entrainer une distorsion de la
double hélice voire une cassure de I'ADN. Des erreurs de méthylation se réalisent souvent au
niveau des ilots CpG et participent ainsi a la régulation de I’expression du geéne (Lewin &

Sanlaville, 1998; Lodish et al, 1997).
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f- La formation de liaisons covalentes (formation de dimeres de pyrimidines)

La formation de diméres de pyrimidines (par exemple thymine-thymine ou thymine-
cytosine) correspond a la génération de liaisons covalentes entre deux bases pyrimidiques
adjacentes suite a une exposition a des agents mutagenes type UV « Ultra violet ». Ces
diméres de pyrimidines créent des distorsions de 1’hélice d’ADN qui peuvent étre fixées par
I’action des UV et qui perturbent les mécanismes de transcription (Cooper & Francgois, 1999)
(Figure 11).

(a) (b)
Rayons UV

3’
) — Dimere
@_/ 5 . g /Q\ ll'ﬂ’l}'mme
P >
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Bases Thymine Liaison _ 4 . S
covalente /O

Figure 11 : Dimere de pyrimidines formé sous I’action des rayons UV.

(a) Formation du dimere de thymines

(b) ADN déformé par la dimérisation de thymines

g- Les lésions oxydatives

Les especes réactives oxygénées (O,, H.O, et OH), qui peuvent étre exogénes ou
endogénes, sont susceptibles de provoquer des oxydations de bases. L’oxydation de la
guanine conduit a la formation d'un super oxydant tres réactif, rarement a I'état libre. Ces

altérations participent au vieillissement cellulaire (Cooper & Francois, 1999).

Deux types d’agents sont susceptibles de provoquer des 1ésions sur I’ADN, les agents
exogenes et les agents endogénes. La nature des 1ésions est dépendante de la nature de 1’agent
incriminé. De maniére générale les agents endogénes entrainent des mésappariements de
bases ou des changements de séquence si la réparation est incorrecte. Les lésions provoquées
par des agents exogenes peuvent également étre retrouvees sous la forme de mésappariement
de bases mais on les retrouve aussi sous la forme de perte de matériel génétique, liaison
covalente, addition de molécules exogénes, lésions oxydatives, coupures, cassures,

désaminations ou encore pontages covalents (Lacave et al, 2005).
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Toutes ces modifications sont fort heureusement prises en charge plus ou moins
rapidement par des systemes de réparation dont est dotée la cellule afin de prévenir leur

fixation définitive pouvant générer des dysfonctionnements importants de la cellule.

2- Les mécanismes de réparation de ’ADN

Un ensemble de mécanismes de réparation complexes permet a la cellule de détecter et
réparer les dommages afin de sauvegarder l'intégrité de son génome et d’assurer sa
survie. Chez I’humain, il existe cinqg mécanismes majeurs de réparation de I’ADN : la
réparation par excision de base « Base Excision Repair: BER », la réparation par excision de
nucléotide « Nucleotid Excision Repair: NER », la réparation des mésappariements (MMR),
la réparation des cassures double brin « Double Strand Break Repair: DSBR » et la
réparation des agents pontant I’ADN « Cross-Link Repair: CLR ».

2-1- Systeme de réparation des cassures double-brin de ’ADN

Les cassures double-brin de I’ADN sont la principale lésion létale induite par les
rayonnements ionisants. Deux voies de réparation de I’ ADN distinctes sont responsables de la
correction de ces lésions: la réparation par recombinaison homologue « Homologous
Recombination Repair: HRR » et la réparation par ligature d'extrémités d'ADN non
homologues « Non-Homologous End-Joining : NHEJ ». Au cours de la réparation par
recombinaison, la détection des cassures se fait grace aux protéines ATM « Ataxia

Telangiectasia Mutated » et ATR « Ataxia Telangiectasia Related ».

a- La réparation par recombinaison homologue

Cette voie de recombinaison consiste a utiliser la séquence homologue sur le
chromosome non endommagé comme modele pour la synthése du nouveau brin. Elle
implique le recrutement du complexe MRN constitué des trois molécules Mrell « Meiotic
recombination 11 », Rad50 et Nbsl au niveau des extrémités de la cassure (Cromie et al,
2001). La phosphorylation de ce complexe par ATM stimule son activité 5’-3’exonucleasique
et permet la formation de deux extrémités simple brin 3’ qui seront protégées par la protéine
de réplication RPA « Réplicative Protein A ». La RPA facilite aussi I’assemblage d’une série
de protéines, Rad51, Rad52, Rad54, XRCC2 et XRCC3 qui vont permettre la digestion
partielle des deux extrémités 5’ de la cassure afin de générer deux extrémités 3° (Shiloh,
2003). Par son activité recombinase, Rad51 a la propriété d’échanger un brin d’ADN simple
contre une séquence homologue située sur un ADN double brin. Le positionnement correct

des 2 chromatides sceurs fait intervenir des cohésines et Rad54, et génére une structure
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matrice pour la réparation du brin endommagé. Cette étape fait intervenir plusieurs enzymes :
une ADN polymérase qui est chargée de synthétiser le brin complémentaire, une ligase pour
souder la liaison phosphodiester et des résolvases (qui sont des nucléases) pour séparer les
deux ADN double brin homologues (Aravind et al, 2000; Moussard & Mougin, 2005) (Figure
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Figure 12 : Représentation schématique du systeme de réparation DSBR.
Tirée de (Pourquier, 2006)
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intermédiaire appelée « Jonction de Holliday » (Fu et al, 1994). Apres identification de la

séquence homologue, la copie intacte située sur I’ADN double brin est utilisée comme
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b- La réparation par recombinaison non homologue

Ce mecanisme ; majoritaire chez 1’homme ; consiste, aprés reconnaissance de la
Iésion, a rabouter les extrémités double brin de I’ADN générées par la cassure. Un complexe
protéique se lie a la molécule d’ADN au niveau de ces extrémités, ce qui permet de maintenir
la cohésion entre les deux brins qui doivent étre joints. Ce complexe est constitué de I’ADN-
protéine kinase ou DNA-PK comprenant une sous-unité catalytiqgue (DNA-PKcs) appartenant
a la méme famille de sérine/thréonine kinase qu’ATM et ATR et les molécules Ku80 et Ku70,
auquel vient se fixer le facteur Artemis (Jeggo, 1998). Le facteur Artemis est phosphorylé par
la DNA-PKCcs, ce qui active son activité 3’et 5” exonucléasique nécessaire a la préparation des
extrémités d’ADN avant ligation par le complexe XRCC4-ligase IV qui est chargé de
restaurer la continuité de la double hélice (Haber, 2000; Iliakis, 2009). Cette voie est plus
rapide mais génére des erreurs d’insertion ou de délétion de quelques bases qui rendent la

ligature d’extrémités non homologues trés mutagene (Figure 12).

2-2- Systéme de réparation des mésappariements de ’ADN

La présence de bases mal appariées provient le plus souvent d’erreurs d’incorporation
par les ADN polymérases réplicatives. Une partie de ces erreurs est corrigée par I’activité de
relecture 3°-5” des polymérases, le reste est pris en charge par le systtme MMR.

Au cours de cette réparation, la reconnaissance des mésappariements est assurée par le
complexe MSH2 et MSH6 et le complexe MSH2 et MSH3. Ces complexes recrutent les
protéines MLH1 et PMS2 afin de dégrader et resynthétiser la région mésappariée en formant
un tétramere avec les précédentes (Gradia et al, 1999) . Le complexe glisse en s’¢loignant du
mésappariement, puis procede a I’hydrolyse du brin présentant 1’erreur tandis que ’autre brin
est protégé de I’attaque des exonucléases par la protéine RPA (Lahue et al, 1989; Stojic et al,
2004). Une nouvelle synthése de I’ADN est réalisée par une ADN polymérase et la continuité

du brin est restaurée par une ligase (Figure 13).
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Figure 13 : Représentation schématique du systeme de réparation « MMR » chez I’homme.
Tirée de (Pourquier, 2006)

2-3- Systeme de réparation par excision de nucléotides

La voie de réparation par excision de nucléotides « NER » est le principal mécanisme

de suppression des adduits volumineux de I'ADN, et est donc un élément important de la

défense cellulaire contre une grande variété de Iésions (Benhamou & Sarasin, 2005; Duell et

al, 2000). I existe deux voies du NER selon que la Iésion se trouve dans I’ADN non transcrit

GG-NER « Global Genome-NER » ou celui réparant les lésions bloquant la transcription,
I’ADN transcrit TC-NER « Transcription-Coupled-NER » (Friedberg, 2003) (Figure 14).
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Transcripton-Coupled Repair (TCR)

Figure 14 : Représentation schématique du systeme de réparation NER.
Tirée de (Fassihi, 2013).

Ces voies ne different que par le mode de détection de la lésion : par le complexe
formé par XPC et hHR23B « Rad23 homolog B » dans le cas du GG-NER et par le blocage de
la machinerie de transcription dans le cas du TC-NER (Sugasawa, 2006). Pour le TC-NER,

les molécules CSA et CSB « Cockayne Syndrome group A et B » qui sont des sous-unités du

facteur de transcription TFIIH « Transcription Factor Il H» participent a la détection du

dommage (Bohr et al, 1985; Mellon et al, 1987). Une fois détectée, la lésion est rendue

accessible pour les autres protéines de la réparation par maintien de 1’ouverture de la double

hélice grace aux deux hélicases XPB et XPD du complexe TFIIH. Les nucléases XPG et le

—
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complexe formé par XPF et ERCCL effectuent alors I’excision d’une partic du brin
endommagé puis I’ADN polymérase procede a une nouvelle synthése de brin et la ligature est
assurée par I’ADN ligase. L’antigéne nucléaire PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen)
aide 'ADN polymérase dans la réplication du brin endommagé et la protéine RPA
(Replication Protein A) recouvre les simples brins et protege l'autre brin d'ADN contre la
dégradation pendant le NER (Hoeijmakers, 2009; Pourquier, 2006).

2-4- Systeme de réparation par excision de base

La réparation par excision de base « BER » est un processus multienzymatique de
réparation qui prend en charge les modifications de bases comme la méthylation, 1’oxydation,
la réduction ou I’endommagement de bases par les radiations ionisantes et le métabolisme
oxydatif normal de la cellule (Seeberg et al, 1995; Yu et al, 1999).

Généralement, les bases modifiées de I’ADN sont excisées a 1’aide des glycosylases
spécialisées, qui produisent des sites AP. Ces sites AP sont des substrats pour les AP
endonucléases 1 (APE1) qui hydrolysent la liaison phosphodiester et générent ainsi une
coupure simple brin. Les protéines XRCC1 et PARP1 « Poly ADP ribose Polymérase 1 »
interviennent alors et recrutent une protéine PNK « Polynucléotide kinase » qui phosphoryle
I’extrémité 5'OH et déphosphoryle 1’extrémité 3'P au niveau de la coupure.

Le BER comprend 2 voies de réparation: le Short Patch Repair et le Long Patch
Repair. Chez les mammiferes le Short Patch Repair est dominant. Dans cette voie, la DNA
polymérase Béta (Pol B) remplace la base excisée et élimine le résidu terminal du pentose
abasique grace a son activité lyase. Ensuite, le complexe XRCC1-Ligase Ill joint la base
nouvellement remplacée et le reste du brin d’ADN. Le Long Patch Repair nécessite la
coopération des polymérases Pol B et Pol 6, et le facteur nucléaire PCNA « Proliferating Cell
Nuclear Antigen » pour la synthése réparatrice d’un patch de 2 a 10 bases, en utilisant le brin
complémentaire non endommagé comme matrice, ce qui provoque un chevauchement (flap)
qui devra étre éliminé par FEN1 « Flap Endonuclease 1 ». Enfin, une ligase | doit restaurer la
continuit¢é de I’ADN (Lindahl & Wood, 1999; Robertson et al, 2009; Spirio et al, 1993)
(Figure 15).
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Figure 15 : Représentation schématique du systeme de réparation BER.
Tirée de (Pourquier, 2006)

2-5- Systéme de réparation des agents pontant ’ADN

Cette réparation est activée par de nombreuses drogues en chimiothérapie qui générent
des liaisons covalentes entre les 2 brins de ’ADN. Ces liaisons entrainent 1’apparition de
Iésions double brin lors de la réplication, par rupture des fourches de réplication ou attaque
par les nucléases (Noll et al, 2006). En fait, deux voies paralleles sont impliquées dans le
CLR (Muniandy et al, 2010) (Figure 16):
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Figure 16 : Représentation schématique du systeme de réparation CLR.
Tirée de (Wu et al, 2005)

a- Lavoie de réparation non mutagene
Lorsqu’une fourche de réplication, bloquée par une liaison pontant I’ADN, se brise,
elle génére une Iésion double brin. Le complexe nucléase XPF-ERCCL, aidé par RPA, digére
alors le duplexe de 3’ en 5’ en aval de la Iésion en regard du brin direct, permettant la
conversion d’une lésion pontante en une Iésion n’affectant qu’un simple brin. Cette liaison
pontante est ensuite éliminée par le NER et la structure d’ADN intermédiaire est réparée par

recombinaison homologue (Dronkert & Kanaar, 2001; Noll et al, 2006).

b- La voie de réparation mutagéne
Le NER incise I’ADN en 5’ de la liaison pontante sur I'un ou I’autre des 2 brins
d’ADN pour générer un gap de 26 nucléotides. Une polymérase reprend la synthése de I’ADN
en regard de la Iésion et au-dela, ce qui génére une structure intermédiaire d’ADN a 3 brins.
Cette structure constitue un substrat pour les endonucléases qui participent a 1’excision de la
Iésion. Des ligases rétablissent la continuité de I’ADN réparé (Dronkert & Kanaar, 2001; Noll
et al, 2006).
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De nombreux polymorphismes génétiques importants pouvant donner lieu a des
défauts de réparation de I’ADN ont été identifiés. Ces altérations peuvent étre a 1’origine d’un
risque plus élevé de développer différents types de cancers (Brennan, 2002). Partant de ce
principe, plusieurs études ont tenté de mettre en évidence un lien entre la survenue d’un CCR
sporadique et des polymorphismes de génes impliqués dans les différents mécanismes
réparation. Parmi ces polymorphismes, ceux caractérisant les genes XRCC3, XRCC1, ERCC1
et ERCC2 ont été particuliérement étudiés de part I’importance de leurs fonctions respectives.
Dans cette étude nous allons nous intéresser a 1’exploration d’une éventuelle relation
d’association pouvant exister entre les polymorphismes : le SNP ¢.1196G>A du géne XRCC1
(rs25487), le SNP ¢.722C>T du gene XRCC3 (rs861539), le SNP ¢.354C>T du gene ERCC1
(rs11615) et le SNP c.2251A >C du gene ERCC2 (rs13181) et le risque de CCR sur un
échantillon de la population Ouest Algérienne, sachant que ces variants n’ont jamais été
étudiés auparavant dans notre contexte. A cet effet, la description de ces différents genes est
indispensable.

3- Géne XRCC1
3-1- La structure du gene

Le gene XRCC1 humain (MIM#194360) est localisé sur le bras long du chromosome
19 en 19q13.2 (Thompson & West, 2000); il s’étend sur 33Kb et est composé de 17 exons
(Lamerdin et al, 1995; Mohrenweiser et al, 1989). Il a été identifié en raison de sa capacité a
restaurer l'activité de réparation de I'ADN dans une lignée cellulaire mutante provenant de
l'ovaire d’hamster (Siciliano et al, 1987; Thompson et al, 1990). Le géne XRCC1 est transcrit
en un ARN messager (ARNm) de 2102pb.

3-2- La protéine XRCC1

XRCCI1 est une protéine dépourvue d’activité enzymatique dont la séquence est
fortement conservée au cours de 1’évolution. Chez I’homme , XRCC1 est un polypeptide de
70 kilodalton (kDa) comprenant 633 acides aminés qui est impliqué dans la réparation
efficace des cassures simple brin formées par I'exposition aux rayonnements ionisants et les
agents alkylants. Elle joue également un role dans la réparation de I’ADN pendant la méiose
et la recombinaison dans les cellules germinales. Cette protéine comporte différents domaines
structuraux et fonctionnels qui lui permettent d’organiser les différentes étapes du BER par

recrutement et stimulation de différents facteurs de réparation (Figure 17) :
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Figure 17 : Représentation schématique des domaines de la protéine XRCC1.
Tirée de (Sterpone & Cozzi, 2010)

NTD : domaine N-terminal ; NLS : signal de localisation nucléique; BRCTI et Il : Breast Cancer Susceptibility
protein homology C terminus | et II.

» Le domaine N-terminal
Ce domaine s’étend entre les acides aminés 1 a 183 et assure ’interaction avec de

nombreux partenaires des voies de réparation de I’ADN, tels que I’ADN polymérase [3

(Masson et al, 1998; Yoshiko et al, 1996).

» Le domaine NLS
Le domaine NLS «Nuclear Localization Signal » est localisé dans la partie N-
terminale de la protéine, entre les résidus 239 et 266. Il est responsable de la localisation
cellulaire de la protéine. Ce domaine interagit aussi avec les protéines de la machinerie de

réplication au cours de la phase S (Fan et al, 2004).

» Le domaine BRCTI (Breast cancer susceptibility protein homology C Terminus I)
Celui-ci est compris entre les résidus 314 a 403 ; c’est le domaine d’interaction de
XRCC1 avec les protéines PARP qui sont responsables de I’initiation de la réponse cellulaires

aux cassures simple brin de I’ADN (Masson et al, 1998).

» Le domaine BRCTII (Breast cancer susceptibility protein homology C Terminus I1)

Celui ci s’étend entre les acides aminés 538 et 633 et assure I’interaction entre XRCC1 et
I’ADN ligase Il1. 1l est indispensable a la réparation des cassures simple brin dans les cellules
quiescentes, mais il n’opére aucune réparation des cellules aprés traitement par un agent
alkylant ou pour la réparation des cassures au cours de la phase S du cycle cellulaire
(Caldecott, 1994).
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Ces deux domaines BRCTI et BRCTII ont une séquence généralement bien conservée
au cours de I’évolution, et ils ont une structure secondaire commune constituée d’un feuillet
de quatre brins B entouré de trois hélices a. Ce sont les domaines BRCT qui procurent a

XRCCL1 sa spécificité de fonction au sein des voies de réparation de I’ADN (Figure 18).

- 2 Q
A A

Figure 18 : Structure du domaine BRCTI de la protéine XRCC1.
Tirée de (Xiaodong Zhang, 1998).

Feuillets § (bleu), chaines a (vert).

» Le domaine intermédiaire « Linker »

Situé entre les deux domaines BRCT, c’est le domaine d’interaction de la protéine
XRCC1 avec PNK, OGG1l « Human 8-Oxoguanine DNA Glycosylase » et PCNA. Cette
région contient des sites de phosphorylation par la caséine kinase 2 (CK2) qui assure la survie
cellulaire (Litchfield, 2003; Yoshiko et al, 1996). La phosphorylation par CK2 favorise
I’interaction avec PNK et il a déja été démontré que cette derniere stimulait les activités de
I’ADN kinase mais aussi de I’ADN phosphatase au niveau des sites de cassure de I’ADN ce

qui stimule la réparation de ce dernier (Nicolas et al, 2006).

3-3- Polymorphismes du gene XRCC1 et cancers

Plusieurs études se sont intéressées a 1’analyse des polymorphismes de XRCC1, qui
sont représentés essentiellement par des SNPs. Il en existe plus de 300, validés et répertoriés
dans la liste de données dbSNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP). Parmi les SNP les plus
étudiés chez I’homme : le SNP ¢.580 C>T dans I’exon 6 (p.Argl94Trp, rs1799782), le SNP
c.839 G>A dans I’exon9 (p.Arg280His, rs25489) et le SNP c.1196G>A dans I’exon 10
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(p.Arg399GIn, rs25487) (Hung et al, 2005b; Ladiges et al, 2003). Ces polymorphismes
affectent la capacité de réparation de I’ADN en modifiant les interactions entre XRCC1 et
d’autres protéines impliquées dans le systeme de réparation BER.

XRCCL1 étant un acteur important dans certaines de ces réparations, de nombreuses
études se sont penchées sur 1’association des plus fréequents de ses polymorphismes avec le
risque de survenue de différentes pathologies cancéreuses. Le polymorphisme XRCC1
Argl94Trp est situé dans le domaine N-terminal de la protéine XRCC1 au niveau des zones
d’interaction avec les protéines PCNA, OGG1 et APEL (Ladiges, 2006). Une méta-analyse
suggeére que ce SNP est associé a un risque accru de cancer du poumon dans la population
chinoise (Zhengiang et al, 2013), tandis qu’une autre conclue a un réle protecteur vis-a-vis de
ce cancer et des cancers liés au tabac de maniére générale (Hung et al, 2005b).

Le second variant Arg280Hist bien qu’ayant fait 1’objet de moins d’études que le
précedent, a été souvent également associe a la survenue du carcinome thyroidien (Bao et al,
2013).

Le variant génétique XRCC1 Arg399GiIn est le plus étudié car le plus fréquent (Hung
et al, 2005b) ; de plus, des études ont montré que ce polymorphisme entraine une diminution
de la capacité de réparation de I’ADN (Ginsberg et al, 2011). Ce variant survient dans le
domaine BRCTI, siége de I’interaction avec PARP (Richard Shen et al, 1998) et sachant
I’importance du role de BRCTI et PARP dans la réparation de I’ADN, on comprend aisément
que le variant XRCC1 Arg399Gln ait donc un impact sur ce systéme de réparation de I’ADN.

Un grand nombre d’études se sont focalisées sur la relation entre le polymorphisme
Arg399GIn de XRCC1 et la survenue de différents cancers en tant que facteur favorisant ou
plutét protecteur (Hung et al, 2005a; larmarcovai et al, 2005). Parmi celles-ci, les nombreuses
études épidémiologiques qui ont reporté une association entre ce polymorphisme et le risque
accru de survenue du cancer de la thyroide (Ho et al, 2009; Ryu et al, 2011). Ce
polymorphisme a été également incriminé dans la survenue du cancer du sein, en particulier
chez les populations asiatiques et africaines (Wu et al, 2011). En revanche, une étude remet en
guestion cette association dans la mesure ou celle-ci ne la retrouve pas sur une autre
population de femmes chinoises (Shu et al, 2003). Une méta-analyse de 6 études cas-témoins
a montré qu'il y avait une association entre le polymorphisme Arg399GIn du géne XRCC1 et
le risque de carcinome hépatocellulaire dans la population Han chinoise (Duan et al, 2012).
Inversement, d’autre ont plutét démontré qu’il serait lié a une diminution du risque de

I’estomac ou de la vessie (Goode et al, 2002).
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Une étude chez les hommes de Han (région au sud de la Chine) conclue a 1’existence
d’une association entre ce polymorphisme et un risque accru du cancer de la prostate en
particulier lorsque le parametre tabagisme est pris en compte (Xu et al, 2007).

Cette association n’a pas été retrouvée avec le cancer du poumon chez les populations
Européennes. En revanche, sur cette méme population, en séparant les individus selon leur
degré de tabagisme, ce SNP Arg399GIn semble protéger les gros fumeurs contre 1’apparition
de ce cancer, tandis qu’il semble plutot favoriser I’apparition de ce cancer chez les fumeurs

occasionnels (Hung et al, 2005a).

4- Géne XRCC3
4-1- La structure du géne

Le géne XRCC3 (MIM#600675) a été identifié a partir d’une lignée de hamster
« irs1SF » qui est sensible a des radiations ionisantes, aux radiations UV et a des agents
induisant des pontages dans I’ADN (Tebbs et al, 1995). Par rapport a la lignée sauvage, les
lignées cellulaires mutantes observées dans ces études montraient une sensibilité aux
radiations ionisantes deux fois plus ¢élevée, une sensibilité aux agents endommageant I’ADN
qui introduisent des pontages, comme le cis-platine ou la mitomycine C, de 60 a 100 fois plus
élevée et de hauts niveaux d’instabilité chromosomique. L’analyse de la séquence de ce géne
a révélé une homologie significative avec le géne Rad51 (Liu et al, 1998) . Le gene XRCC3
est situé sur le bras long du chromosome 14 (14g32.3), mesure 18 kb et comprend 10 exons
(Tebbs et al, 1995).

4-2- La protéine XRCC3

Le géne XRCC3 code pour une protéine de 346 acides aminés avec une masse
moléculaire de 37850 Da. C’est un des membres de la large famille des protéines liées a
Rad51 (Liu et al, 2002). La protéine XRCC3 est impliquée dans la réparation par
recombinaison homologue de I’ADN, et elle est nécessaire pour la stabilité génétique. Elle
intervient au niveau de I’initiation de la réparation en formant avec la protéine Rad51 un
complexe qui est impliqué dans une étape cruciale de la recombinaison homologue (Bishop et
al, 1998). XRCC3 contient des motifs ATPase constitués de Walker A et B, impliqués
respectivement dans la fixation et I’hydrolyse de I’ATP « Adénosine triphosphate ». Par
ailleurs, il est connu que la liaison et I'nydrolyse de I'ATP jouent des rbles importants au
niveau de l'interaction XRCC3-RAD51 (Yamada et al, 2004). Mis a part une activité ATPase
stimulée par I'ADN, les activités catalytiques sont toujours mal définies venant du fait que
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cette protéine ne posséde pas de domaines fonctionnels apparents autres que les motifs de
Walker.

4-3- Les polymorphismes du gene XRCC3 et cancers

Aucune maladie humaine n’a été liée a l'inactivation du gene XRCC3. Toutefois, sur la
base de son role déterminant dans la réparation de I’ADN, les polymorphismes du XRCC3
peuvent étre associés a un risque accru de cancer. Selon la base de données NCBI, il possede
111 SNP. Le polymorphisme le plus important se trouve au niveau de 1’exon 7 a la position
18067 (rs861539). Il est caractérisé par la substitution de la cytosine (C) par la thymine (T) au
niveau du codon 241, ce qui conduit a un changement d’une thréonine (Thr) par une

241 ast associé a des

méthionine (Met). Certaines études ont montré que cet allele variant Met
niveaux relativement élevés d'adduits a I'ADN indiquant une capacité relativement faible de
réparation d'/ADN (Matullo et al, 2001; Shen et al, 1998).

A T’heure actuelle, des études récentes avec des résultats controversés ont étudié le
role de ce polymorphisme sur le risque de prédisposition au développement des cancers. Une
association significative a été trouvée entre ce SNP et I’augmentation du risque de survenue
de mélanome (Winsey et al, 2000), du cancer de la vessie (Matullo et al, 2001), du cancer du
sein (Smith et al, 2003) et du cancer des poumons (Jacobsen et al, 2004). Par ailleurs, les
résultats de deux méta-analyses (Han et al, 2006; Manuguerra et al, 2006) ont rapporté que les
individus porteurs du génotype (CC) ont plus de risque de développer un cancer du sein, mais
aucune association avec les cancers de la téte, du cou, de la vessie, le cancer cutané non
melanome n’a été rapportée. Les résultats d’une méta analyse récente de 17 études cas-
témoins montrent une absence d’association entre ce polymorphisme et le cancer des
poumons (Xu et al, 2013).

Une étude a montré que ce SNP est lié a une prédisposition au CCR chez les chinois
(Jin et al, 2005). Cependant, une autre observation concernant un échantillon de la population
malaisienne a montré qu’il n’existait aucune association entre ce polymorphisme et le
développement de ce cancer (Aizat et al, 2011). Plus récemment, une méta-analyse de 15
études publiées portant sur un total de 4475 cas et 6373 témoins a révélée une association
significative entre ce polymorphisme et le risque accru au CCR et plus particulierement chez
les asiatiques (Wang & Zhang, 2013).

Deux autres SNP du gene XRCC3 ont été egalement étudiés, ce sont : XRCC3 A4541G
(rs1799794) et XRCC3 A17893G (rs1799796). L'allele variant du SNP A17893G a été associé

a une diminution du risque de cancer du sein et le cancer de I'ovaire (Auranen et al, 2005; He
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et al, 2012b), mais aucune association significative n'a été établie pour le cancer du poumon
(Jacobsen et al, 2004). XRCC3 A4541G n'a pas été associé a un risque de cancer du sein ou a
celui du cancer du poumon (He et al, 2012b; Jacobsen et al, 2004). Toutefois, les individus
homozygotes pour I'allele variant (G) ont un risque plus faible de cancer de I'ovaire (Auranen
et al, 2005; Yuan et al, 2014).

5- Gene ERCC1
5-1- La structure du gene

Le géne ERCC1 (MIM#126380) est situé sur le bras long du chromosome 19 en
19913.32. 11 s’étend sur pres de 14kb répartis en 10 exons (van Duin et al, 1986; van Duin et
al, 1987). Le gene est transcrit en ARN messager de 1,1kb.

5-2- La protéine ERCC1

La protéiné ERCC1 comporte 297 acides aminés totalisant un poids moléculaire
proche de 32,5 kDa. Elle comporte deux domaines : un domaine central conserve dépourvu de
I’activité nucléase et un domaine C-terminal (Li et al, 1994). Sur le plan fonctionnel, la
protéine ERCC1 joue un rdle important dans la voie de réparation NER. Le domaine C-
terminal d’ERCCI1 interagit avec le domaine C-terminal de la protéine ERCC4, également
connue sous le nom d'endonucléase XPF (Motycka et al, 2004). Ce complexe de réparation
est capable d’identifier et d’¢éliminer les adduits d’ADN. 1l catalyse le clivage en 5' de 'ADN
endommagé libérant un fragment de 24 a 32 bases. Le domaine central semble étre
responsable de I’interaction avec XPA, cette interaction est requise pour le recrutement du
complexe ERCC1-XPF (Li et al, 1994; Orelli et al, 2010). Jusqu'a présent, la protéine ERCC1
n'a été que trés peu caractérisée sur le plan cellulaire et moléculaire si bien que sa fonction

précise demeure mal définie.

5-3- Les polymorphismes du géne ERCC1 et cancers

Le géne ERCC1 semble essentiel a la vie. 1l est possiblement le géne le plus important
du NER. Selon la base de données NCBI (dbSNP), cent neuf polymorphismes du géne
ERCC1 ont été recenses. Certains polymorphismes correspondent a des mutations aberrantes
causant un changement d’acide aminé dans la séquence de la protéine tandis que la plupart de
ces autres polymorphismes est silencieuse, n’impliquant aucun changement dans la séquence

d’acides aminés de la protéine. Un des variants silencieux les plus étudiés de ce gene est situé
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au niveau du codon 118 de I’exon 4 « Asn118= » (c.354C>T, rs11615) et semble influencer
I’expression du géne.

Des études épidémiologiques ont examiné la relation entre ce polymorphisme et le
risque d’apparition de certains cancers. Cependant, les résultats de ces études sont
contradictoires. En effet, certaines d’entre elles ont montré que ce SNP serait lié a une
prédisposition au CCR chez les chinois (Hou et al, 2014), au cancer de I’estomac dans un
échantillon de I’Est de cette méme population (He et al, 2012a) et cancer du sein chez les
femmes danoises (Nexg et al, 2003). Paradoxalement, une étude italienne a montré que ce
SNP est lié a une diminution du risque de développement de cancer de la vessie (Matullo et
al, 2005). Enfin, aucune association n’a été détectée entre ce SNP et le CCR ou le cancer du
poumon, chez la population danoise (Hansen et al, 2008) et la population chinoise (Yin et al,
2006) respectivement.

D’autre part, plusicurs études ont évalué I’impact de ce polymorphisme; en terme de
réponse et de survie des patients traités avec des dérivés du platine. Dans le CCR, il a été
associé a une efficacité de 1’oxaliplatine (Viguier et al, 2005). De méme, une étude coréenne
portant sur 88 patients retrouve une amélioration de la survie chez les patients atteints du
cancer du poumon porteurs de ce polymorphisme et traités par une bithérapie a base de platine
(Ryu et al, 2004). Ce résultat a également été confirmé par 1’étude prospective d’Isla sur 62
patients (Isla et al, 2004) qui a montré un bénéfice significatif en terme de survie globale et de

survie sans progression chez les patients présentant le génotype homozygote (CC).

6- Géne ERCC2
6-1- La structure du géne

Le géne ERCC2 (MIM#278730), appelé aussi XPD, est localisé dans la région q13.3
du bras long du chromosome 19 (Weber et al, 1990). Il est composé de 23 exons et il code
pour un ARN messager de 2,3kb. Il s’étend sur au moins 54,000 paires de bases. Le géne
ERCC2 a 50% d'homologie avec le gene de levure RAD3 dont le produit a, in vitro, une
activitt ADN/ ADN et ADN/ ARN hélicase a polarité 5'-3' dependante de I'ATP (Weber et al,
1988; Weber et al, 1990).

6-2- La protéine ERCC2

Le gene ERCC2 code pour une protéine de 86,9 kDa et de 760 acides aminés. La
protéine ERCC2 fait partie des hélicases de la superfamille 2 (SF2). Cette protéine, composée

de 7 motifs, posséde une activité ADN hélicase, de polarité 5°-3°, dépendante de I’ATP (Sung
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et al, 1993). L'activité hélicase reconnait la présence d'une lésion changeant la structure
secondaire de I'ADN et permet I'incision du brin endommagé en séparant les deux brins de
I'’ADN. En effet, elle est en charge du maintien de 1’ouverture de la double hélice d’ADN pour
permettre a la machinerie de réparation d’accomplir sa tache.

La protéine ERCC2 fait partie du facteur de transcription TFIIH qui est & la fois
impliqué dans la régulation de la transcription de I’ADN (synthése de I'ARN) des génes actifs
mais également dans le mécanisme de réparation NER. L’ancrage du sous-complexe CDK
« Cyclin-activating kinase » au cceur de TFIIH semble étre une fonction importante de
ERCC2 (Coin et al, 2008). Le domaine carboxy-terminal de la protéine ERCC2 est impliqué
dans une interaction avec le domaine amino-terminal du facteur p44. Il s’agit d’une
interaction fonctionnelle puisqu’elle est a 1’origine d’une stimulation de I’activité hélicase de
XPD (Coin et al, 1999; Seroz et al, 2000).

Malgré I'importance de cette protéine, trés peu d'informations existent sur ses
propriétés biochimiques.

6-3- Les polymorphismes du géne ERCC2 et cancers

Plusieurs polymorphismes du géne ERCC2 ont éte identifies, parmi lesquels deux
mutations faux-sens au niveau des exons 10 et 23 (p.Asp312Asn, rs1799793 et p.Lys751GlIn,
rs13181) (Shen et al, 1998) ont été bien étudiées. En premier, le polymorphisme rs13181 qui
semble étre associé a une augmentation du risque de cancer mais ces résultats sont
actuellement controversés.

En effet, certaines études ont révélé que ce SNP était lié a une prédisposition au cancer
du sein chez les femmes égyptiennes (Hussien et al, 2012), au cancer de I’estomac et plus
particulierement chez les asiatiques (Xue et al, 2012) et au CCR chez les iraniens (Rezaei et
al, 2013).Une faible augmentation du risque, de ’ordre de 10%, a été observée chez les sujets
porteurs de 1’alléle codant la glutamine (GIn) & la position 751 dans une méta-analyse
(Manuguerra et al, 2006). En revanche, des méta-analyses récentes suggerent que le
polymorphisme Lys751GIn ne peut étre associé a la susceptibilité de CCR et du cancer des
poumons (Mei et al, 2011; Zhang et al, 2014).

Par ailleurs, deux études cliniques ont montré un effet des polymorphismes de ERCC2
sur la survie de patients traités : la premiere (Park et al, 2001) a montré que les homozygotes
variants pour le codon 751, traités en 3°™ ligne pour un CCR métastatique par une association
5-fluorouracile—oxaliplatine, avaient une survie médiane plus breve (3,3 mois) que les

hétérozygotes (12,8 mois) et que les homozygotes sauvages (17,4 mois). La seconde étude
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(Gurubhagavatula et al, 2004) a montré que les homozygotes variants pour le codon 312 et
traités pour un cancer du poumon non a petites cellules avaient eux aussi une survie diminuée

par rapport aux hétérozygotes et aux homozygotes communs.

S’agissant du CCR, les polymorphismes de ces génes de réparation d’ADN semblent
avoir des effets contradictoires selon les ethnies sur lesquelles les études ont été menées et de
nombreuses études continuent d’étre publiées raison pour laquelle nous nous sommes fixés
pour objectif I’exploration de leurs éventuelles associations avec le risque du CCR dans notre

population de I’Ouest Algérien.
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Le CCR est un réel probleme de santé publique, il se situe parmi les cancers les plus
fréquents. La grande majorit¢é des CCR ne montre pas d’histoire familiale apparente et
plusieurs facteurs génétiques et environnementaux pourraient exercer des effets tres
importants sur la susceptibilité a développer la maladie. En fait, de nombreuses études
épidémiologiques ont permis de déterminer certains genes dits de « susceptibilité mineure »,
c’est-a-dire des génes de faible pénétrance, qui constituent la base de la prédisposition

génétique aux CCR sporadiques.

Les génes impliqués dans la réparation de I’ADN jouent un role important dans la
stabilité et le maintien de I’intégrité du génome. Les variants alléliques de ces genes sont
impliqués dans la mise en place du processus de cancérogénese et pourraient étre associes a
une augmentation du risque de CCR. En fait, les polymorphismes sur ces genes semblent
avoir des effets contradictoires selon les ethnies sur lesquelles les études ont été menées
raison pour laquelle nous nous sommes fixés pour objectif I’exploration de leur éventuelle
association avec le risque du CCR sur la population de ’Ouest Algérien et ce, a travers une
étude cas/témoins. Ce projet s’inscrit dans la continuité d’une étude précédente réalisée dans
notre laboratoire sur la population Ouest Algérienne et qui a permis d’évaluer I’implication de
nombreux génes du métabolisme des xénobiotiques dans le risque du développement du CCR
(Aberkane, 2009).

Dans cette optique, le génotypage d’une sélection de quatre SNP caractérisant des
génes de réparation de I’ADN répertoriés dans la littérature sera réalisé afin de mener
différentes analyses statistiques permettant de déceler I'existence d'une association entre un de
ces SNP et la survenue du CCR sporadigue dans notre population. Les SNP choisis sont le
SNP ¢.1196G>A du géne XRCC1 (p.Arg399GiIn, rs25487), le SNP ¢.722C>T du géne XRCC3
(p.Thr241Met, rs861539), le SNP ¢.354C>T du gene ERCC1 (p.Asn118=, rs11615) et le SNP
€.2251A >C du gene ERCC2 (p.Lys751GlIn, rs13181).

L’¢évaluation de la distribution des fréquences alléliques et génotypiques de ces
différents variants dans notre population a pour objectif principal d’explorer une éventuelle
association entre ceux-ci et le risque de CCR dans notre population mais également de la
positionner par rapport aux différentes populations typées pour ces méme SNP a travers les
fréquences de ces derniers chez les sujets normaux. A notre connaissance, aucune étude de ce

type n’a été entreprise sur la population algérienne.
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In fine, cette étude permettra la comparaison de nos résultats a ceux obtenus sur
d’autres populations et de confirmer ou infirmer ce qui a été rapporté précédemment par la

littérature.
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I-  Population d’étude

L’étude que nous avons entreprise est de type cas/témoins et a concerne 277 individus
non apparentés et appariés selon 1’age, le sexe et 1’origine. Leur recrutement s’est fait entre

2006 et 2012. Cette population est subdivisée en deux groupes cas et témoins :

I-1- Groupe des cas

Le groupe des cas est composé de 129 patients souffrant d’un cancer colorectal
sporadique diagnostiquée a différents grades de séverité. Le recrutement a eu lieu au service
d’oncologie médicale du centre hospitalo-universitaire d’Oran (CHUQO) et au centre anti-
cancer (CAC) Emir Abdelkader de Misserghine d’Oran. Au moment du recrutement, les
patients étaient agés entre 27 et 72 ans. L’ensemble des données a été recueilli au sein de ces
centres et aupres des médecins traitants. Un volume de 10 millilitre (ml) de sang a été prélevé
sur chacun des patients sur une solution d’EDTA « Ethyléne Diamine Tétra Acétique » a 0,5
molaire (M). Les patients prélevés durant les années 2006, 2007 et 2008 ont fait 1’objet du
travail de these de M™ ABERKANE Meriem Samia intitulé «Etude de ['implication des
génes du métabolisme des xénobiotiques: GST, MDR1, CYP3A5, UGT1Al et TS dans la

survenue du cancer colorectal dans la population de [’Ouest Algérien» (Aberkane, 2009).

I-2- Groupe des témoins

Afin de réaliser la présente étude, nous avons disposé d’une biothéque constituée des
ADN de 148 individus volontaires, d’age compris entre 25 et 64 ans. Ces sujets sans histoire
familiale de cancer, ne présentaient aucune maladie chronique. Ces témoins font partie d’une
biothéque d’ADN constituée d’une part a ’occasion d’une thése de magister (Fodil, 2008) et
d’autre part a ’occasion d’un projet de recherche, le projet ISOR (InSulino-résistance a
ORan) réalisé par des membres du Laboratoire de Génétique Moléculaire et Cellulaire
(LGMC) de I’Université des Sciences et de la Technologie d’Oran-Mohamed BOUDIAF-
(USTO-MB).

Les sujets dont le sang a été prelevé ont été soumis a un questionnaire retracant les
informations personnelles et les données utiles a notre étude (Annexe 01). Sur chaque
questionnaire était mentionné le numéro du dossier et le lieu du prélevement. Celui-ci était
accompagné d’un formulaire de consentement éclairé signé par toutes les personnes
participant a cette étude (Annexe 02). Tous les échantillons ont été etiquetés soigneusement
portant la numérotation d’enregistrement. Les malades ont été désignés par la mention

«CCR» et les témoins par la mention «T», suivie d’un numéro correspondant. Toutes les
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précautions visant le respect de I’anonymat et la confidentialité des informations ont été

rigoureusement respectées.

- Méthodes
11-1- Extraction d’ADN génomique et dosage

Dans notre travail, I’extraction d’ADN génomique a partir du sang total a été réalisé
par la technique de NaCl « Salting out » (Miller et al, 1988). Cette méthode nécessite au
préalable 1’¢limination des globules rouges par une solution de lyse hypotonique, suivie d’un
choc thermique dans la glace. Dans un second temps, ’ADN des lymphocytes est également
libéré. Cet ADN est ensuite traité par la protéinase K qui le débarrasse de toutes les protéines
auxquelles il est lié. Il est alors précipité par 1’ajout de 1’éthanol froid, sous forme de filaments
qui se compactent rapidement en une masse blanchéatre appelée: méduse. Enfin, I’ADN pur
sera dissout dans le tampon TE 10/1 (Tris/HCI: 10mM; EDTA:1mM; pH=8.0) (Annexe 03).

Pour éviter tout doute et réserve dans I’interprétation des résultats des manipulations
requérant une homogénéisation du matériel biologique (ADN), il convient des le départ de
s’assurer de la pureté de ’ADN. Pour cela, il faut préalablement procéder au dosage de celui-
ci par la méthode de spectrophotométrie basée sur la capacité de ’ADN a absorber des
rayonnements UV a I’aide d’un spectrophotométre Nanodrop (Labtech).

La concentration des ADN est déterminée par la mesure de 1’absorbance a une
longueur d’onde de 260nm « nanometre ». Sachant qu’une unité de densité optique (DO) a
260nm correspond a une concentration de 50 pg/ml d’ADN double brin (Kaplan et Delpech,
1993). Un second dosage est effectué a 280nm afin de rechercher une éventuelle

contamination par les protéines ou par les sels lors de 1’extraction.

DO a260nm
DO a280nm

Avoir un ADN pur signifie que le rapport des densités optiques: R = doit
étre compris entre 1,5 et 2. Un rapport inférieur a 1,5 témoigne d’une contamination par les

protéines. En revanche, s’il est supérieur a 2 on envisagera une contamination par les sels.

11-2- Analyse génétique

La caractérisation des polymorphismes a été réalisée par pyrosequencage sur 1’appareil
Pyromark® Q96 ID de Qiagen dans le laboratoire de pharmacologie des agents anticancéreux,
de I’Institut Bergonié, -Bordeaux- (France). La technologie du pyroséquencage repose sur le

principe d’un séquengage par synthése. La séquence cible est préalablement amplifiée par une
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réaction de polymérisation en chaine (PCR pour «Polymerase Chain Reaction) avec un couple

d’amorces dont une est biotinylée : marquée par une biotine.

11-2-1-Principe des techniques de biologie moléculaire

11-2-1-1-Principe de la PCR

Depuis sa description en 1985 par Karry Mullis et ses collaborateurs, la PCR a

totalement révolutionné les méthodes d'analyse moléculaire (Mullis et al, 1986). La PCR

permet d’amplifier, selon un mode exponentiel, un fragment d’ADN double brin. Cette

technique consiste a utiliser de manicre répétée 1’activité polymérasique d’une ADN

polymérase thermorésistante (Taq polymérase), extraite d’une bactérie thermophile «Thermus

acquaticus», par un procédé d’extension de deux amorces spécifiques encadrant la séquence a

amplifier. La taille des oligonucléotides utilisés comme amorces est généralement comprise

entre 18 et 25 bases (Figure 19).
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Dénaturation (85 "C} +
5" ar
ADM simpla brin
3" 5"
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5 [——] ¥
3 — 5
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5" ar
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Figure 19: Principe de la PCR. Tirée de (Tagu & Moussard, 2003).
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e Premiere étape : Dénaturation thermique de I’ADN (de 92°C & 94°C) :

La PCR repose sur un processus cyclique de 3 étapes :

Cette étape consiste a séparer par la chaleur les deux brins d’ADN en rompant les liaisons
d’hydrogene. L’ ADN passe sous forme de simple brin et les 2 brins peuvent alors servir de
matrice.

e Deuxieme étape : Hybridation des amorces (entre 45°C et 65°C) :

Les amorces, en large excés, s’hybrident a tout ADN comportant la séquence complémentaire.

e Troisieme étape : Elongation (ou extension) des amorces (de 70 °C a 72°C) :

L’ADN polymérase (Taq polymérase) allonge les amorces en incorporant les dNTP
« Désoxynucléotides triphosphates » complémentaires de la séquence de la matrice a laquelle
elle est hybridée. La synthéese se fait dans le sens 5°—3".

Le cycle est répété n fois dans un appareil appelé « Thermocycleur » qui permet de
programmer les différentes températures, la durée de chaque étape et le nombre de cycle (n).
Il en résulte a la fin de I’amplification un dédoublement par un facteur de 2" de la quantité de
I’ ADN cible.

11-2-1-2-Principe du pyroséquencage

La technique de pyroséquencage est une technique de séquencage par synthese qui
permet de déterminer en temps réel I’enchainement nucléotidique d’un fragment d’ADN
simple brin. Cette méthode consiste a quantifier indirectement le pyrophosphate produit lors
de la formation d’une liaison phosphodiester durant la synthése du brin complémentaire
(Ronaghi, 2001) (Figure 20).

La matrice génomique utilisée est un ADN simple brin. Pour cela, I’ADN double brin,
préalablement amplifié, est séparé pour récupérer le brin biotinylé qui est capturé et fixé sur
des billes recouvertes de streptavidine. Une amorce oligonucléotidique spécifique de la cible
recherchée est utilisée pour le séquencage qui s’hybride avec le produit de PCR dénaturé.
Ensuite, ce complexe, ADN/amorce est incubé avec les enzymes : ADN polymérase, ATP
sulfurylase, luciférase et apyrase, et les substrats : APS « Adénosine 5’-Phosphosulfate » et
luciférine. L’ADN polymérase catalyse 1’incorporation des nucléotides complémentaires de la
séquence matrice. Lorsque le dNTP ajouté est complémentaire au nucléotide situe sur le brin
a séquencer, la partie triphosphate du nucléotide est clivee dans une réaction chimique
libérant un pyrophosphate (PPi). Grace a une ATP sulfurylase, ce pyrophosphate est
transformé en ATP qui est utilisé par une luciférase pour oxyder la luciférine en

oxyluciférine. Cette réaction va émettre un signal lumineux qui est capté ensuite par une
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caméra CCD « Charge Coupled Device ». Ce signal est reproduit sous la forme d’un pic sur
un pyrogramme. A chaque nucléotide incorporé correspond un pic lumineux et la séquence
peut alors étre déterminée. La hauteur de ce pic est en fonction de I’intensité du signal
lumineux, elle-méme proportionnelle au nombre de liaisons phosphodiesters formées et donc
au nombre de nucléotides incorporés. L’apyrase quant a elle dégrade continuellement les
dNTP non incorporés et I’ATP. L’addition des dNTP est ainsi réalisée de maniere
séquentielle, dans un ordre déterminé par la séquence a analyser. Le brin d’ADN
complémentaire de la matrice est de ce fait synthétisé et la séquence nucléotidique portant la

variation de séquence SNP est déterminée sur les signaux de pics du tracé du pyrogramme.

ATP Sulfurylase Luciférase -
,° "y '’ TN .

’ 4 / ‘ ® dGTP

dC"fP p PP] ATP | dTTP

. <’ dCTPenexces Lumiere  —> i "

\ N N A drTpP

' . ! pyrase ,‘:44-::— P

- A-G-T-C A $ L ar

— TCAGALTGA 7/ deMP L g

. P X | 7! dTTP
Cible & séquencer avec SNP g

Figure 20: Principe du pyroséquencage. Tirée de (Le Morvan et al, 2005).

11-2-2- Choix des oligonucléotides de PCR et de pyroséquencage

Afin de pouvoir amplifier les séquences d’ADN contenant les polymorphismes
recherchés, un couple d’amorces a été utilisé dont une des amorces est biotinylé en 5°. Pour le
pyroséquengage, le brin d’ADN biotinylé est purifié et séquencé avec une amorce de
pyroséquencage. Les amorces spécifiques pour la PCR et le pyroséquencage ont été congues a
l'aide du logiciel PSQ Software Versionl.0 (Biotage) de 1’appareil de pyroséquencgage. Les

séquences des amorces utilisées sont indiquées dans le tableau |1 :
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Tableau Il : Liste des oligonucléotides

Polvmorohisme Température Taille de
GENE ymorp Séquences des amorces d’hybridation | I’amplicon
(dbSNP) o
(G (pb)
XRCCS3, C>T, Thr241Met Sens_: 5’-bio-tin:CGCCTGGTGGTCATCATCGACT3"
exon 7 (rs861539) Anti-sens: 5> ATACGAGCTCAGGGGTGCAAC3 64 191
Pyroseq: 5 TGCTCAGCTCACGCA3’
XRCC1, A>G, Arg399GIn Se_ns: 5’-bicztin-AGGAGTGGGTGCTGGACTG3’ 7
exon 10 (1s25487) Anti-sens: 5>CAGTCTGACTCCCCTCCAGATTC3 60 127
Pyroseq: 5°CGTGTGAGGCCTTACC3’
ERCCL, C>T, Asn118Asn Sen_s: 5’-b-iotfn-CCTGTGGTTATCAAGGGTCA3’7
exon 4 (rs11615) Anti-sens: 5> AGCACATAGTCGGGAATTACG3 60 111
Pyroseq: 5’AATTCCCAGGGCAC3’
ERCC2, A>C, Lys751GlIn Ser!s: 5’-b.iotin-TGGAGCAGCTAGAATCAGA37,
exon 23 (rs13181) Anti-sens: 5°CCTGCGATTAAAGGCTGTGGA3 58 98
Pyroseq: 5’GCAATCTGCTCTATCCTC3’

11-2-3- Conditions pratiques de ’amplification

L’amplification a été réalisée dans un mélange réactionnel de 50pl contenant 100ng
d’ADN génomique, 1X du tampon de PCR, 3mM MgCl,, 200 uM de chaque dNTP, 200uM
de chaque amorce, une unité (U) de Tag DNA polymeérase (Invitrogen).

Pour chaque série d’amplification, il est nécessaire de réaliser en paralléle un témoin
négatif ne contenant pas d’ADN afin de vérifier I’absence de contamination éventuelle des
réactifs utilisés. L’amplification a été réalisée dans un thermocycleur Veriti (Applied
biosystem, MJ Research). Les conditions d’amplifications comportent successivement une
étape de denaturation initiale a 95°C pendant 5 minutes, suivie de 45 cycles comprenant
chacun une dénaturation a 94°C pendant 20 secondes pour les génes (XRCC1, ERCC1,
ERCC2) ou 40 secondes pour le géne XRCC3, une étape d’hybridation a X°C (selon les
amorces utilisées) durant 20 secondes pour les génes (XRCC1, ERCC1, ERCC2) ou 40
secondes pour le géne XRCC3 et une étape d’élongation de 20 secondes a 72°C. Apres les 45
cycles d’amplification, la réaction se termine par une étape d’¢élongation a 72°C pendant 5
minutes permettant d’achever 1’élongation de tous les brins d’ADN néo-synthétisés.

Afin de réaliser le contréle de I’amplification du fragment cible, Sul de chaque produit
de PCR sont analysés sur un gel d’agarose a 2 % et soumis a une migration électrophorétique
a 100 Volt (V) pendant 20 minutes en présence de bromure d’éthidium (BET) (0.5pg/ml). Un
marqueur de taille (50 pb ou 100 pb, Promega) a été utilisé pour permettre la détermination de
la taille des fragments d’ADN amplifiés. Les résultats ont été visualisés sous UV grace a la
fluorescence du BET incorporé dans le gel. Le gel a été photographié a I’aide d’un appareil

polaroid adapté sous les UV d’un transilluminateur.
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| 63 )




Population d’étude et méthodes @%

11-2-4- Protocole expérimental du pyroséquencage

La réaction du pyroséquencage a été effectuée grace a I’utilisation du kit « Pyro Gold
Reagents PSQ 96 MA » (Biotage) et elle est decomposée en plusieurs étapes dont le

déroulement est présenté par la suite :

a- Immobilisation de I’ADN sur les billes

Cette ¢étape se déroule en microplaque de 96 puits. Elle s’effectue a 1’aide de billes de
sépharose recouvertes de streptavidine (Streptavidin Sepharose™ high performance,
Amersham Bioscience). Les amplimeres de chaque échantillon sont déposés dans chaque
puits et ils sont incubés et agités a 1300 rpm durant 5 minutes a température ambiante avec
3ul de billes et 37ul de tampon de fixation (10mM Tris Base, 2M NaCl, ImM EDTA, 0,1 %
Tween 20, pH 7,6).

b- Séparation des brins

La séparation des fragments est effectuée a 1’aide d’un Pyromark Q96 Vacuum
Workstation Vacuum Prep Tool (Biotage) par des bains de dénaturation et lavage du brin
d’ADN amplifié. Les doubles brins liés aux billes de streptavidine sépharose sont isolés du
milieu réactionnel par aspiration sur des filtres retenant les billes. Les fragments sont d’abord
lavés a 1’éthanol 70% et ensuite dénaturé grace a I’utilisation d’une solution de NaOH
dénaturante. Enfin, le filtre est lavé par une solution de lavage (Tris 10mM, pH 7,6) afin
d’¢éliminer les restes de sonde d’ADN non biotinylés. Aprés dénaturation des brins, Seuls les

brins biotinylés couplés aux billes restent sur les filtres.

c- Hybridation de ['amorce de pyroséquencage

Dans une plaque de 96 ul, un mélange de 1,5 pl d’amorce de séquence et 38,5ul de
tampon d’hybridation est déposé dans chaque puits. Les brins biotinylés sont plongés dans les
puits mettant ainsi en contact ’ADN biotinylé simple brin a séquencer et I’amorce de
séquence puis suit une étape d’hybridation a 70°C pendant 15minutes. Apres I’hybridation la

plaque est placee dans le pyrosequenceur.

d- Le seéquencage

La réaction de sequencage a été realisee sur le pyrosequenceur PSQ 96MA
Systems(Biotage) grace a I’utilisation du kit PyroMark Gold Q96 Reagents (Qiagen, Hilden,
Allemagne) « Pyro Gold Reagents PSQ 96 MA » (Biotage) qui comprend les enzymes, les
substrats et les nucléotides néecessaires a la réaction. Ces réactifs sont introduits dans une

cartouche adaptée a I’appareil PSQTM96 MA (Pyrosequencing AB, Uppsala, Sweeden).
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Le calcul du volume de chaque solution a introduire dans la cartouche pour 1’analyse est
réalisé automatiquement a I’aide du logiciel PSQ 96MA, la version 2.1 selon le SNP analysé.

L’exploitation des résultats est réalisée avec le logiciel Q-CpG (V.1.0.9, Qiagen).

11-3- Analyse statistique

La premiére démarche statistique consiste a caractériser les populations cas et témoins
en décrivant leur composition selon 1’4ge et le sexe. L’age est une variable quantitative qui a
été exprimee en moyenne (M) * déviation standard (DS). Les deux populations cas et témoins
ont été réparties en 2 classes d’age: la classe des individus de moins de 50 ans (< 50 ans) et la
classe des individus de 50 ans et plus (> 50 ans). Toutes les données ont été décrites en
nombre (n) et pourcentage (%). La comparaison de la distribution des deux variables entre les
deux populations a été effectuée a ’aide du test d’homogénéité du Khi2 (x2) de Pearson.

Pour chaque polymorphisme (SNP), les deux populations ont été classees en 3
groupes: homozygotes sauvages, hétérozygotes et homozygotes variants. Le calcul des
fréquences alléliques et génotypiques a été effectué a partir du nombre de sujet exprimant
I’allele ou le génotype en question. La vérification du respect de 1’équilibre de Hardy
Weinberg dans la distribution des polymorphismes au sein de la population des témoins a été
réalisée grace a un test de conformité de Khi2 (x2). Ce test a été utilisé pour comparer la
fréquence de chacun des alléles avec sa fréquence attendue selon les lois de répartition
homogeéne dans la population générale de Hardy- Weinberg.

L’évaluation de 1’association des polymorphismes et du risque de développer un CCR
a été réalisée par I’utilisation du modeéle de régression logistique simple. Dans la régression
logistique, 1’évaluation de I’influence de ces polymorphismes est déterminée en calculant
’0dds ratio (OR) de chaque polymorphisme avec un intervalle de confiance (IC) fixe a 95%.
L’OR est une mesure statistique qui permet d’estimer 1’association en comparant les alléles
et/ou les génotypes du groupe « patient » et du groupe « témoin ». Un allele variant protecteur
se traduit par un OR compris entre 0 et 1 et si ’'OR est supérieur a 1, ’alléle variant est
prédisposant. L’association est jugée statistiquement significative lorsque 1’intervalle de
confiance a 95 % de IOR ne comporte pas la valeur 1. Les résultats sont considérés
significatifs lorsque la valeur de la probabilité p (valeur p) est égale ou inférieure a 0,05 (p<
0,05). La valeur p représente le degré de signification qui correspond a la probabilité qu’un
résultat d’une étude épidémiologique puisse étre attribué au seul hasard. Le test exact de

Fisher est utilisé lorsque les effectifs sont faibles (<5).
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Une analyse des haplotypes a été menée afin de déterminer si un haplotype aurait pu
étre associé a un risque accru de CCR. La construction des haplotypes a été réalisée par le
logiciel Thesias (Testing Haplotype EffectS In Association Studies) (Tregouet & Garelle,
2007).

Les différentes analyses statistiques sont réalisées grace au logiciel statistique Epi Info

version ™ version 7 (Dean et al, 2011).
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I- Résultats

I-1- Description de la population d’étude

Les caractéristiques des sujets malades et sains ont été rapportées dans le tableau IlI.
Les sujets ont été répartis en fonction du sexe et de deux tranches d’age (<50 ans et > 50 ans).

Les sujets témoins sont au nombre de 148 répartis entre: 94 sujets de sexe masculin
soit 63,51% et 54 sujets de sexe féminin soit 36,49%. Les 129 malades se répartissent en 84
hommes (65,12%) et 45 femmes (34,88%). En comparant l'incidence du CCR entre les
hommes et les femmes, il semblerait que les hommes en soient plus souvent atteints que les
femmes (65 % contre 34 %).

L'dge moyen des patients était de 53,89 + 12,75 ans tandis que I'd&ge moyen des
contréles etait de 43,33 + 11,49 ans, l'incidence du CCR étant plus élevée chez les personnes
de plus de 50 ans que chez celles de moins de 50 ans.

Il n'y avait pas de différence statistiquement significative dans la distribution selon
I'age et le sexe entre les cas et les témoins, ce qui indique une population d'étude bien
identifiée (p> 0,05).

Tableau I11: Répartition des sujets témoins et malades CCR selon 1’age et le sexe

Variable Témoins (n=148) Patients CCR (n=129)  Valeur p
n (%) n (%)
Sexe
Homme 94 (63,51) 84 (65,12) 0,78
Femme 54 (36,49) 45 (34,88)

Age (années)

<50 72 (48,65) 49 (37,98) 0,07
>50 76  (51,35) 80 (62,02)
MoyennexDS 43,3£11,5 53,9+12,7

n: nombre; %: pourcentage; DS: deviation standard

68

—
| —



Résultats et discussion

I-2- Résultats d’amplification

Les résultats de différentes amplifications des régions d’intérét des quatre génes ont
révélé apres électrophorése sur gel d’agarose la présence des bandes correspondant aux tailles

attendues des amplimeres (Figure 21).

-1 RO | Sl T CCRI CCR3 OCRY OCRS CCRS B
198pb
+ - 127pb
MT CCR1 CCR3 CCR4 C ; CCRI  CCR3  CCRY
e «—98pb

Figure 21: Tests d’amplification obtenus pour quelques échantillons.

A : Test d’amplification du 7°™ exon du géne XRCC3.
B : Test d’amplification du 10°™ exon du géne XRCC1.
C : Test d’mplification du 4°™ exon du gene ERCC1.
D : Test d’amplification du 23°™ exon du géne ERCC2.
(MT : Marqueur de taille de 100pb; CCR1, CCR3, CCR4, CCR5, CCR®6: sujets atteints de CCR).




-
Résultats et discussion ‘Q?&

I- 3- Résultat du génotypage par pyroséquencage

L’analyse du génotypage par pyrosequencage nous a permis de distinguer les
homozygotes des hétérozygotes pour chacun des SNP explorés. La figure 22 montre un
exemple de résultat de génotypage obtenu pour le SNP ¢.354C >T du géne ERCC1 (rs11615).

En ce qui concerne tous les génes, la réaction de PCR est réalisée sur le brin antisens.
Ceci implique la retranscription par complémentarité pour obtenir la séquence définitive :
(Exemple : G>A en C>T pour ERCC1).

Geénotype homozygote : C/C (Déterminé G/G par la séquence)

aiG

E S c G A C¢C T G C G ¢
Génotype homozygote : T/T (Déterminée A/A par la séquence).

m

E S c 6 A C T G € G C

Génotype hétérozygote : C/T (Déterminée G/A par la séquence).

GIA

Témoins négatif

Figure 22 : Exemple d’un pyrogramme obtenu pour le SNP rs11615 du géne ERCC1.
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I- 4- Impact du polymorphisme ¢.1196G>A du gene XRCC1 sur le risque de

survenue du CCR

Le tableau 1V presente la distribution des fréquences alléliques et génotypiques du
polymorphisme ¢.1196G>A (p.Arg399GIn) du géne XRCC1 chez 129 malades et 148 témoins
de la population de 1’Ouest Algérien, le groupe des témoins étant en équilibre d'Hardy-
Weinberg (x2= 0,97, p=0,32).

La distribution allélique de ce polymorphisme chez la population de témoins nous a

399 399) est I’alléle mineur;

révélé que ’alléle G (Arg™) est I’alléle majeur et que ’alléle A (Gln
leurs fréquences sont respectivement de 0,75 et 0,25. Chez les patients, les fréquences de ces
deux alleles sont de 0,80 et 0,20.

Concernant la distribution des génotypes de ce SNP, la fréquence du génotype (GG)
est de 61,24% chez les cas contre 45,72% chez les témoins. Celle du génotype (AG) est de
36,43% chez les cas contre 40,54% chez les témoins et celle du génotype (AA) est de 2,32%
chez les cas et de 4,72% chez les témoins (Tableau IV).

Les fréquences alléliques et génotypiques de ce SNP ont été comparées entre les cas et
les contrbles. L’analyse statistique ne démontre aucune différence significative dans la
distribution des fréquences alléliques et génotypiques entre les cas et les témoins (p>0,05).
Aucune association n’a été révélée au niveau allélique ou génotypique entre le CCR et ce

polymorphisme.

Tableau 1V: Distribution des fréquences alléliques et génotypiques du SNP XRCC1
€.1196G>A chez les témoins et les patients CCR

Témoins (n=148) Patients CCR (n=129) OR (95% IC) Valeur p
n (%) n (%)
Génotypes
GG 81 (45,72) 79 (61,24) 1°
GA 60 (40,54) 47  (36,43) 0,80 (0,49 - 1,31)
AA 7 (4,72) 3 (2,32 0,43 (0,07- 2,01)
Alléles
G 222 (75) 205 (80) 1°
A 74 (25) 53 (20) 0,77 (0,51- 1,15)

n:nombre, %:fréquence, OR: odds ratio, IC: Intervalle de confiance, p: signification statistique, a: génotype ou

alléle de référence.
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I-5 -Impact du polymorphisme ¢.722C>T du géne XRCC3 sur le risque de
survenue du CCR

Le tableau V présente la distribution des fréquences alléliques et génotypiques du
polymorphisme ¢.722C>T (p.Thr241Met) du gene XRCC3 chez 129 cas CCR comparés a
148 témoins de la population de 1’Ouest Algérien. Le groupe des témoins est en équilibre
d'Hardy-Weinberg (x2= 0,109, p=0,74).

La distribution des fréquences alléliques chez les témoins montre que [’allele C
(Thr241) est I’allele majeur et I’allele T (Met241) est I’alléle mineur. Les fréquences des alleles
C et T sont similaires chez les cas et les témoins avec les valeurs respectives de 0,61 et 0,38.

La distribution génotypique indique que 34,9 % des patients CCR sont homozygotes
(CC), 52,7% sont hétérozygotes (CT) et 12,4% sont homozygotes (CC). Dans le cas des
témoins, 37,2 % sont de génotype (CC), 48,6 % sont de génotype (CT) et 14,2 % sont de
génotype (TT).

Lorsque nous avons évalué I'association entre XRCC3 et le risque de CCR, il n'y avait
pas de différence statistiguement significative dans la distribution des fréquences
génotypiques et alléliques entre les cas et les témoins (p> 0,05). Aucune association n’existe

donc entre ce polymorphisme et la survenue de CCR dans notre population.

Tableau V: Distribution des fréquences alléliques et genotypiques du SNP XRCC3 ¢.722C>T

chez les témoins et les patients CCR.

Témoins (n=148) Patients CCR (n=129) OR (95% IC) Valeur p
n (%) n (%)
Génotypes
CcC 55 (37,2) 45  (34,9) 1#
CT 72 (48,6) 68 (52,7) 1,15 (0,69 - 1,93) 0,58
TT 21 (14,2) 16 (12,4) 0,93 (0,43 - 1,99) 0,85
Alléles
C 182 (61) 158 (61) 18
T 114 (38) 100 (38) 1,01 (0,72 -1,42) 0,95

n:nombre, %: fréquence, OR: odds ratio, IC: Intervalle de confiance, p: signification statistique, a: génotype ou

alléle de référence.
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I- 6- Impact du polymorphisme ¢.354C>T du géne ERCCL sur le risque de
survenue du CCR

La distribution des fréquences alléliques et génotypiques pour le polymorphisme
€.354C>T (p.Asnl118=) du gene ERCC1 parmi les sujets de notre étude est reportée sur le
tableau VI. Le test y2 montre que la population témoin est en équilibre de Hardy-Weinberg
(x2= 0,46, p=0,49).

L’alléle majeur dans notre population est 1’allele C tandis que I’allele mineur est
I’allele T. En effet, la fréquence de 1’allele C est de 0,58 chez les témoins contre 0,55 chez les
malades. Celle de I’all¢le T est de 0,42 chez les sujets sains contre 0,45 chez les cas.

La distribution des fréquences génotypiques chez les témoins est de 35,13%, 45,94%
et 18,91% respectivement pour les genotypes (CC),( CT) et (TT). Chez la population des cas,
les fréquences génotypiques sont de 30,23% pour le génotype (CC), 48,83% pour le génotype
(CT) et 20,93% pour le génotype (TT).

Les fréquences alléliques et génotypiques de ce SNP ont été comparées entre les cas et les
contrbles. Cette comparaison indique que leur distribution est homogéne et ne présente
aucune différence statistiquement significative (p>0,05). Nos résultats montrent une absence

d’association entre ce SNP et le CCR dans notre population.

Tableau VI: Distribution des fréquences alléliques et génotypiques du SNP ERCC1
€.354C>T chez les témoins et les patients CCR.

Témoins Patients CCR OR (95% IC) Valeur p
n (%) n (%)
Génotypes
CcC 52 (35,13) 39  (30,23) 12
CT 68 (45,94) 63  (48,83) 1,23 (0,72 - 2,11) 0,44
1T 28 (18,91) 27  (20,93) 1,28 (0,65- 2,51) 0,46
Alléles
C 172 (58) 141 (55) 12
T 124 (42) 117 (45) 1,15 (0,82-1,61) 0,41

n:nombre, %: fréquence, OR: odds ratio, IC: Intervalle de confiance, p: signification statistique, a: génotype ou

alléle de référence.
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I- 7- Impact du polymorphisme ¢.2251A>C du géne ERCC2 sur le risque de
survenue du CCR

Le tableau VII montre la distribution des fréquences alléliques et génotypiques du
polymorphisme ¢.2241A>C (p.Lys751GIn) du gene ERCC2 chez 129 patients CCR et a 148
sujets sains de la population de 1’Ouest Algérien. Dans le groupe des temoins, la distribution
génotypique est conforme a 1I’équilibre d'Hardy-Weinberg (x2=0,53, p=0,46).

71y est supérieure a celle de

Nos résultats montrent que la fréquence de 1’allele A (Lys
I’allele C (GIn™) dans notre population témoin (74% et 26% respectivement), ceci indique
que ’alléle A est I’alléle majeur et I’allele C est 1’allele mineur. Chez les malades, les alléles
A et C ont des fréquences alléliques respectives de 71% et 29%.

Le tableau VII montre que chez les témoins, 82 (55,4%) sont homozygotes (AA), 54
(36,5%) sont hétérozygotes (AC) et 12 (8,1%) sont homozygotes (CC). Chez les patients
CCR, le génotype (AA) a été retrouvé a une fréquence de 46,9%, le génotype (AC) a 43,4% et
le génotype (CC) a 7%.

Aprés comparaison des fréquences alléliques et génotypiques entre les cas et les
témoins, il ressort qu’il n’existe aucune différence statistiquement significative dans la
distribution des fréquences alléliques et génotypiques (p>0,05). Ces résultats suggerent qu’il

n’y a pas d’association entre ce polymorphisme et le risque de CCR dans notre population.

Tableau VII: Distribution des fréquences alléliques et génotypiques du SNP ERCC2
€.2251A>C chez les témoins et les patients CCR.

Témoins (n=148) Patients CCR (n=129) OR (95% IC) Valeur p
n (%) n (%)
Génotypes
AA 82 (55,4) 64 (49,6) 12
AC 54  (36,5) 56 (43,4) 1,33 (0,81 - 2,18) 0,26
CcC 12 (8,1) 9 (7 0,96 (0,38 - 2,42) 0,93
Alléles
A 218 (74) 184 (71) 12
C 78 (26) 74 (29) 1,124 (0,77-1,63) 0,54

n:nombre, %: fréquence, OR: odds ratio, IC: Intervalle de confiance, p: signification statistique, a: génotype

ou alléle de référence.
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I-8- Impact des génotypes combinés des polymorphismes et risque de survenue
de CCR

Afin d’évaluer I’effet combiné des polymorphismes en question sur le risque de CCR,
plusieurs genotypes combinés ont été construits. Les analyses statistiques de nos données ont
révélé un risque accru statistiguement significatif de cancer colorectal chez les malades
porteur du génotype combiné XRCC3 (CT) et ERCC2 (CC) (OR =7,33, IC 95% (1,16-46,23);
p =0,02) (Tableau VIII).

1-9- Etude de ’impact des haplotypes des polymorphismes rs25487, rs11615 et

rs13181 sur le risque de survenue de CCR

Lorsque les genes XRCC1, ERCC1 et ERCC2 se trouvent sur le méme chromosome,
une analyse des haplotypes a été menée afin de déterminer si un haplotype aurait pu étre
associé a un risque accru de CCR. Aucune association n’a été retrouvée entre les haplotypes
di- ou tri-allélique et le CCR en comparant les témoins aux sujets atteints de CCR (Tableaux
1X).

L’ensemble des résultats de 1’étude des deux polymorphismes des génes XRCC3 et
ERCC2 a fait I’objet d’un article original intitulé: «No association between XRCC3
Thr241Met and XPD Lys751GIn polymorphisms and the risk of colorectal cancer in West
Algerian population : a case-control study ». Cet article est publié dans la revue Medical
oncology Volume 31 N° 05, Avril 2014 (Moghtit et al, 2014).
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XRCC3 rs861539
XRCC1 cC cT T
rs25487 T M OR(@%IC)  p T M OR@5%IC)  p T M OR(95%IC) D
n n n N n n
GG 31 32 1# ns 39 39 0,96(0,49-1,88) ns 11 8 0,70(0,25-198)  ns
GA 18 11 059(0,24-145) ns 33 27 0,79(0,39-161) ns 9 8 086(029-251) ns
AA 6 1 0,1(0,003-1,48) ns 0 2 / ns 1 0 / ns
ERCC1 rs11615
rs25487 [ T M OR(95%IC) p T M  OR(95%IC) p T M  OR(95%IC) p
n n N N n n
GG 31 22 1# ns 35 38 1,52(0,74-3,12) ns 15 18 1,69(0,70-4,06)  ns
GA 19 15  1,11(0,46-2,65) ns 28 24 1,20(0,55-2,61) ns 13 9 097(0,35-267) ns
AA 2 2 1,4(0,09-20,69) ns 5 1 0,28(0,005-2,82) ns 0 0 / ns
ERCC2 rs13181
XRCC1 AA AC cc
rs25487 [T M OR(95%IC) p T M  OR(95%IC) p T M  OR(95%IC) p
n n N N n n
GG 44 38 1# ns 30 38 1,46(0,76-279) ns 7 3 049007-238) ns
GA 34 23 0,78(0,39-155) ns 21 18 0,99(0,46-2,13) ns 5 6 1538039-491) ns
AA 4 3 086(012-549) ns 3 0 / ns 0 0 / ns
ERCC1 rs11615
XRCC3 cC cT =T
rs861539 [T M  OR(95%IC) p T M  OR(9%IC) p T M  OR(9%IC) p
n n N N n n
cC 13 15 1# ns 28 17 0,52(0,20-1,36) ns 1 7 0550,17-183) ns
CT 31 17 047(0,18-122) ns 32 37 1,002(0,42-2,41) ns 5 9 156(014-584) ns
TT 11 13 1,02(0,34-3,05) ns 12 14 1,01(0,34-294) ns 5 0 / ns
ERCC2 rs13181
XRCC3 AA AC cC
rs861539 [ [T M  OR(95%IC) p T M  OR(95%IC) p T M  OR(9%IC) p
n n n N n n
cC 11 6 1# ns 9 9 183(047-7,12) ns 1 1 183009348 ns
CT 40 37 1,67(0,56-504) ns 30 23 1,405(0,45-4,36) ns 2 8 733(1,16462) 0,02°
TT 31 21 1,24(0,39-387) ns 15 23 281(0,85-9,22) ns 9 1 020002201) ns
ERCC2 rs13181
ERCC1 AA AC cc
rsl1615 [ T M  OR(95%IC) p T M OR(95%IC) p T M  OR(95%IC) P
n n n N n n
cC 36 27 1# ns 13 11  1,12(0,43-2,90) ns 3 1 04(000859) Ns
CT 33 30 1,21(0,60-2,44) ns 32 31  1,29(0,64-26) ns 4 2 0660005507  Ns
TT 13 7 0,71(0,25-2,04) ns 9 14 207(0,78-549) ns 5 6 16044579  ns

T : témoins, M :

malades, n:nombre, OR: odds ratio, IC: Intervalle de confiance, p: signification statistique,

a: génotype combiné de référence, ns : non significatif, * : signification statistique.
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Tableau IX : Etude haplotypique.

Haplotypes Témoins Malades OR (1C95%) Valeur p
% (n) % (n)
ERCC2/ERCC1
AC 0,48 (142) 0,47 (121) 1°
AT 0,26 (77) 0,25 (65) 0,99 (0,65-1,49) 0,96
CC 0,10 (30) 0,07 (18) 0,70 (0,37-1,32) 0,27
CT 0,16 (47) 0,21 (54) 1,34 (0,85-2,13) 0,20
ERCC2/XRCC1
AG 0,55 (163) 0,56 (145) 12
AA 0,19 (56) 0,15 (39) 0,78 (0,49-1,24) 0,30
CG 0,20 (59) 0,23 (59) 1,12 (0,73-1,72) 0,58
CA 0,06 (18) 0,06 (15) 0,94 (0,45-1,92) 0,85
ERCC1/XRCC1
CG 0,44 (130) 0,41 (106) 12
CA 0,14 (41) 0,12 (31) 0,92 (0,54-1,57) 0,78
TG 0,30 (89) 0,38 (98) 1,35 (0,91-1,98) 0,12
TA 0,11 (33) 0,08 (21) 0,78 (0,42-1,42) 0,42
ERCC2/ERCC1/XRCC1
ACG 0,32 (95) 0,30 (77) 12
ACA 0,10 (32) 0,08 (21) 0,80 (0,43-1,52) 0,5
ATG 0,23 (68) 0,26 (67) 1,21 (0,77-1,91) 0,39
ATA 0,07 (23) 0,07 (18) 0,96 (0,48-1,91) 0,92
CCG 0,11 (33) 0,12 (31) 1,15 (0,65-2,05) 0,61
CCA 0,04 (12) 0,03 (8) 0,82 (0,32-2,11) 0,68
CTG 0,08 (24) 0,11 (28) 1,43 (0,77-2,68) 0,25
CTA 0,03 (9) 0,03 (8) 1,09 (0,4-2,97) 0,85

OR: odds ratio, IC: Intervalle de confiance, p: signification statistique, a: haplotype de référence.
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Abstract Colorectal cancer (CRC) is a complex and mul-
tifactorial disease, in which genetic and environmental factors
both seem to play a part. Many epidemiological studies have
explored the association between genetic polymorphisms of
X-ray repair cross-complementing group 3 (XRCC3)
(Thr241Met) and Xeroderma pigmentosum group D (XPD)
lysine to glutamine at codon 751 (Lys751Gln) and risk of CRC
in various populations; however, the results are controversial.
We conducted this case-control study in a West Algerian
population to assess the potential role of this genetic poly-
morphism on the risk of CRC in this population. Genomic
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DNA was extracted from blood samples collected from 129
sporadic CRC patients and 148 normal controls. The poly-
morphisms were determined by pyrosequencing technique.
The distribution of XRCC3 Thr241Met and XPD Lys751GIn
genotypes among controls did not differ significantly from
those predicted by the Hardy—Weinberg distribution
(p > 0.05). There were no significant differences in the
genotypes distribution and allele frequencies between CRC
patients and controls. A significant association was found
between the combined heterozygous of XRCC3 and homo-
zygous variant of XPD gene and CRC. This isthe first study on
DNA repair genetic polymorphisms in West Algerian popu-
lation, and it suggests that the XRCC3 Thr241Met and XPD
Lys751GIn polymorphisms may not be associated with the
CRC risk in this population.

Keywords XRCC3 - XPD - Polymorphism -
Susceptibility - Colorectal cancer - West Algerian
population

Introduction

Colorectal cancer (CRC) is one of the most frequent
common types of malignancy as well as leading cause of
death around the world, accounting for nearly one million
new cases diagnosed and half a million deaths annually [1].
Incidence rates vary widely according to region: it is high
in developed countries and seems to be low in developing
countries [2]. This type of cancer is obviously a significant
public health problem in Algeria. In Western Algeria, the
annual incidence of CRC approaches 10 cases per 100,000
inhabitants (8.4/100,000 males and 9.5/100,000 females)
and it ranks third for all cases of cancer in both men and
women [3].
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Most cases of CRCs arise sporadically, indicating that
cancer occurs in individuals without a family history of the
disease. The sporadic CRC has a complex etiology,
believed to be caused by a combination of multiple genetic
and environmental factors that expose certain individuals at
a higher risk [4]. Numerous association studies of CRC
susceptibility genes have revealed many critical genes,
including those involved in DNA damage repair [5, 6].

DNA repair plays an important role in the maintenance
of genomic stability by correcting DNA alterations caused
by endogenous and exogenous genotoxic agents. Depend-
ing on the type of the damage, five major DNA repairing
mechanisms have been described in mammalian cells: base
excision repair (BER), nucleotide excision repair (NER),
double-strand break repair (DSBR), mismatch repair
(MMR) and inter-strand crosslink repair (ICLR) [7, 8].
Single nucleotide polymorphisms (SNPs) in DNA repair
genes may be associated with reduced DNA repair capacity
and may therefore be related to the development of cancer.
Among known genetic polymorphisms in DNA repair
genes, X-ray repair cross-complementing group 3 (XRCC3)
and the Xeroderma pigmentosum group D (XPD, ERCC2)
have been the most frequently studied.

The XRCC3 gene (MIM:600675), which is located at
chromosome 14q32.3, encodes a member of an emerging
family of Rad-51 related proteins that participates in the
repair of DNA double-strand breaks via homologous
recombination DSBR to maintain chromosome stability [9,
10]. XRCC3 is a polymorphic gene where many SNPs have
been already described. The most common polymorphism
consists in a C18607T transition (rs861539) at exon 7
resulting in an amino acid change at codon 241
(Thr241Met) [11]. This polymorphism has been reported to
be associated with the development of some cancers such
as bladder [12], skin [13], breast [14], lung and colorectal
[15] cancers.

The XPD gene (MIM: 126340), also known as excision
repair cross-complementation group 2 (ERCC2), is mapped
at chromosome 19q13.3 and is involved in transcription
initiation and in the NER pathway which repairs bulky
adducts and UV-induced DNA damage. The XPD gene
product has ATP-DNA dependant helicase activity and also
acts as a subunit of the basal transcription factor TF2/
TFIIH complex [16]. Mutations in XPD can alter its heli-
case activity, indicating relatively low DNA repair capacity
and thus contribute to the carcinogenesis [ 17]. A SNP at the
exon 23 (A35931C, rs13181), which causes a non-synon-
ymous substitution of Lysine to Glutamine at codon 751
(Lys751GIn) [11], has been studied extensively for its
association with various types of cancer [18-21].

A large number of epidemiological studies in different
populations have investigated the role of these polymor-
phisms on CRC risk, and the results are conflicting. Since
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no reported studies are available from Algerian population,
we conducted this case-control study to determine the
possible effect of XRCC3 Thr24 1Met and XPD Lys751GlIn
polymorphisms on the CRC risk in a West Algerian
population.

Materials and methods
Study population and sample collection

In this case—control genetic association study, two com-
parable groups were selected. The case group included a
total of 129 unrelated patients diagnosed with sporadic
CRC (84 male and 45 female subjects with age range of
27-72 years) treated at the Oran University Hospital
Center (CHU) and the Anti-Cancer Center of Oran (CAC),
recruited from 2007 to 2012. A gquestionnaire was admin-
istered to each patient in order to gather basic demographic
and clinical data smoking habits, alcohol use and personal/
family medical history. The control group, composed of
148 normal healthy individuals (94 male and 54 female
subjects aged between 25 and 64 years), came from the
general population and had no history of any type of can-
cer. All participants included in the present study were
from the Western Algeria and gave their written informed
consent before investigation.

Approximately 10 ml of peripheral blood samples were
collected in EDTA tubes and stored at —20 °C until
analysis.

DNA Extraction

Genomic DNA was isolated from peripheral blood leuko-
cytes using standard salting out procedure, involving
sodium dodecylsulfate (SDS)/proteinase K digestion fol-
lowed by ethanol precipitation [22].

SNP genotyping by pyrosequencing

We genotyped all patients and control samples for the
XRCC3 and XPD polymorphisms using pyrosequencing
technology. First, fragments were directly amplified from
genomic DNA with one of the primers biotinylated.
Primers for amplification and sequencing were designed
using PSQ Assay Design software version 1 (Biotage AB);
primer sequences are listed in Table 1.

The polymerase chain reaction (PCR) was carried out in
a 96-well plates using a final volume of 50 pl containing
I1X PCR buffer, 1.5 mM of MgCl,, 0.2 mM dNTPs,
0.2 uyM of each primer and 1U Tag DNA polymerase
(Invitrogen). Thermal cycling conditions for the XRCC3
were as follows: 95°C for 5min, 45 cycles with
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Table 1 Primer sequences

SNP Forward primer (5'-3") Reverse primer (5'-3) Sequencing primer (5'-3')
XRCC3 *CGCCTGGTGGTCATCATCGACT ATACGAGCTCAGGGGTGCAAC TGCTCAGCTCACGCA
Thr241Met

XPD *TGGAGCAGCTAGAATCAGA CCTGCGATTAAAGGCTGTGGA GCAATCTGCTCTATCCTC
Lys751GlIn

* Biotinylated (Biotin group added to the 5’ primer)

denaturation at 95 °C for 40 s, annealing at 64 °C for 40 s,
extension at 72 °C for 20 s and a final extension at 72 °C
for 10 min. For XPD, the initial denaturation step was
performed at 95 °C for 5 min followed by 45 cycles at
95 °C for 20 s, 58 °C for 20 s, 72 °C for 20 s and finally
5 min at 72 °C.

The biotinylated PCR products were then captured on
streptavidin-sepharose-coated beads denatured and
washed. The pyrosequencing primer was added and
annealed to the captured strand. The pyrosequencing
reaction was performed as recommended by the manufac-
turer’s instruction, using PyroMark MD system (Biotage
AB) in combination with a SNP Reagent Kit which con-
tained the enzyme, substrate and nucleotides. The
sequencing data were analyzed with PSQ 96MA SNP
software (Biotage AB).

Statistical analysis

Polymorphic genotypes were categorized into homozygous
wild, heterozygous and homozygous variant. A chi-square
(¥2) test was performed for each polymorphism to deter-
mine whether the control sample demonstrated Hardy-
Weinberg equilibrium and to compare the distribution of
genotypes frequencies between CRC cases and controls.
The odds ratios (OR) and 95 % confidence interval (CI)
were determined with logistic regression analysis in order
to evaluate the association between XRCC3 (Thr241Met)
and XPD (Lys751GlIn) polymorphisms and CRC suscepti-
bility. A p value < 0.05 was considered as statistically
significant. All statistical analyses were performed with
Epi-Info™ version 7 software.

Results

The distribution of gender and age group among study
subjects are given in Table 2. The mean age of CRC cases
was 53.89 + 12.75 years while the mean age of controls
was 43.33 £ 11.49 years. CRC incidence was higher
among individuals more than 50 years compared to those
less than 50 years. Comparing the incidence of CRC
between males and females, males were more commonly

—
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Table 2 Distribution of sex and age among cases and controls

Variable Controls CRC Patients p value
(n = 148) n (%) (n = 129) n (%)

Gender
Male 94 (63.51) 84 (65.12) 0.78
Female 54 (36.49) 45 (34.88)

Age (in years)
<50 72 (48.65) 49 (37.98) 0.07
250 76 (51.35) 80 (62.02)

Mean + SD 433+ 115 539 +127

n number, % frequency

Table 3 Distribution of genotypes and frequency of alleles of the
XRCC3 Thr241Met polymorphism and its association with risk of

colorectal cancer

Controls CRC Patients OR (95 % CI)  p value
(n=148) (n=129)
n (%) n (%)
Genotype
Thr/Thr 55(37.2)  45(34.9) 1#
Thr/Met 72 (486) 68 (52.7) 1.15 (0.69-1.93) 0.58
Met/Met 21 (142) 16(124)  0.93 (0.43-1.99) 0.85
Allele
Thr 182 (61) 158 (61) 1#
Met 114 (38) 100 (38) 1.01 (0.72-1.42) 0.95

n number, % frequency, OR odds ratio, C/ confidence interval, p
significance

* Genotype saved as reference category

affected than females (65 vs. 34 9%). There was no stati-
cally significant difference in mean age and gender distri-
butions between cases and controls, indicating a well
matched study population (p > 0.05).

We have determined the frequencies of two non-syn-
onymous polymorphisms: XRCC3 Thr241Met, XPD
Lys751Gln in CRC patients and matched controls in order
to evaluate their possible association with the risk of CRC.
Tables 3 and 4 summarize the distribution of the allele and
genotype frequencies between cases and control subjects;
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Table 4 Distribution of

Controls (n = 148) CRC Patients (n = 129) OR (95 % CI) p value
genotypes and frequency of n (%) n (%)
alleles of the XPD Lys751GIn
polymorphism and its Genotype
association with risk of Lys/Lys 82 (55.4) 64 (496) 12
colorectal cancer
Lys/Gln 54 (36.5) 56 (434) 1.33 (0.81-2.18) 0.26
n number, % frequency, OR GIn/Gln 12 (8.1) 9 (7.0) 0.96 (0.38-242) 0.93
odds ratio, C/ confidence Allele
interval, p significance Lys 218 (74) 184 (71) o
Genotype saved as reference Gln 78 (26) 74 (29) 1.124 (0.77-1.63) 0.54
category
Table 5 Combined effect of Genotype Controls (n = 148)  CRC patients (n = 129)  OR (95 % CI) p value
XRCC3 and XPD genotypes on XRCC3I-XPD n n
risk colorectal cancer
Thr/Thr-Lys/Lys 11 6 1#
Thr/Thr-Lys/Gln 9 9 1.83 (0.47-7.12) 0.38
Thr/Thr-Gln/Gln 1 1.83 (0.096-34.8)  0.68
n number, % frequency, OR Thr/Met-Lys/Lys 40 37 1.67 (0.57-5.04) 0.34
odds ratio, CI confidence Thr/Met-Lys/Gln 30 23 1.40 (0.45-4.36) 0.55
interval, p significance Thr/Met—Gln/Gln 2 8 7.33 (1.1646.23)  0.02%
* p < 0.05 considered as MetMet-Lys/Lys 31 21 1.24 (0.40-3.88) 0.71
statistically significant MetMet-Lys/Gln 15 23 281 (0.86-922) 0.8
Genotype saved as reference  \poonvie Gin/Gln 9 1 020 (0.02-201)  0.14

category

all distributions were in Hardy-Weinberg equilibrium
(Thr241Met: 32 = 0.109, p =0.741; Lys751Gln: 32 =
0.533, p = 0.465). There were no significant differences in
the genotypes distribution and allele frequencies between
cases and controls (p > 0.05).

The results of the gene-gene interaction of XRCC3
Thr241Met and XPD Lys751Gln genotypes of study sub-
jects are shown in Table 5. There was a statistically sig-
nificant increase in risk of CRC in cases carrying combined
XRCC3 Thr/Met and XPD Gln/Gln genotypes (OR = 7.33,
95 % CI 1.16-46.23, p = 0.02).

Discussion

In the present work, we conducted a case—control study
consisting of 129 confirmed CRC cases and 148 controls to
investigate the relationship between the functional poly-
morphisms XRCC3 Thr241Met and XPD Lys751GIn and
the risk of CRC in a Western Algerian population. In
addition, we compared the allelic frequencies of the
XRCC3 and XPD genes variants in our population to those
observed in different countries. To our knowledge, this is
the first time that the association of these two
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polymorphisms with CRC is analyzed in an Algerian
population sample.

XRCC3 protein facilitates the formation of a nucleopro-
tein filament complex with RAD5I-C that assists RADSI-
mediated strand invasion [9, 10, 23]. XRCC3 mutant cells
show a high frequency of multiple centrosomes and abnor-
mal spindle formation, and present increased sensitivity to
DNA damaging agents [24]. Previous studies have shown
that a common polymorphism at codon 241 of XRCC3 gene
(Thr to Met) modifies the characteristics of the protein. The
XRCC3 Met**! variant allele has been reported to present
relatively high DNA adduct levels in lymphocytes, which
may result in reduced DN A repair capacity [25]. The XRCC3
Met**! allele has been extensively studied and its frequency
changes with ethnicity. In our population, the frequency of
Met**! allele among healthy controls (0.38) was similar to
those reported in Saudi Arabia [26], Spain [27] and Ameri-
can populations [28], whereas it was slightly higher than the
frequency in Polish [29], Danish [30] Indian [31] and Italian
populations [15]. This frequency was much higher than those
reported in Asian populations: Taiwan [32], Thailand [33]
and China [34]. On the other hand, it was slightly lower than
the frequency in Tunisia [35], UK [36], Norway [21], Turkey
[37] and France [38] populations.
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On examining the risk, we found no significant associ-
ation between the XRCC3 Thr241Met polymorphism and
CRC occurrence. Lack of association between this poly-
morphism and CRC is in accordance with data on Nor-
wegian [21] and Polish [29] populations. In contrast, a
case—control study conducted in a Southern Italian popu-
lation reported that the Met allele was statistically associ-
ated with CRC risk [15]. Also, a Chinese study showed that
the Met allele was moderately associated with CRC [34].
However, Mort et al. [36] observed that individuals with
the Thr/Thr genotype had an increased risk of CRC in the
British population. The results of Yeh et al. [32] have also
shown that the XRCC3 Thr**! allele was associated with a
significantly increased risk of CRC in Taiwan. Likewise,
the XRCC3 Met®*! allele showed a protective tendency
against rectal cancer in Indian population (OR = 0.68,
95 % CI 0.46-1.02) [31]. Recently, Wang and Zhang
performed a meta-analysis involving 15 case—control
studies with a total of 4,475 cases and 6,373 controls [39].
The results from this pooled analysis concluded that the
XRCC3 Thr241Met polymorphism could represent a sus-
ceptibility gene for CRC with a low penetrance.

The XPD protein participates in the unwinding of the
DNA double-stranded helix around the damaged site to
allow the removal of DNA lesions [17]. In addition, it is
also required for p53-dependent apoptosis and cell cycle
regulation [40]. Mutations in the XPD gene may alter the
protein function and abolish its enzymatic activity. Several
polymorphic variants in this gene have been identified, and
XPD Lys751GIn is the most common polymorphism in the
gene; it is located in the important interaction domain (C-
terminal) with the p44 protein, which stimulates XPD by
activating its helicase activity [41]. It has been shown
recently that the Lys751Gln reduces the ERCC2 protein
expression by decreasing the ERCC2 mRNA stability [42].
Thus, it is the most widely studied polymorphism with
regard to cancer association. In our study on Western
Algerian CRC patients, we observed no association of the
XPD Lys751GIn with CRC risk. These observations are
similar to findings from several previous studies conducted
in various ethnic groups [21, 31, 32, 36, 43-45]. Moreover,
a recent meta-analysis of 15 case—control studies (includ-
ing a total of 3,042 cases and 4,627 controls) also sug-
gested that XPD Lys751Gln is not associated with CRC
development [46]. However, an increased risk of low-risk
adenomas was detected among individuals carrying the
variant XPD GIn™" allele as compared to carriers of the
Lys”! wild-type allele [21, 47]. On the other hand, phar-
macogenetic analysis suggested that the XPD Lys751GlIn
variation may influence the susceptibility to 5-fluorouracil/
oxalipatin chemotherapy among CRC patients [48]. In this
last study, the GIn”' allele was significantly associated
with a favorable survival of CRC patients. This is in
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contrast with another study in Taiwan which reported a
lower response to the treatment among carriers of this
allele [49]. Therefore, the XPD Lys751GlIn polymorphism
may be a useful pharmacogenetic determinant to define
CRC patients who are more likely to benefit from plati-
num-based chemotherapy [50].

In comparing the allele frequency of XPD Lys751GIn to
previous published data of different ethnic groups, our
study indicates that the frequency of the Gln allele was
26 %; this frequency was lower than the values found for
Indian [31], Tunisian [35], Iranian [51] and European
populations [15, 21, 42, 52-54]. It appeared to be much
higher than those reported in Taiwanese [32], Chinese [55]
and South Korean populations [56].

We analyzed the combined effect of the XRCC3 and
XPD polymorphisms with regard to CRC risk. We found
that the combination of variant homozygous XPD 751Gln/
Gln and heterozygous variant XRCC3 241 Thr/Met geno-
types was significantly associated with a higher risk of
CRC (OR =733, 95% CI 1.16-46.23, p = 0.02). No
reported studies have reached the same conclusion. Qur
results led us to hypothesis that the NER mechanism does
not influence alone the occurrence of CRC in our popula-
tion but might play a role in the development of this cancer
when combined with certain DSBR genes genotypes.
However, the possible explanation for this genotype com-
bination on risk of CRC remains to be known. Indeed, the
use of combined analysis of polymorphisms may represent
an alternative way of analyzing the overall effect of the
different genetic variants.

The difference in results between the present study and
the previous studies describing associations between these
polymorphisms studied and their allelic frequencies and the
occurrence of CCR could be explained by several factors
such as ethnicity, selection criteria of patients and controls,
and genetic heterogeneity in the pathogenesis of CRC. It is
also possible that these polymorphisms could be in linkage
disequilibrium with other putative etiological variants, such
as tobacco smoking and certain dietary components, which
would likely differ across different ethnic populations.
Unfortunately, information on these factors in our case-
control study was not available for all patients. In addition,
one of the limitations of our study is the relatively small
sample size that influences the statistical power. In fact, the
sample size is closely tied to statistical power: A larger
sample size yields higher power.

In conclusion, our findings suggest that these polymor-
phisms are not involved in genetic susceptibility to CRC in
our population. It is also likely that many variants or
common susceptibility polymorphisms of DNA repair
genes may jointly contribute to the susceptibility of CRC.
Therefore, it is important to include more variants in the
genes that participate in the same DNA repair pathways in
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order to identify genetic markers as well as gene—gene and
gene—environment interactions that may predict individual
susceptibility to CRC. However, such studies should be
performed on much larger populations in order to deal with
the statistical limitations inherent to multiple testing.
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I1- Discussion

Le génome est continuellement exposé¢ a des milliers de 1ésions d’ADN de sources
endogenes et exogénes qui peuvent nuire a la fonction cellulaire et conduire a la mort
cellulaire ou la carcinogenése. Pour éviter cela, il existe plusieurs voies de réparation
composées de complexes multi-protéiques qui peuvent gérer ces différents types de
dommages. De nombreux polymorphismes génétiques dans des génes de réparation de 'ADN
ont été identifiés et qui peuvent modifier la capacité de la réparation. L'implication de ces
variations polymorphes dans la prédisposition aux cancers est un champ majeur
d'investigation et ceci a été démontré dans un grand nombre d'études d'épidémiologie
génétique réalisees sur différentes populations, dont les résultats divergent souvent entre ces
dernieres.

Dans cette optique, nous avons mené une étude cas/témoins visant a rechercher une
éventuelle association entre des polymorphismes des geénes de réparation de I’ADN et le
risque de développer le CCR dans une population comprenant des malades atteints de CCR et
des sujets sains tous originaires de 1’Ouest Algérien. Il s’agit des polymorphismes :
€.1196G>A du gene XRCC1 (p.Arg399GIn, rs25487), le SNP ¢.722C>T du géne XRCC3
(p.Thr241Met, rs861539), le SNP ¢.354C>T du gene ERCC1 (p.Asn118=, rs11615) et le SNP
€.2251A >C du gene ERCC2 (p.Lys751GIn, rs13181). En outre, notre travail a consisté a
déterminer la distribution des fréquences alléliques des variants dans notre population en vue
de la comparer a celles obtenues ailleurs. Dans la population algérienne aucune étude de ce

genre n’a été rapportée jusqu’a présent.

Pour cette exploration, nous avons adopté une technique récente qu’est le
pyroséquengage dont nous avons cité le principe dans la partie population d’étude et
methodes. Cependant, il est important de souligner non seulement 1’originalité de cette
technique mais surtout sa facilité d’exécution. Celle-ci, tout en remplagant la technique de
séquencage autrement plus complexe et moins rapide, présente des avantages certains dont la
rapidité et la simplicité qui la rendent plus reproductible. Le principal probléeme de cette
méthode est son co(t, sinon cette technique est intéressante et efficace a grande échelle

puisqu’elle est entierement automatisée.
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Le gene XRCC1 appartient a une famille de genes de réparation de I'ADN et code pour
une protéine qui joue un rble dans la réparation par excision de base (BER). Le
polymorphisme ¢.1196G>A se produit au niveau d’une séquence trés conservée du gene
XRCCL1 et agit sur la région codante de ce gene. Ce polymorphisme consiste en une
substitution d'une Arginine par une Glutamine au niveau du codon 399 affectant ainsi
I'activité de la protéine synthétisée (Regina et al, 2007).

Chaque acide aminé a des propriéetés spécifiques telles que : la taille, la charge et le
caractére hydrophobe ou hydrophile. L’acide aminé glutamine est plus petit (146Da) que
I’arginine (174Da) et ce dernier est un acide aminé basique comparativement a la glutamine
qui n’est pas chargée. De plus, I’arginine sert de donneur de liaisons hydrogenes aux autres
acides aminés. Ces différences pourraient entrainer la perte d’interaction avec d’autres

molécules et donc un changement au niveau structural de la protéine XRCCL1 (Figure 23).

Glutamine

Arginine

Figure 23 : Les structures des acides aminés arginine et glutamine.

Ce variant est situé dans la région du domaine d'interaction BRCTI de XRCC1 avec
PARP qui représente un espace d'interaction protéine-protéine impliqué dans les mécanismes
de réparation d'’ADN BER (Masson et al, 1998).

De plus, une étude par simulation de la dynamique moléculaire du domaine BRCTI a
montré que la substitution de Arg399GIn dans la protéine XRCC1 pourrait produire des
changements conformationnels significatifs dans le domaine BRCTI faisant converger
chacune des protéines (native et polymorphe) vers une structure différente 1’'une de 1’autre
(Regina et al, 2007). En effet dans cette etude, la structure secondaire de la protéine
polymorphe présente une déviation par rapport a la structure native. Bien que le site de la
substitution lui-méme ne montre pas beaucoup de différence entre les deux structures, la

substitution semble étre responsable de la déviation majeure et des changements structurels
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secondaires au niveau de plusieurs autres sites dans le domaine de BRCTI, qu’ils soient
adjacents au site de la substitution, ou a distance de celui-ci.

En analysant plus en détail les deux structures secondaires avant et apres le
polymorphisme Arg399GIn dans la protéine, les auteurs montrent une nouvelle structure
secondaire adoptée par la protéine polymorphe (Figure 24 B) dans laquelle deux hélices alpha
et une hélice béta du domaine BRCTI ne sont plus présentes de fagon aussi évidente que dans
la structure secondaire de la protéine native (Figure 24 A) probablement a cause de leur perte
d’activité ; or ces feuillets alpha sont essentiels a I’interaction entre BRCTI et PARP lors de la

réparation de ’ADN.
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Figure 24: Structure tridimensionnelle du domaine BRCT] de la protéine XRCCL1 obtenue par

simulation de dynamique moléculaire. Tirée de (Regina et al, 2007).

A) Structure du domaine BRCT1 normal : les hélices alpha (en bleu) et les feuillets béta (en vert).
B) Structure de BRCT1 muté : les feuillets alpha (en rouge) et béta sont a peine visibles (en bleu).

En effet, des études in vitro ont montré que les cellules lymphoides d’individus

399 accumulent plus de cassures chromosomiques aprés exposition a la

porteurs de 1’allele Gln
bléomycine (agent anti-cancéreux) par rapport aux cellules des individus non porteurs de ce
polymorphisme (Wang et al, 2003). Ce polymorphisme a été bien étudié dans de nombreux
cancers et des corrélations positives ont été établies avec ces derniers, mais les résultats de ces
études ne sont pas toujours convergents.

D’apres 1’analyse de la distribution allélique du SNP Arg399GIn dans notre population

%99 et sa fréquence (MAF)

témoin, il ressort que 1’alléle mineur est représenté par 1’alléle Gln
est égale a 0,25. Cette fréquence est similaire a celle retrouvée dans les populations roumaine
(Procopciuc & Osian, 2013), mexicaine (Muniz-Mendoza et al, 2012) et les populations

asiatiques : Taiwanaise (0,27) (Yeh et al, 2005), chinoise (0,24) (Zhao et al, 2012),
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singapourienne (0,26) (Stern et al, 2007) et japonaise (0,24) (Matsuo et al, 2004); de plus, ce
résultat est compatible avec une étude récente sur la population maghrébine qui rapporte une
fréquence de 0,26 (Laantri et al, 2011). Cette fréquence est plus élevée que celle décrite chez
les égyptiens (0,14) (Abdel-Rahman et al, 2000) et les coréens (0,19) (Hong et al, 2005), et
plus basse que celle décrite chez les indiens (0,43) (Kiran et al, 2010). En revanche, elle
s’¢loigne de celle retrouvée chez nos voisins tunisiens qui ont rapporté dans une étude récente
une fréquence de 0,36 (Salah et al, 2012). Dans les populations américaine, brésilienne et
saoudienne la fréquence de I’alléle GIn®**° est respectivement de 0,32 (Stern et al, 2005), 0,34
(Duarte et al, 2005) et 0,35 (Al-Harithy & Al-Ghazzawi, 2011). Elle varie entre 0,31 et 0,39
dans les populations européennes : Turque, italienne et suédoise (0,31) (Engin et al, 2011,
Improta et al, 2008; Sanyal et al, 2004), finlandaise (0,32) (Forsti et al, 2004), portugaise
(0,33) (Varzim et al, 2003), francaise (0,35) (Moullan et al, 2003), espagnole et britannique
(0,38) (Lopez-Cima et al, 2007; Nelson et al, 2002), polonaise (0,38) (Krupa & Blasiak, 2004)
et norvégienne (0,39) (Skjelbred et al, 2006).

Les résultats de I’étude statistique n’ont montré aucune différence statistiquement
significative entre les fréquences genotypiques et alléliques des cas par rapport aux témoins
(p>0,05). On en déduit alors qu’il n’y a pas d’association entre le polymorphisme Arg399GIn
du géne XRCCL1 et le risque de survenue du CCR dans la population de 1’Ouest Algérien. Ce
résultat est en accord avec les données rapportées dans les populations : polonaise (Sliwinski
et al, 2008), autrichienne (Gsur et al, 2011), américaine (Stern et al, 2005), turque (Canbay et
al, 2011; Engin et al, 2011), mexicaine (Muniz-Mendoza et al, 2012), italienne (Improta et al,
2008) et japonaise (Matsuo et al, 2004). De méme, deux méta-analyses ont aboutit a la méme
conclusion (Liu et al, 2013; Wang et al, 2010a). En revanche, d’autres études ont rapporté une
association significative entre l'allele muté et la survenue du CCR, notamment celles menées
sur la population chinoise (Tian et al, 2013), indienne (Wang et al, 2010b), égyptienne
(Abdel-Rahman et al, 2000), polonaise (Krupa & Blasiak, 2004) et roumaine (Procopciuc &
Osian, 2013). Paradoxalement, une diminution du risque de CCR est suggérée chez les
saoudiens (Al-Harithy & Al-Ghazzawi, 2011) et les norvégiens (Skjelbred et al, 2006).
Similairement, une méta-analyse portant sur 3514 cas de CCR et 4686 témoins d’origines
ethniques différentes rapporte un effet protecteur du génotype (AA) (OR=0,84, 95%IC (0,72-
0,97),p=0,02) (Jiang et al, 2010). Inversement, 1’étude menée sur la cohorte taiwanaise
constituée de 727 patients atteints de CCR et 736 témoins a révélé que le risque de CCR dans

cette population est plutét associé au génotype (GG) (Yeh et al, 2005).
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Le polymorphisme du géne XRCC1 semble étre un facteur de bon pronostic sur la
survie et la réponse chez les patients recevant des traitements a base de sels de platine. Dans
une étude du groupe de Stoehlmacher, sur une population de 61 patients atteints de CCR et
traités par oxaliplatine, les résultats ont montré une proportion de répondeurs plus élevée chez
les patients de génotype homozygote commun (GG) que chez les autres patients
(Stoehlmacher et al, 2001).

XRCC3 est un membre de la famille des protéines Rad51 et interagit avec d'autres
protéines de la famille pour contribuer a la réparation par recombinaison homologue
(Brenneman et al, 2000; Khanna & Jackson, 2001; Liu et al, 1998). Les cellules déficientes en
XRCC3 présentent une sensibilité accrue aux agents endommageant I'ADN et une diminution
significative dans la fréquence de réparation des cassures double brin par recombinaison
homologue. De plus, ces cellules présentent une fréquence élevée d'anomalies de centrosomes
et de défauts de ségrégation chromosomique. En conséquence, le gain ou la perte de
chromosomes accélérera la progression tumorale en induisant de multiples altérations
génétiques requises pour 1’acquisition d’un phénotype tumoral, comme la perte de genes
suppresseurs de tumeur ou [D’amplification d’oncogénes (Griffin, 2002). Un des
polymorphismes les plus étudiées de XRCC3 est situé au niveau de 1’exon 7 (¢.722C>T,
rs861539), et est responsable d’une substitution d’une thréonine par une méthionine dans le
codon 241(p.Thr241Met). La différence entre ces deux acides aminés réside en premier dans
leurs tailles car le résidu muté est plus grand (149Da) que le résidu sauvage (119Da), cette
différence peut entrainer un changement de conformation de la protéine. En second lieu,
I’acide aminé muté est hydrophobe tandis que le sauvage est hydrophile, ce qui pourrait
conduire a la perte des liaisons hydrogénes provoquant ainsi un défaut de repliement de la
protéine (Figure 25).

Thréonine Méthionine

Figure 25 : Les structures des acides aminées : thréonine et méthionine.
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Cette substitution (Thr241Met) se trouve au niveau du domaine C-terminal et plus
précisément, prés du site de liaison a I’ATP Walker B. Il pourrait ainsi affecter I’hydrolyse de
I’ATP, entrainant alors une diminution de la capacité de réparation de I'ADN. En effet, il a été

241 ast associé a un niveau relativement élevé d'adduits d’ADN

rapporté que l'allele variant Met
des lymphocytes (Matullo et al, 2001).

L’alléle Met**! a été largement étudié et sa fréquence varie selon l'origine ethnique.
Dans notre population, sa fréquence est de 0,38, elle est similaire a celle rapportée en Arabie
saoudite (0,39) (Al-Hadyan et al, 2012), en Espagne (0,36) (Lopez-Cima et al, 2007) et en
Amérique (0,37) (Curtin et al, 2009), tandis qu'elle est plus élevée que celle décrite chez les
polonais (0,26) (Krupa et al, 2011), les danois (0,24) (Curwen et al, 2011), les indiens (0,17)
(Wang et al, 2010b) et les italiens (0,25) (Improta et al, 2008). D'autre part, cette fréquence
est 1égérement inférieure a celle rapportée dans les populations : Tunisienne (0,47) (Ben Salah
et al, 2012), britannique (0,46) (Mort et al, 2003), norvégienne (0,40) ( (Skjelbred et al, 2006),
turque (0,41) (Canbay et al, 2011) et francaise (0,44) (Benhamou et al, 2004). La fréquence la
plus faible est observée chez les asiatiques: Taiwan (0,06) (Yeh et al, 2005), Thailande (0,05)
(Settheetham-Ishida et al, 2011) et la Chine (0,08) (Zhao et al, 2012).

Dans la présente étude, les résultats de 1’analyse de ’association indiquent que ce SNP
n’a aucun impact significatif sur le risque de CCR dans la population de I’Ouest Algérien. Le
méme résultat a été rapporté dans les populations norvégienne (Skjelbred et al, 2006) et
polonaise (Krupa et al, 2011). En revanche, une étude cas/témoins menée sur une population
du sud de I'ltalie a indiqué que l'alléle Met®*" est associé & un risque de CCR (Improta et al,
2008). En outre, une autre étude a montré que cet alléle est associé a un risque modérément
accru du CCR dans la population chinoise (Zhao et al, 2012). Paradoxalement, Mort et ses
collaborateurs ont observé que les individus porteurs du génotype (Thr/Thr) avaient un risque
accru de cancer colorectal dans la population britannique (Mort et al, 2003). De plus, les
résultats de Yeh et ses collaborateurs (Yeh et al, 2005) ont montré que l'alléle Thr** a été
associé a une augmentation significative du risque de CCR dans la population taiwanaise. De
méme, un effet protecteur est conféré par l'alléle Met**! dans la population indienne (OR =
0,68) (Wang et al, 2010b). Récemment, Wang et Zhang ont réalisé une méta-analyse portant
sur 15 études cas/témoins regroupant 4475 cas et 6373 controles (Wang & Zhang, 2013). Les
241

résultats de cette analyse ont montré que I’allele Met
au CCR.

pourrait contribuer a la susceptibilité
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La protéine ERCC1 a été abondamment étudiée au cours de ces dernieres années.
C’est un membre essentiel de la voie de réparation NER. Le partenaire obligatoire d’ERCC1
est la sous-unit¢é XPF qui porte ’activité endonucléasique. Le role de 1’hétérodimére
XPF/ERCCI1 est de réaliser la coupure de I’ADN du c6té 5' par rapport a la Iésion. La plupart
des informations sur I’importance d’ERCCI1 ont été basées sur des observations provenant de
lignees cellulaires équipées d’un systeme de NER artificiel déficient (Ferry et al, 2000;
Weeda et al, 1997; Yu et al, 1997) et de modeéles de souris deficientes (knockout).
L’expression d’ERCCI1 est constitutive au sein des tissus de 1’organisme. En effet, le géne
ERCCL1 est sujet a plusieurs polymorphismes dont le polymorphisme silencieux (C>T)
touchant le codon 118 (exon 4) qui n'entraine pas de modifications de la séquence d’acides
aminés (p.Asnl118=). En fait, I’asparagine est codée par les deux codons AAC ou AAT. Par
rapport au codon AAC, le codon AAT est un codon rare reconnu 10 a 100 fois moins
efficacement par les ARN de transfert (ARN;) qui vont s’associer assez faiblement a la
séquence trinucléotidique mutée (Yu et al, 2000; Yu et al, 1997). La mutation silencieuse du
codon 118 semble entrainer une diminution significative de la protéine ERCCL. Il semble
donc que ce n’est pas une conséquence fonctionnelle de la mutation qui est en cause, mais
plutdt une conséquence traductionnelle. Ce SNP serait également un facteur de risque
important dans la survenue de certains cancers dont le CCR. De plus, la fréquence de ce SNP
differe selon les ethnies, et sa fréquence sur la population algérienne est encore inconnue.

Dans la présente étude, les résultats ont montré que la fréquence de 1’alléle mineur T
dans notre population est de 0,42. Une fréquence assez élevée en comparant avec celles
retrouvées dans les populations taiwanaise (0,25) (Chang et al, 2009), coréenne (0,24) (Seo et
al, 2009) et chinoise (0,26) (Ni et al, 2014). En revanche, la fréquence de I’alléle T a été
retrouvée plus élevée dans les populations : australienne (0,63) (Chua et al, 2009), américaine
(0,50) (Stoehlmacher et al, 2004) et européenne (francaise (0,53) (Viguier et al, 2005),
Espagnole (0,58) (Pare et al, 2008), italienne (0,56) (Ruzzo et al, 2007) et danoise (0,63)
(Spindler et al, 2010)). Cette exploration souffre d’une absence de données concernant les
populations maghrébines voisines, nous n’avons donc pas pu établir de comparaison avec
celles-ci.

Tres peu d’études d’association se sont intéressées a évaluer I’impact du
polymorphisme (rs11615) du géne ERCC1 sur la survenue du CCR. Dans notre population, ce
dernier ne semble pas associé au risque de CCR. Ces résultats rejoignent ceux disponibles
concernant les populations américaine (Joshi et al, 2009), norvégienne (Skjelbred et al, 2006)

et danoise (Hansen et al, 2008). Dans la population chinoise, les résultats sont contrastés
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puisque, dans 1’étude de Hou et ses collaborateurs (Hou et al, 2014) ; réalisée dans le nord du
pays ’allele T a été associé¢ a un risque accru du CCR alors que dans I’étude de Ni et ses
collaborateurs (Ni et al, 2014) ; réalisée dans le sud ; cette association n’est pas retrouvée.

De nombreuses études cliniques ont associé ce polymorphisme et son expression a la
réponse aux agents anticancéreux platinants utilisés dans la chimiothérapie du CCR (Park et
al, 2003). Pour rappel, I’oxaliplatine est un médicament anticancéreux utilisé dans la
chimiothérapie du CCR. Il agit en formant des liaisons covalentes avec 1’ADN, responsables
de pont inter et intra brin. Les génes du systéme de réparation NER, dont ’ERCC1, jouent un
role important dans la réparation de ces Iésions. En effet, le niveau d’expression de la protéine
ERCCL1 est corrélé a la capacité de réparation de I’ADN et influence donc la réponse aux sels
de platine. Ce polymorphisme a été étudié dans les tissus normaux des 91 patients avec un
CCR métastatique et traités avec 1’association 5-FU et oxaliplatine (Viguier et al, 2005). La
réponse objective au traitement a été significativement augmentée chez les patients (TT) par
rapport aux patients (CT) ou (CC). Ces résultats ont été confirmés par d’autres études plus
récentes (Li et al, 2012; Yin et al, 2011).

La protéine ERCC2 est une ADN hélicase a polarité 5°-3°, ATP dépendante. Elle est
impliquée dans I’ouverture de I’ADN double brin autour de la lésion (Sung et al, 1993) et elle
fait partie du facteur de transcription TFIIH (Coin et al, 2008). TFIIH joue un rdle double.
D’une part, il participe a I’initiation de la transcription de génes médiée par I’ARN
polymérase I1. D’autre part, il contribue au systeme de réparation NER de ’ADN endommaggé
suite a une exposition aux UV ou autres agents exogenes et endogenes. Le role de ERCC2
dans la transcription semble étre architectural, puisque des mutations dans son site ATPase ou
hélicase n’affectent presque pas I’activité transcriptionnelle de TFIIH in vitro (Coin et al,
1999; Tirode et al, 1999) etin vivo (Winkler et al, 2000). Cependant, de telles mutations
semblent étre dramatiques pour 1’activité de réparation de TFIIH; ce qui suggére fortement
que XPD est I’hélicase indispensable pour la réparation (Coin & Egly, 1998; Sung et al,
1996). Des mutations dans le gene ERCC2 peuvent altérer la structure et la fonction
biologique de sa protéine. En effet, plusieurs mutations ont été identifiées sur ce gene dont un
polymorphisme (c.2251A>C) plus commun qui cause une substitution du résidu lysine par la

glutamine en position 751 (p.Lys751GlIn).
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Les différences des propriétés d'acides aminés peuvent perturber la structure de la
protéine (Figure 26). De plus, cette substitution conduit a une perte de la charge positive de la
lysine. Donc, cette mutation pourrait étre responsable de la perte des interactions avec

d’autres molécules ainsi qu’un changement de la conformation de la protéine.

Lysine Glutamine

Figure 26 : Les structures des acides aminées : lysine et glutamine

Ce SNP a été largement étudié par rapport a son implication possible dans la
susceptibilité a développer plusieurs cancers dont le CCR.

La distribution allélique de I’alléle GIn™*

présente de larges différences entre les
ethnies. Dans notre population, il est retrouvé avec une fréquence de 0,26. Celle-ci est plus
basse que celle décrite dans les populations : indienne (0,33) (Wang et al, 2010b), tunisienne
(0,40) (Ben Salah et al, 2012), iranienne (0,56) (Hojatolah Rezaei, 2013) et européenne
(Turque (0,47) (Engin et al, 2010), danoise (0,40) (Hansen et al, 2007), polonaise (0,36)
(Jelonek et al, 2010), espagnole (0,35) (Moreno et al, 2006) et norvégienne (0,34) (Skjelbred
et al, 2006). En revanche, cette fréquence s’¢loigne de celle décrite chez les taiwanais (0,07)
(Yeh et al, 2005), chinois (0,08) (Ouyang et al, 2013) et les sud-coréens (0,06) (Park et al,
2002).

En ce qui concerne I’analyse de 1’association, nos résultats n’aboutissent a aucune
association significative entre ce SNP et le risque de CCR dans notre population. Ceci est en
accord avec les conclusions d’autres études réalisées dans différents groupes ethniques. Cette
absence d’association a ét¢ montrée notamment dans les populations britannique (Mort et al,
2003), taiwanaise (Yeh et al, 2005), américaine (Huang et al, 2006; Joshi et al, 2009),
espagnole (Moreno et al, 2006), norvégienne (Skjelbred et al, 2006) et indienne (Wang et al,
2010b). De plus, une premiere méta-analyse portant sur 15 études cas/témoins regroupant pres

de 3042 cas CCR et 4627 témoins a conclu a 1’absence d’association entre ce polymorphisme
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et le CCR (Zhang et al, 2011). En 2014, une seconde méta-analyse a confirmé ces résultats
(Zhang et al, 2014). Toutefois, un risque accru d’adénome de bas risque a été observe chez les

1 par rapport aux porteurs de 1’alléle sauvage (Bigler et al,

patients porteurs de 1’alleéle Gln
2005).

Ce SNP est situé dans le domaine C-terminal de la protéine ERCC2, ce qui devrait
entrainer théoriquement un changement conformationnel significatif de ce domaine affectant
ainsi sa fonction par manque d’interactions essentielles avec d’autres protéines de la
machinerie de réparation. Il a été montré que ce domaine est impliqué dans I’interaction avec
le domaine amino-terminal de la protéine p44, ce qui stimule 1’activité hélicase de I’ERCC2.
Cette variation pourrait ainsi fragiliser 1’interaction et conduire a une diminution de son
activité hélicase essentielle a I’ouverture de I’ADN endommagé (Monaco et al, 2009). Cette
variation pourrait expliquer la variabilité observée dans le systéeme de réparation de I’ADN et
donc le risque de cancérisation.

La protéine ERCC2 joue un rdle crucial dans la réparation de I’ADN, mais aussi dans
la régulation du cycle cellulaire. En fait, il n’est pas possible d’induire 1’apoptose médiée par
p53 dans des cellules dont les génes XPB ou ERCC2 sont mutés, mais la transfection de ces
cellules par des vecteurs contenant ces deux génes permet 1’induction de I’apoptose (Wang et
al, 1996). L’hypothese selon laquelle ERCC2 est impliquée dans le mécanisme d’apoptose est
née de la découverte d’une interaction entre les sous-unités de TFIIH ; dont la protéine
ERCC2 et la protéine p53 (Xiao et al, 1994). Ces interactions inhibent les activités
enzymatiques de TFIIH. En effet, ’interaction entre p53 et XPB/ERCC2 conduit a une
inhibition de leur activité hélicase (Leveillard et al, 1996). Cette inhibition retarderait le NER
et pourrait ainsi entrainer 1’apoptose.

D'autre part, les études de pharmacogeénétique ont suggéré que le SNP du géne ERCC2
(Lys751GIn) peut influencer la sensibilitt a la 5-FU/Oxalipatine utilisés dans la
chimiothérapie pour le CCR (Lamas et al, 2011). Dans cette derniére étude, l'alléle GIn™*
était significativement associé a une survie de patients atteints de CCR. Ceci est en
contradiction avec une autre étude au Taiwan qui a montré une réponse plus faible au
traitement parmi les porteurs de cet alléle (Lai et al, 2009). Par conséquent, ce polymorphisme
peut étre un facteur prédictif de réponse a la chimiothérapie a base de platine chez les patients

atteints de CCR (Le Morvan et al, 2007).

Puisque des interactions entre les génes de différents systéemes de réparation sont

susceptibles de contribuer ensemble au risque de CCR, une analyse des génotypes combinés a
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été réalisée. Les résultats des différentes combinaisons génotypiques révelent
qu’effectivement les patients porteurs du génotype combiné XRCC3 (CT)-ERCC2 (CC) ont
un risque accru de développer le CCR (OR = 7,33, IC 95% (1,16-46,23), p = 0,02). Aucune
étude n’a trouvé cette conclusion. Ces résultats suggerent donc une certaine interaction entre
les geénes du systtme NER et ceux du systtme DSBR dont I’effet combiné est associé au
risque de développement de CCR dans notre population. Il apparait de plus en plus évident
que les protéines impliquées dans les mécanismes de réponse aux dommages de ’ADN ne
sont pas cloisonnées mais forment un réseau étroitement imbriqué. Ainsi, 1’analyse des
génotypes combinés est une stratégie qui prend en compte la combinaison de SNP et vérifie
leur effet combiné. Elle pourrait étre plus prédictive qu’une analyse fondée uniquement sur
les SNP pris séparément. Donc, elle permet de mieux comprendre les interactions potentielles

entre les genes.

Des études antérieures ont rapporté des associations significatives entre des génotypes
combinés de ces polymorphismes et le risque de CCR. Dans la population indienne, le
génotype combiné XRCC1 (GA) et XRCC3 (TT) était associé a un risque de CCR (OR=2,10,
p<0,05) (Wang et al, 2010b). En revanche, dans la population chinoise, c’est le génotype
combiné XRCC1 (GG)- XRCC3 (TT) qui a été associé a un risque de CCR (OR=2,16, p<0,05)
(Zhao et al, 2012). Par ailleurs, en Roumanie, un risque accru de CCR a éte retrouve chez les
patients porteurs du génotype combiné ERCC2 (CC) - XRCC1 (GG) (OR 4.19, p<0.05)
(Procopciuc & Osian, 2013).

Considéreé individuellement, aucun polymorphisme n’est significativement associé a la
survenue de CCR dans notre population. Une étude haplotypique permet d’examiner
simultanément les polymorphismes situés sur le méme chromosome et leur association avec le
risque du CCR. Au vu des résultats obtenus de 1’analyse haplotypique pour les
polymorphismes des genes XRCC1, ERCC1 et ERCC2, aucune association statistiquement
significative n’en est ressortie.

L’ensemble de nos résultats, confrontés aux résultats trés contrastés rapportés dans la
littérature ne permet pas d’exclure I’implication des polymorphismes des genes de réparation
de ’ADN dans le risque de CCR. En fait, I’absence de concordance des résultats dans les
différentes populations est tres probablement la conséquence de la variation de la fréquence
des alléles de polymorphisme entre différentes populations ethniques. Elle peut étre imputable
également aux différences dans les facteurs environnementaux et donc aux différents niveaux

d’exposition aux carcinogeénes. En effet la consommation de la viande, alcool et tabac sont

95

—
| —



-
Résultats et discussion ﬁ?&

autant de facteurs a risque dans la survenue du CCR pouvant faire varier les interprétations
des résultats; et enfin, différents paramétres non pris en compte dans la majorité des études
pourrait également étre a 1’origine des disparités dans les conclusions par rapport a cette
association du CCR avec les variants explorés. Il est donc possible qu’il existe des
interactions entre ces polymorphismes et les nombreux variants étiologiques, ce qui différerait

vraisemblablement a travers les différentes populations ethniques.

Néanmoins, nous ne pouvons passer sous silence certains facteurs qui ont pu
représenter une limite pour cette étude. D’abord, 1'une des limitations de notre étude est la
taille relativement petite de I'échantillon qui influence la puissance statistique. En effet, plus
la taille de I’échantillon est grande, plus cela augmente la puissance de 1’étude, ce qui permet
de détecter les effets des génotypes de risque plus rares. Un échantillon de grande taille est
d’autant plus avantageux pour le maintien d’une puissance acceptable lors d’analyses de
génes en combinaison puisque la division d’un échantillon de petite taille en plusieurs sous-
groupes va affecter négativement la puissance et ainsi réduire la portée de 1’étude. En outre,
comme il s’agit d’une maladie complexe, il est possible que ces polymorphismes pourraient
étre en déséquilibre de liaison avec d'autres variantes étiologiques présumées telles que le
tabagisme et certaines composantes de l'alimentation .Dans cette étude aucune stratification
des résultats en fonction du mode d’alimentation et de 1’exposition a d’autres facteurs
favorisant le cancer n’a été entreprise car malheureusement, l'information sur ces facteurs

dans notre étude n'était pas disponible pour tous les patients.

Finalement, les résultats que nous avons obtenus ne sont toutefois que tout a fait
préliminaires. Ils correspondent a une étude plus exploratoire que confirmatoire. Ces résultats
mériteraient, dans un premier temps d’étre validés sur une population plus large. De plus, bien
que l'accent n'ait pas été mis sur les facteurs environnementaux pour ce travail, leur
importance est fondamentale dans le développement du trait complexe que représente le
cancer. A cet effet, il faudra effectuer des analyses d'interaction géne environnement afin de
mesurer I'impact que représente leur exposition. En outre, les polymorphismes que nous avons
choisis d’étudier, bien que sélectionnés d’aprés la littérature, ne constituent pas les seuls
polymorphismes des genes de réparation de I’ADN. Une ¢étude plus exhaustive de la voie de
réparation serait indispensable pour déterminer un réel profil génétique de prédisposition dont
I’effet sur le risque de CCR serait potentialiseé par des interactions avec des facteurs

environnementaux.
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L’explosion des travaux scientifiques dans le domaine de la génétique des cancers
permet actuellement d’améliorer la connaissance des mécanismes physiopathologiques. En
effet, grace a ’avénement des techniques de biologie moléculaire, la caractérisation des

facteurs de susceptibilité génétique progresse significativement.

Compte tenu de I’importance du systéme de réparation de I’ADN dans les mécanismes
de cancérogénése, nombreuses sont les études épidémiogénétiques portant sur I’implication
des polymorphismes des génes de ce systéme dans la survenue de différents cancers qui ont
¢été entreprises sur des populations d’origines ethniques différentes. Néanmoins, les résultats

de ces études divergent trés souvent.

Ce travail s’inscrit suite a une longue liste de travaux qui consiste a étudier les
déterminants de la susceptibilité génétique dans la survenue du cancer colorectal.
L’exploration des polymorphismes ¢.1196G>A du géne XRCC1, ¢.722C>T du géne XRCC3,
€.354C>T du géne ERCC1 et ¢.2251A>C du géne ERCC2 est la premiére réalisée sur le CCR
dans la population algérienne. Nos résultats indiquent que ces polymorphismes ne sont pas

associés au risque de survenue du CCR dans la population de I’Ouest Algérien.

De plus, la comparaison de la distribution des fréquences des différents
polymorphismes étudiés avec celles des populations d’origines ethniques différentes, nous a
permis, de caractériser notre population et de la positionner par rapport a d’autres populations.
En outre, toutes les données obtenues dans cette étude sur la distribution des différents alleles
de chacun des génes explorés dans notre population témoin, peuvent dorénavant étre mises a
profit afin de rechercher d’autres associations avec d’autres pathologies cancéreuses ou non

dans lesquelles ces genes interviennent.

Apreés avoir comparé nos résultats avec ceux rapportes dans différentes études menées
sur d’autres populations, nous avons constaté qu’il serait intéressant d’élargir I’effectif de la
population étudiée. De plus, il est important d’explorer d’autres génes de réparation de I’ADN
qui présentent des polymorphismes dont I’impact a ét¢ démontré sur le risque accru de CCR
dans plus d’une étude. Par ailleurs, une étude des facteurs environnementaux permettrait de
réaliser une stratification des résultats en fonction du mode d’alimentation et de I’exposition a
d’autres facteurs favorisant le cancer comme le tabagisme. Ainsi, des analyses d’interaction
genes-environnement permettraient une meilleure évaluation du role des facteurs de

vulnérabilité environnementale, sachant qu’une bonne caractérisation des interactions entre
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les facteurs environnementaux et génétiques constitue un élément clé dans la compréhension

des maladies complexes.

D’autre part, il semblerait que les polymorphismes explorés dans cette étude
interviennent également dans la variabilité inter-individuelle de la réponse a certaines
molécules anticancéreuses utilisées dans le traitement du CCR. Ceci reléve de la discipline
récente que représente la pharmacogénétique. Dans cette optique, nous envisageons de
poursuivre le recrutement et le suivi des patients vis-a-vis de ces traitements médicamenteux

pour une meilleure prise en charge thérapeutique des malades atteints de CCR.

D’une fagon générale, cette étude a permis d’une part une caractérisation génétique du

CCR dans notre population mais egalement une contribution a la compréhension des

mécanismes a I’origine des pathologies cancéreuses. D’autre part ; elle a consisté a évaluer la

prévalence des quatre polymorphismes dans une population saine afin d’en dresser le profil
génétique.

Finalement, cette étude nous a permis d’acquérir des compétences dans le domaine

de I’épidémiologie génétique que nous pourrons mettre a profit dans 1’é¢tude de la

prédisposition génétique de notre population a d’autres maladies.
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Annexe 01
FICHE PATIENT
N° du dossier : |__|__|__ ||| || |||
Date de prélevement : |||/ I/ ||| |
Code:| | I | | | T3 MM A A A A
Identification
M.L] Mme [] Melle[ ] Sexe:F [ ] ™M []
NOM & (i Nomde jeunefille: ...........................
Prénom: ........oooiiiiiiinnnn.
Date & lieu de naissance © |||/ |__|__|/ 1| ||| &.covevrvrerrrne Age [ )
J J M M A A A A
AU S ..ttt
..................................................................... Ville: ..o
Origine géographique :............ccovviiiiiineninnnn..
N° de télephone = |__|_|_ ||| || | | |

Renseignements cliniques

Taille (cm): |_[__|_| Poids (Kg): |__|_|_| Masse corporelle (Kg/m?):|_ |||

Date du diagnostic initial : |||/ ||/ |||

) 1 MM A AAA
Est-ce qu’il y a une maladie génétique dans la famille 7 : OUI |:| NON |:|
Préciser s’il s’agit d’une forme : Héréditaire [ ] Sporadique [ | Nondocumenté [ ]
Tabagisme : Fumeur [_| NON fumeur [ ]

» Si Oui, Combien de cigarettes par jour ? |__|__| et Depuis combien d’années ?|__|__|

» Si Non, Avez-vous déja fumé ? |__| |, Pendant combien d’années ? |__|__|

101

—
| —




Annexes

Suivi Du Traitement

e Chirurgie: OUI [ ] NON []
Date de chirurgie = |__|_ |/ 1/ ||| |
J M M A A A A
Typedechirurgie: ..........cooooiiiiiii
Indication : Palliatif [ | Curatif [ ]
e Chimiothérapie: OUI |:| NON |:|
Nombre de cures a ce jour : |_ |
. Produit ou Dose Nombre
Ligne N .
N nom du Indication Date de cures Réponse
protocole (mg)
Début : i/ Compléte : [ ]

Palliatif : [_|
Adjuvant : [ ]

Finc:

PRDV™*: /i

Partielle 1]

Non évaluée :[ ]

Palliatif : [ |
Adjuvant : [ ]

Début @ 1/

Fin

PRDV™: i

Compléte : [ ]
Partielle :[ ]

Non évaluée :[ ]

Palliatif : [_|

Début @ |1/

Compléte: [ ]

Fin: Partielle:|:|
Adjuvant : [ ]

PRDV™ i /i 1111 Non évaluée :[ |

Début : |/ Compléte : [ ]
Palliatif : [ |

Fin Partielle:|:|
Adjuvant : [ ]

PRDV™:_ |/ Non évaluée :[ ]

Début = |1/ 1/ Compléte : [ ]
Palliatif : [ |

Fin: Partielle:|:|
Adjuvant : [ ]

PRDV™:__ /111 Non évaluée :[ ]

Début 1/ Complete :
Palliatif : [ | [

Fin Partielle :
Adjuvant : [ ] L]

PRDV™*: a1

Non évaluée :[ ]
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> Toxicité : oul_]

NON [_|

Annexes

Effets secondaires

Grade

Ligne
NO

Produit

Cure

Modification
dose

Type modification

Oul NON

Arrét

Diminution | Augmentation

Thrombopénie

[]

[]

[]

Leucopénie

Diarrhée précoce

Diarrhée tardive

Nausées

Vomissement

Ulcération dans la bouche

Alopécie

Eruption

Asthénie

Mucite

Neurotoxicité

Dyesthésie ou Paresthésie

0lo0o ool olooool ool O
Olpp OO0 ooooo o0 o
000 oo oloolool oo

L oo oo Odogor ood

OO0 Oog ojoogb) o

Autres commentaires

P RDV* : Prochain rendez-vous.

—
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Annexe 02

Formulaire de consentement pour participation a une étude scientifique

Titre d’étude

Etude de I’implication des polymorphismes des génes de réparation de ’ADN
dans la survenue du cancer colorectal dans la population de I’Ouest Algérien

Je, soussigné(e), (Nom et  Prénom) le......eeeeeeeerveninineneenenennnnn. né(e)le..........ooeeen
demMeUTant A........ouiuiniii e

Consens par la présente a participer a une étude scientifique concernant le cancer
colorectal utilisant un test d”ADN.

Le but, la nature ainsi que les bénéfices de cette étude m’ont été expliqués de
facon détaillée et je permets a cet effet le prélevement sanguin sur moi-méme.

Ma participation est totalement volontaire. Je peux refuser de participer ou me retirer
de I'étude a tout moment.

Les données médicales me concernant resteront strictement confidentielles. Je
n’autorise leur consultation, y compris la consultation de mon dossier médical, que
par les personnes habilitées dans le cadre de cette recherche.

J'accepte également que mes échantillons biologiques soient conservés et
utilisés a des fins de recherche médicale, dans le cadre de la maladie désignée ci-
dessus, sans limitation de temps.

Signature
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Protocol d’extraction d’ADN a partir du sang total par la

technique NaCl « Salting Out ».

> Solutions et Réactifs

-TE10/10; -Potéinase K (20mg /ml);

-NaCl a 5M;

-Ethanol absolu, ethanol 70%; -TE10/1 ;

-Solution de lyse des globules blancs « SLB » ;

Préparation de la solution

Préparation de

Préparation de TE10/10 Préparation de TE10/1 (1L) | de lyse des globules blancs NaCl 5M (1L)
(1L) (200ml)
-10ml Tris-Hcl (1M, pH=8) | -10ml Tris-Hcl (1M, pH=8) -2ml tris-Hcl (1M, pH=8) -292,25¢g dans

-20ml EDTA (0.5M, pH=8)

-2 ml EDTA (0.5M, pH=8)

-40ml EDTA (0.5M, pH=8)

1000ml d’eau

- qsp 1L Eau distillée. - qsp 1L Eau distillée. -10ml SDS (10%) distillée.
- qsp 200ml Eau distillée .

» Meéthode
-Décongeler 20 ou 30 ml de sang a 37°C.

-Compléter le tube avec du TE10/10 jusqu’a 45ml, agiter doucement et mettre dans la glace
pendant 30min. Centrifuger a 2500 tours pendant 15min.

-Eliminer le surnageant, Ajouter 15ml de TE10/10, un retournement du tube suffit pour
resuspendre le culot, puis compléter le tube a 45ml de TE10/10.

-Mettre le tube dans la glace pendant 10min et centrifuger a 2500 tours pendant 15min.
-Reprendre cette étape jusqu’a obtention d’un culot blanchatre (culot de globules blancs).

-Au culot de lymphocytes, ajouter 5 ml de solution de lyse des globules blancs et 125ul de
protéinase K a 20mg/ml et homogénéiser le culot.

-Incuber a 37°C toute la nuit dans un bain marie, sous agitation douce.
-Ajouter 2 ml de NaCl, agiter vigoureusement et centrifuger a 4000 tours/min pendant10 min.

-Récupérer le surnageant dans un autre tube, ajouter 2 volumes d’éthanol absolu froid, laisser
précipiter I’ADN par retournement du tube (Formation de la méduse)

-Récupérer la méduse par une pipette pasteur scellée, la rincer une fois a 1’éthanol a 70%, la
placer soit dans un tube eppendorf et la laisser sécher a 1’air libre

-Dissoudre la meduse dans 200-500pul de TE10/1.

Pour une totale dissolution, laisser les tubes sur agitation lente a température ambiante pendant
au moins 24 heures.
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Résumé

En Algérie, le cancer colorectal (CCR) représente un réel probléme de santé publique.
Celui-ci combine I’implication de facteurs génétiques et environnementaux. De nombreux
genes sont associés au risque de survenue de cette pathologie dont certains codent pour des
protéines intervenant dans les mécanismes de réparation de I’ADN.

Afin de rechercher une éventuelle association entre les polymorphismes des genes de
réparation et la survenue du CCR sporadique dans la population de I’Ouest Algérien, nous
avons développé une étude d’association cas/témoins portant sur les variants génétiques
suivants : le SNP ¢.1196G>A du géne XRCC1 (p.Arg399GIn, rs25487), le SNP ¢.722C>T du
géne XRCC3 (p.Thr241Met, rs861539), le SNP ¢.354C>T du gene ERCC1 (p.Asnl118=,
rs11615) et le SNP c.2251A>C du géne ERCC2 (p.Lys751GIn, rs13181). Cette étude
préliminaire est la premiere du genre sur une population algérienne.

Cette étude de type cas/témoins a concerné 129 sujets atteints de CCR et 148 sujets
normaux non apparentés. Le génotypage des différents polymorphismes a été réalisé par
pyroséquencage. La comparaison des fréquences alléliques, génotypiques et haplotypiques
entre les deux groupes a été établie par le calcul de 1’odds ratio avec un intervalle de
confiance a 95%.

L’analyse statistique a montré qu’il n’existait aucune différence significative de
distribution des fréquences alléliques et génotypiques des polymorphismes explorés entre les
cas et les contréles (p>0,05). Par ailleurs, nous avons noté une association significative entre
le génotype combiné XRCC3 (CT) et ERCC2 (CC) avec le risque du CCR (OR = 7,33;
p =0,02).

En conclusion, il serait intéressant d’explorer d’autres polymorphismes des génes de
réparation de I’ADN afin de caractériser d’une manicre plus précise le déterminisme
génétique du CCR dans notre population. De plus, des études ultérieures sur I’implication des
facteurs environnementaux au sein d’une population a effectif plus large seront nécessaires

afin de proposer les stratégies de prévention du CCR les mieux adaptées a notre population.

Mots clés : CCR- XRCC1- XRCC3- ERCC1- ERCC2- polymorphisme- association- Ouest Algérien.



