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Introduction - Le géne TP53 a fait 'objet de trés nombreux travaux. Sa nature
polymorphe et son role central dans la régulation du cycle cellulaire ont mis en
évidence son potentiel de géne candidat dans la susceptibilité et la survenue de
différents cancers. Bien que plusieurs polymorphismes du gene TP53 aient été étu-
diés comme facteurs de risque pour différents cancers, le plus largement étudié
est le polymorphisme Arg72Pro (rs1042522), a Uorigine d’une substitution d’une
Arginie (Arg) en Proline (Pro) ou inversement, connu pour ses différentes fonctions
biologiques.

Notre objectif est d’explorer la participation du polymorphisme (SNP) Arg72Pro du
gene TP53, dans [’expressivité du cancer colorectal (CCR) et du carcinome basocel-
lulaire (CBC) dans une population de [’Quest Algérien.

Matériels et Méthodes - Le déséquilibre de transmission allélique de ce SNP a été
réalisé sur une population constituée de 116 individus atteints de CCR, 50 sujets
atteints de CBC et enfin une population contréle constituée de 121 individus sains,
par la technique de Biologie Moléculaire PCR/RFLP (Polymerase Chain Reaction/
Restriction Fragment LengthPolymorphism).

Résultats - L'association du marqueur Arg72Pro avec le CBC a montré une augmen-
tation significative de [’alléle Pro chez les cas par rapport aux controles (54% vs 46%,
OR=8,85 [4,98-16,03], p<10-7). Cet alléle semble conférer un risque important de
développer le CBC. Par ailleurs, les résultats n’ont montré aucune différence signi-
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ficative entre les sujets atteints de CCR et les controles, ce qui pourrait exclure son
implication dans la survenue du CCR dans notre population (p>0.05).

Conclusion - Le polymorphisme Arg72Pro du géne TP53 peut étre considéré comme
marqueur de risque pour le CBC mais pas pour le CCR.

Abstract

Duchenne Muscular Dystrophy (DMD) is the most common and severe form of muscu-
lar dystrophy, reaching one out of every 5000 male births in the world population. It
is characterized by progressive muscular degeneration from a young age and leads to
serious failures of the body which lead to the death of the patient.

The gene responsible for DMD is located on chromosome X. It encodes a membrane
cytoskeleton protein»the dystrophin». The alterations affecting this gene are essen-
tially deletions with a proportion of 65%. That’s why we have interested to develop
in our laboratory a technique that will allow us to detect this type of mutations in 5
sporadic cases with Duchenne myopathy from West Algeria.

The study consisted in amplifying by PCR multiplex that cover 19 exons of the DMD
gene most commonly deleted.

This study allowed us to reveal two different deletions, the first involving the promo-
ter of the gene and the second one the exon 43. These first results confirm the data
reported in the literature which classify these two regions as deletion hotspots.

The results obtained represent a first in the western Algerian and could lead to the
generalization of genotypic diagnosis and genetic counseling with a view to improve

the care of patients in Algeria.

Introduction

Le géne TP53 est un géne suppresseur de tumeurs qui joue un
role important dans Uarrét du cycle cellulaire et [’apoptose. La
perte de sa fonction cause a ’organisme la perte de son ultime
défense contre les cellules aberrantes; ainsi les ADN lésés ne
sont plus capables de stimuler l'auto destruction de celles-ci.
Les cellules endommagées survivent et proliféerent aboutissant
ainsi a une progression vers |’état cancéreux [1].

Les modifications du gene suppresseur de tumeur TP53 sont les
lésions génétiques les plus courantes dans les cancers humains.
Il a été trouvé muté dans plus de 50% dans tous types de can-
cers confondus [2]. En plus des mutations, plusieurs polymor-
phismes dans le géne TP53 ont été détectés [3] et le polymor-
phisme Arg72Pro (rs1042522) est le plus largement étudié. Ce
SNP est a Uorigine d’une substitution d’une Arginie (Arg) en
Proline (Pro) ou inversement, et est connu pour ses différentes
fonctions biologiques [4]. En effet, différentes études ont mon-
tré que la forme p53 72Arg est plus efficace dans l'induction
de U'apoptose, alors que la forme p53 72Pro a été suggérée
meilleure pour induire un arrét du cycle cellulaire en G1 et
permettre ainsi la réparation de ’ADN.
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Comme la voie P53 est une voie biologique hautement régu-
lée, Il a été proposé que le SNP Arg72Pro (rs1042522) tou-
chant le gene TP53, perturberait cette derniere en créant
des changements des genes transactivés par le facteur de
transcription P53 [5]. Différentes études ont montré que la
forme p53 72Arg est plus efficace dans 'induction de |’apop-
tose, tandis que la forme p53 72Pro a été suggérée pour in-
duire un meilleur arrét du cycle cellulaire et une réparation
de UADN [6].

Il a été proposé donc que ces SNPs générent une variabilité
interindividuelle dans les mécanismes controlant cette voie,
d’ol un risque variable de développer certaines maladies
complexes telles que le cancer [7,8].

Etant donné qu’il n’existe aucune donnée sur les polymor-
phismes Arg72Pro (rs1042522) du géne TP53 dans la popu-
lation algérienne, nous avons entrepris une premiere étude
permettant d’évaluer la fréquence de ce dernier dans un
échantillon controle de la population. Les résultats obtenus
serviront de référence pour les études cas/témoins concer-
nant le carcinome basocellulaire et le cancer colorectal.
Les résultats de cette étude permettraient de mettre en
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évidence une éventuelle association entre ce polymorphisme
et la survenue du CCR et du CBC dans |’Ouest algérien. Par
ailleurs, ils viendront confirmer ou infirmer ce qui a été rap-
porté dans les diverses publications.

Matériels et méthodes

1. Matériel biologique

Afin d’évaluer 'impact du géne suppresseur de tumeur TP53
sur le développement du CCR et du CBC, nous avons étudié le
déséquilibre de transmission allélique des SNPs Arg72Pro du
gene TP53 dans une population constituée de 116 individus
atteints de CCR, 50 sujets atteints de CBC et enfin une popu-
lation controle constituée de 121 individus sains.

« Population de sujets atteints du Cancer colorectal :

Elle est constituée de 116 malades; 70 hommes et 46 femmes;
non apparentés, originaires de I’Ouest algérien et recrutés au
niveau du service d’oncologie dirigé par le Pr Louafi « CHU
d’ORAN ».

« Population de sujets atteints de Carcinome Basocellulaire :

Elle compte 50 patients de sexe masculin, agés de 40 a 70 ans,
non apparentés et originaires de ’Ouest algérien. Ces patients
ont été recrutés au niveau du CHU d’ORAN.

« Population de témoins :

Elle comprend 121 individus (61 hommes et 60 femmes) origi-
naires de |’Ouest algérien, et ne souffrant d’aucune pathologie
au moment de I’étude. Les sujets dont le sang a été prélevé
ont été soumis a un questionnaire retracant les informations
personnelles et les données utiles a notre étude. Celui-ci était
accompagné d’un formulaire de consentement éclairé signé
par toutes les personnes participant a cette étude. Toutes les
précautions visant le respect de [’anonymat et la confidentiali-
té des informations ont été rigoureusement respectées.

Tableau 1: Distribution des fréquences du polymorphisme Arg72Pro
du géne TP53 chez les cas par rapport aux contréles et son associa-
tion avec le risque de survenue du CCR

Contréles | sujets CCR OR P
(n=121) (n=116) (95% Cl) Value
N (%) N (%)
Génotypes
Arg/Arg 102 (84.29) | 99 (85.34) 10
Arg/Pro+Pro/Pro | 19 (15.69) | 17 (14.65) | 0.92 (0.451.87) | 0.82
Alleles
Arg 220 (90.91) | 209 (90.09) 19 0.75
Pro 22 (9.09) 23(9.91) 1.1(0.6-2.03)

N : effectif, % : pourcentage, OR : odds ratio, Cl : intervalle de
confiance, p: significativité, a: génotype utilisé comme référence.

2. Méthodes

Le polymorphisme du codon 72 du géne TP53 a été exploré
par la technique de Biologie Moléculaire PCR/RFLP (Polyme-
rase Chain Reaction/Restriction Fragment LengthPolymor-
phism) pour explorer des ADN des populations témoin et de
sujets atteints de CCR et CBC.

o L’extraction d’ADN a partir du sang total

Les ADN des différents sujets analysés pour le géne TP53 ont
été extraits a partir du sang total selon la technique utilisant
le NaCl [9].

« PCR/RFLP

La région qui encadre le codon 72 a été amplifié par PCR, en
utilisant les amorces F:5’CGTTCTGGTAAGGACAAGGGTT3’ et
R: 5’'TCCATGAGACTTCAATGCCTGG3'.

Un volume d’ADN génomique de 100ng est amplifié dans un
mélange réactionnel de 25ul comprenant: 1X TP, 4mM de
MgCL2, 0,2mM de d’NTP, 1uM d’amorces P1 et P2, et 0,25U de
Taq polymérase (Ozyme, TAKARA). Les tubes ont été soumis
a des cycles de température réitérés dans un thermocycleur
qui suit le programme suivant: dénaturation a 94°C durant
5 minutes, 30 cycles composé de 94°C pendant 30 secondes,
60°C pendant 30 secondes, et 72°C pendant 30 seconde; et
au final, [’étape d’extension a 72°C pendant 5 minutes.

Les amplimeéres obtenus ont été digérés par 'enzyme de
restriction Btgl. Une quantité de 5ul des produits PCR est
digérée par U’enzyme Btgl (Bacillus Thermoglucosidasius)
(5U) dans un volume final de 15 pl en présence du tampon de
’enzyme TP10X (1,5 pl) et de 0,15pl de BSA (Bovine SerumAl-
bumin). La digestion est opérée toute la nuit (over night) dans
un bain-marie a une température optimale de 37°C.

eAnalyses statistiques

Les fréquences de génotypage ont été vérifiées avec les at-
tentes de Hardy-Weinberg par le test x2. Le degré de signifi-
cativité a été fixé a p <0,05. Le logiciel «Epilnfo TM version 7»
a été utilisé pour calculer les odd ratio (OR) avec leurs inter-
valles de confiance (IC) a 95%.

Résultats

Analyse de la distribution allélique et génotypique du poly-
morphisme Arg72Pro du géne TP53 chez les sujets atteints
de CCR:

L’analyse de la distribution des alléles Arg et Pro chez les su-
jets atteints de CCR par rapport aux témoins n’a montré au-
cune différence significative entre les deux groupes (p>0,05).
On retrouve U’alléle Pro et alléle Arg avec des fré
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Analyse de la distribution allélique et génotypique du
polymorphisme Arg72Pro du géne TP53 chez les sujets
atteints de CBC :

L’étude de l’association entre le marqueur Arg72Pro et le
CBC a montré une augmentation significative de ’alléle Pro
chez les malades par rapport aux controles (54% vs 46%,
OR=8,85 [4,98-16,03], p<10-7). Cet alléele semble apporter
un risque important a développer le CBC dans notre popula-
tion (tableau 2).

Tableau 2. Distribution des fréquences alléliques et géno-
typiques du polymorphisme Arg72Pro du géne TP53 chez
les CBC par rapport aux controles.

Contréles  Sujets CBC OR P
N (%) N(%) (95% 1C) Value
Genotypes
Arg/Arg 75 (79%) 16 (32%) 1
Arg/Pro 16 (17%) 14 (28%) | 4,10 (1,67-10,06) | 0,001*
Pro/Pro 3 (3%) 20 (40%) | 31 (7,62-175,84) 0*
Alleles
Arg 166 (88%) | 46 (46%) 1
Pro 22 (12%) 54 (54%) | 8,85 (4,98-16,03) | 0*

N : effectif, % : pourcentage, OR: odds ratio, IC: intervalle de
confiance, p: significativité, a: génotype utilisé comme la catégorie
de référence. *: p<0.05 considéré comme statistiquement signifi-
catif.

Ces résultats sont confirmés au niveau des fréquences gé-
notypiques car les génotypes comportant au moins un alléle
Pro, présentent une association significative avec la maladie
(p<0,05).

Discussion

Anotre grand avantage, notre étude est la premiére qui s’in-
téresse a évaluer [’association entre le CBC et le CCR avec le
polymorphisme Arg72Pro sur un échantillon de la population
de "Ouest Algérien. Dans le méme contexte, aucune étude
similaire n’a été réalisée en Afrique d’ou la difficulté de
comparer nos résultats avec ceux de populations africaines,
mais plutdt avec des populations caucasiennes et asiatiques.

Pour notre étude, les résultats rejettent ’association entre
le polymorphisme Arg72Pro et le risque de développer le
CCR. Ce résultat est en accord avec une méta analyse faite
sur la population chinoise [10], et en désaccord avec plu-
sieurs autres études, nous citerons comme exemple les po-
pulations grecques de race blanche et coréennes, qui ont
rapporté respectivement les alléles Arg et Pro comme pré-
disposant au CCR [11,12].

L’absence d’association cohérente du polymorphisme
Arg72Pro avec le risque de cancer colorectal dans les diffé-
rentes études peut étre due a des différences de fréquences
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des alléles entre les groupes ethniques, a I’hétérogénéité
génétique dans la pathogenése du cancer colorectal, a dif-
férents facteurs environnementaux, et/ou a des restrictions
de taille de U’échantillon. Il est également possible que ce
polymorphisme soit en déséquilibre de liaison avec d’autres
variantes étiologiques présumées qui seraient susceptibles
de varier entre les différents groupes ethniques [13].

Pour le CBC, une association significative de lalléle Pro du
marqueur Arg72Pro a été constatée chez les cas par rapport
aux controles. Ceci nous améne a dire qu’il pourrait étre
considéré comme un alléle prédisposant pour cette patho-
logie.

Ces résultats sont similaires a ceux retrouvés dans une étude
cas-témoins, réalisée au sud-est de Taiwan, qui a mis en
évidence une augmentation de l'incidence du CBC chez les
personnes porteuses du génotype Pro/Pro, comparées aux
génotypes Pro/Arg et Arg/Arg [14]. Par contre, dans une
étude cas-témoins menée par Han et al, en 2006, un risque
accru de développer le CBC a été associé avec l'alléle Arg72
du gene TP53 (OR=1.79 [1,1 a 3,17]) [15]. De méme pour
’équipe de McGregor et al, qui a trouvé une association
entre Ualléle Arg et le CBC [16].

Enfin, pour les autres études, aucune association n’a été
retrouvée entre le polymorphisme Arg72Pro du géne TP53
et le CBC [17,18,19,20,21,22]. Pareillement pour une méta
analyse menée par De-Ke Jiang et al, ou aucune association
significative n’a été constatée entre le SNP Arg72Pro et dif-
férents types de cancer de peau, y compris le CBC [23].

Toutefois, 'importance du polymorphisme du codon-72 ré-
side dans le fait que ce dernier est situé dans un domaine
riche en proline, hautement conservé, et impliqué dans la
liaison a UADN. Plusieurs études ont montré des différences
claires et fonctionnelles entre les deux isoformes. En effet,
’expression de TP53-72Arg dans les cellules est liée a une
induction plus renforcée de !’apoptose [23]. En effet, il a
été démontré que 'alléle Arg se lie plus spécifiquement a la
PIN1 de Proly-isomérase, entrainant ainsi une augmentation
de l'acétylation de P53 ce qui conduirait a sa dissociation de
inhibiteur de [’apoptose laspp, par rapport a Ualléle Pro
[24]. Le potentiel apoptotique spécifique au variant TP53-
72Arg a été récemment confirmé dans des modéles de sou-
ris [25,26]. En outre, des cultures cellulaires de fibroblastes
dermiques provenant de souris ont montré que le variant
Tp53-72Pro avait une meilleure capacité a induire Uarrét
du cycle cellulaire et la sénescence que l’alléle Arg en rai-
son de sa capacité accrue a transactiver p21 / WAF1 [27].
D’autres part, les cellules exprimant le variant Tp53-72Pro
sont également plus efficaces pour [’activation spécifique de
plusieurs genes cibles de réparation de ’ADN et sont asso-
ciées a une plus grande capacité de réparation de ’ADN que
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les cellules exprimant Ualléle TP53-72Arg [28].

Le consensus actuel est que Tp53-72Arg est plus efficace pour
induire "apoptose et la protection des cellules du dévelop-
pement néoplasique. Par ailleurs, le variant TP53-72Pro est
plus efficace pour induire Uarrét du cycle cellulaire et la sé-
nescence [29]. L'élucidation de 'effet des polymorphismes
du géne TP53 sur le risque de cancer est un défi qui attire
I’attention ces derniéres années. A ce jour, aucune conclu-
sion ne peut étre tirée sur les réles des polymorphismes et
des mutations du géne TP53. En outre, d’importantes études
sur les différentes ethnies, enquétent sur un plus large éven-
tail sur les variantes du géne TP53 afin de les inclure dans
’approche haplotype-tagging (marquage via les haplotypes)
[30]. Malgré des progrés impressionnants dans la compré-
hension des mécanismes de la structure et de la fonction
P53, la recherche n’a pas encore généré des applications
de large impact sur la gestion et le traitement du cancer. Il
est peu probable que les altérations du géne TP53 puissent
étre cliniquement utiles, et utilisées comme marqueur de
pronostic de routine pour le CCR et le CBC.

Conclusion

L’analyse du polymorphisme TP53 Arg72Pro dans la popula-
tion algérienne, suggére que ce polymorphisme ne pourrait
pas constituer un facteur de risque pour la survenue du CCR.
Par contre, il semble constituer un risque important de dé-
velopper le CBC.
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