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MOTS CLES Résumé

Cancer colorectal; Objectif - L'accumulation des variants génétiques participe au processus impliqué
ABCB1; CYP3AS5; poly- dans le risque de développer le cancer colorectal (CCR). Plusieurs études ont ex-
morphisme; Algérie. ploré la corrélation entre les polymorphismes 6986A>G du gene CYP3A5 (CYP450)

(rs776746) appartenant a la famille des cytochromes P450 et 3435C>T du gene adé-
nosine triphosphate-binding cassette B1 (ABCB1) (rs1045642). L'objectif de cette
étude est la recherche d’éventuelles associations entre les polymorphismes rs776746
et rs1045642, et la survenue du cancer colorectal dans une population de [’Ouest
Algérien.

Méthodes - La cohorte était composée de 99 patients atteints de CCR et 101
controles. Les polymorphismes CYP3A5 c.6986A>G et ABCB1 ¢.3435 >T ont été identi-
fiés par la technique de discrimination allélique par PCR quantitative en temps réel.
Les résultats ont été analysés par le calcul de I'odd ratio (OR) avec un intervalle de
confiance a 95%.

Résultats - L’étude cas-témoins a montré que la distribution des fréquences alléliques
et génotypiques de ces polymorphismes entre les deux groupes (cas et témoins) ne
présentait aucune différence statistiquement significative.

Conclusion - Ce travail nous a permis de conclure qu’il n’existait aucune relation
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d’association entre ces polymorphismes et la survenue du CCR dans notre population.

Abstract

Objective - The accumulation of genetic variants participates in the process invol-
ved in the risk of developing colorectal cancer (CRC). Several studies have explored
the correlation between the 6986A> G polymorphisms of the CYP3A5 (CYP450) gene
(rs776746) belonging to the cytochrome P450 and 3435C> T family of the adenosine
triphosphate-binding cassette B1 (ABCB1) gene (rs1045642).

The objective of this study is to investigate a possible association of rs776746 and
rs1045642 polymorphisms with the occurrence of colorectal cancer on a population
of western Algeria.

Methods - The cohort consisted of 99 CRC patients and 101 controls. The CYP3A5
€.6986A> G and ABCB1 c.3435> T polymorphisms were identified by the allelic dis-
crimination by quantitative real-time PCR technique. The results were analyzed by
calculating the odd ratio (OR) with a 95% confidence interval.

Results - This case-control study didn’t show any statistically significant difference
in allelic and genotypic frequencies of these polymorphisms between the two groups
(case and control).

Conclusion - This work allowed us to conclude that there was no association between

these polymorphisms and the occurrence of CRC in our population.

Introduction

Le cancer colorectal (CCR) constitue un principal probléme
de santé publique dans le monde. En effet, il représente
la deuxiéme cause de mortalité par cancer, avec 400.000
déces environ annuellement [1]. Il est 10 fois plus fréquent
aux Etats Unis d’Amérique qu’en Afrique [2]. Ces différences
sont la conséquence du role essentiel de ’alimentation dans
sa survenue [3]. En Europe, il représente le second cancer en
terme de fréquence chez la femme, apres le cancer du sein
et le troisieme chez ’lhomme apreés le cancer du poumon et
celui de la prostate [4].

En Algérie et particuliérement a Oran, les cancers colorec-
taux sont en troisieme position apres ceux du poumon et de
la vessie chez I’homme et ceux du sein et du col utérin chez
la femme avec une augmentation de plus de 50% des cas
entre 1986 et 2000 [5].

Les génes considérés comme ayant une implication significa-
tive dans la mise en place du processus de cancérisation sont
les oncogenes, les anti-oncogénes, les génes de réparation
de UADN et les génes du métabolisme des xénobiotiques.

Les cytochromes P450 (CYP450) forment une super famille
multi génique codant pour des enzymes de la phase I, im-
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pliquées dans le métabolisme oxydatif de diverses molécules
aussi bien des xénobiotiques (médicaments, pesticides, pol-
luants, cancérigenes...) que des substances endogenes (hor-
mones stéroidiennes, vitamines, acides gras...) [6].

Le polymorphisme CYP3A5*3C du géne CYP3A5 (7q22,1) qui
consiste en une transition 6986A>G (dbSNP Id : rs776746)
dans 'intron 3 et qui crée un codon stop prématuré aboutis-
sant a une absence d’activité de la protéine [7] a été associé
a une diminution du risque de cancer de ’cesophage [8]. Ce-
pendant, a ce jour U'impact des polymorphismes génétiques
de CYP3A5 sur le cancer colorectal n’a pas été clairement
établi.

Le géne Adenosine Triphosphate-Binding Cassette B1 (ABCB1)
(7g21,1) qui code pour la protéine P-glycoprotéine (P-gp) [9]
est exprimé de maniére constitutive au niveau de certains
organes notamment au niveau de Uintestin et des cellules
endothéliales des capillaires sanguins de la barriére héma-
to-encéphalique. Etant donné le role physiologique de la
P-gp, de nombreuses études ont pu mettre en évidence une
association entre des polymorphismes altérant sa fonction
et certains cancers comme la leucémie myéloide chronique
[10], le cancer du sein [11] et le cancer rénal [12]. Le poly-
morphisme le plus étudié est le polymorphisme ABCB1 c.3435



C>T (dbSNP Id: rs1045642) localisé dans [’exon 26. Bien que
ce dernier soit une mutation silencieuse codant pour ’iso-
leucine, ce polymorphisme semble affecter |'expression et la
fonction de la P-gp de facon importante [13].

L’objectif de cette étude était donc de rechercher d’éven-
tuelles associations entre les polymorphismes des génes du
métabolisme et du transport des xénobiotiques : CYP3A5
€.6986A>G et ABCB1 ¢.3435C>T et la survenue du CCR sur un
échantillon de la population Ouest Algérienne.

Matériels et Méthodes
Population d’étude

Notre travail a été réalisé entre 2007 et 2012 sur une popula-
tion (n= 200) constituée de 101 sujets sains non apparentés,
ne présentant aucune maladie chronique (témoins), et de 99
cas atteints de cancer colorectal, admis au service d’oncolo-
gie du Centre Hospitalier Universitaire d’Oran et agés entre
20 et 75ans,. Tous les individus recrutés dans cette étude
sont originaires de I’Ouest Algérien. Chaque patient a donné
son consentement éclairé pour participer a ’étude. Un ques-
tionnaire a été élaboré par les médecins pour chaque patient
afin de recueillir les données démographiques et cliniques,
les habitudes au tabagisme, la consommation d’alcool et
les antécédents médicaux personnels et familiaux. Dans le
groupe de controles, aucun individu n’avait d’antécédent de
cancer. Environ 10 a 20 ml d’échantillons de sang périphé-
rique ont été recueillis dans des tubes d’Ethyléne Diamine
Tétra-Acétique (EDTA) et stockés a -20°C jusqu’a U’analyse
génétique.

Extraction d’ADN

L’ADN génomique a été isolé du sang périphérique en utili-
sant une technique standard de Miller, impliquant la diges-
tion au dodécylsulfate de sodium (SDS)/protéinase K suivie
d’une précipitation a I’éthanol [14].

L’exploration des polymorphismes

Les polymorphismes CYP3A5 c.6986A>G et ABCB1 ¢.3435C>T
ont été identifiés par discrimination allélique par PCR quan-
titative en temps réel (Tagman, ABI PRISM® 7900 sequence
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detection system Applied Biosystems, Foster City, CA) [15]

en adaptant la chimie et les conditions recommandées par
la biotechnologie Applied Biosystems.

Les sondes spécifiques utilisées ont été marquées a leur ex-
trémité 5’ par les fluorophores FAM et VIC (Absolute Blue
QPCR ROX Mix - Abgene ref AB- 4138/B) respectivement pour
lallele 1 et U'alléle 2 de chacun des SNP (single nucleotid
polymorphism) explorés.

Pour chaque polymorphisme, [’analyse a été réalisée en uti-
lisant 1,5 ol d’ADN a 25 ng dans un volume réactionnel Tag-
man final de 5 Bl (5’ nuclease Assay), composé de 2.5 ol du
tampon « Tagman Genotyping Master Mix » (Applied Biosys-
tems, Foster City, CA) a 2X et du mélange « sonde assay-spe-
cific » contenant les amorces spécifiques a chaque SNP et les
sondes VIC et FAM a des concentrations définies par le bio-
systeme d’analyse « Applied Biosystems ». Ces réactifs sont
commandés en fonction de la référence NCBI « rs » (National
Center for Biotechnology Information Reference) de chacun
des variants et les conditions « Tagman » appliquées sont
celles recommandées par le fabricant (Applied Biosystems :
http://snp500cancer.nci.nih.gov/tagman_assays).

Une plaque de 384 puits a été utilisée et des controles ho-
mozygotes sauvages, homozygotes mutés et hétérozygotes
correspondant a chacun des SNPs ont été ajoutés a la plaque.
On obtient donc deux fluorescences pour un hétérozygote et
une seule (VIC ou FAM) pour un homozygote.

Les séquences des amorces et des sondes Tagman utilisées
pour ’analyse des polymorphismes sont représentées sur le
(tableau 1).

Analyse statistique

La description statistique de |’échantillon testé a été effec-
tuée et indiquée par une moyenne et une déviation standard
(+ DS). Toutes les données statistiques ont été décrites en
nombre et en fréquences. Les comparaisons des répartitions
de fréquence des polymorphismes concernant les cas et les
controles ont été effectuées a ’aide de tests X2 (programme
Epi InfoTM version 7). Les valeurs de p ont été considérées
comme statistiquement significatives lorsque p <0,05; Le
risque a été évalué en utilisant ’odd ratio (OR) et 95% d’in-

Tableau 1. Séquences des amorces et des sondes Tagman utilisées pour ’analyse des polymorphismes ABCB7c. 3435C>T, CYP3A5 c.6986A>G.

Polymorphismes Sequence des amorces Sonde VIC Sonde FAM
CYP3A5 c. 6986A>G Amorce F: CGAATGCTCTACTGTCATTTCTAACCA AGAGAGACTGAAAG AGAGAGATTGAAAG
rs776746 Amorce R: TGAAGGGTAATGTGGTCCAAACAG

ABCB1 c.3435C>T Amorce F: CTGTTTGACTGCAGCATTGCT CCCTCACGATCTCTT CCCTCACAATCTCTT
rs1045642 Amorce R: ATGTATGTTGGCCTCCTTTGCT
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tervalle de confiance (IC).

Résultats

Nous avons étudié 99 patients Cancer colorectal et 101 té-
moins. Les caractéristiques de chaque groupe sont présen-
tées dans le tableau 2.

Les résultats génotypiques pour le polymorphisme CYP3A5
€.6986A>G dans ’intron 3 du gene CYP3A5 ont été détermi-
nés pour 96 patients atteints de CCR et 99 contréles. Aprés
comparaison des fréquences alléliques et génotypiques

Tableau 2. Distribution des sexes et ages entre cas et témoins.

Variables CCR Temoins
n (%) n (%)

Sexe (n=99) (n=101)
Homme 42 31
Femme 30 17
Age (années)

<50 31 35
>50 41 13

n:nombre, %: pourcentage,SD: déviation standard.

du polymorphisme CYP3A5 c.6986A>G entre les cas et les
controles, il est apparu qu’il n’existait aucune différence
significative dans la distribution des fréquences des alléles
CYP3A5*1 et CYP3A5*3 entre les deux catégories d’individus.
Par ailleurs, les résultats génotypiques pour le polymor-
phisme ABCB1 c¢.3435C>T ont été déterminés pour 94 pa-
tients atteints de CCR et 98 controles, Aucune différence
statistiquement significative n’a été retrouvée pour le poly-
morphisme ABCB1 c.3435C>T entre les patients CCR et les
contréles.

Discussion

En Algérie, le cancer colorectal représente un réel pro-
bleme de santé publique. Celui-ci combine U"implication de
facteurs génétiques mais aussi environnementaux. De nom-
breux génes sont associés au risque de survenue de cette
pathologie dont certains codent pour des protéines interve-
nant dans le métabolisme et le transport des xénobiotiques.

L’analyse du polymorphisme CYP3A5 c.6986A>G

L’hypothése qui justifie la présente étude est basée sur le
fait que ’enzyme CYP3A5 est exprimée en grande quantité
dans le tractus digestif et que son activité enzymatique est
impliquée dans ’activation de plusieurs pro carcinogénes
dont certaines mycotoxines comme |’aflatoxine B1 mais aus-
si les nitrosamines, les hydrocarbures aromatiques polycy-
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cliques, et les amines hétérocycliques produits au cours de
la cuisson des aliments [16, 17]. Le SNP CYP3A5 6986A>G
(dbSNP Id : rs776746) fait partie des polymorphismes récem-
ment découverts qui aboutissent a des changements fonc-
tionnels de cette enzyme [18]. Ce SNP donne naissance a une
protéine tronquée, et nous l’avons exploré afin de définir
la distribution de sa fréquence dans notre population d’une
part et d’autre part pour rechercher une éventuelle associa-
tion avec le risque de développement du CCR.

Nous avons tout d’abord établi une comparaison des fré-
quences alléliques de ce variant entre notre population té-
moin et d’autre population témoins a travers le monde. La
fréquence de 80,6% de lalléle CYP3A5*3 caractérisant notre
population controle s’est révélée proche de celle retrou-
vée sur les populations Caucasienne (70%) [19] et Japonaise
(75%) [20]. Aucune association avec le risque de CCR n’a été
retrouvée aprés comparaison des fréquences alléliques et
génotypiques du polymorphisme CYP3A5 c.6986A>G entre
les cas et les controles. Sachant que allele CYP3A5*3 est
synonyme d’une expression plus faible voire nulle de l’en-
zyme CYP3A5, il semblerait que dans notre population, ’ex-
pression de CYP3A5 serait plus faible et donc que la perte de
"expression de cette enzyme due au polymorphisme CYP3A5
€.6986A>G n’ait pas de lien avec une susceptibilité accrue
au CCR. Ceci est en accord avec les conclusions d’autres
études [21, 22].

Cette absence d’association, malgré la fréquence élevée de
ce SNP dans notre population, pourrait s’expliquer par des
habitudes alimentaires différentes et donc une exposition
a des substances cancérigénes potentielles différentes dans
nos régions qui ne nécessiteraient pas la fonction enzyma-
tique de CYP3A5 pour étre désactivées. De plus, il se pour-
rait que U’expression de CYP3A5 ne soit pas exclusivement
régulée au niveau de la transcription, et que les mécanismes
de régulation de celle-ci puissent étre différents entre les
sujets souffrant de CCR et les individus sains [23]. Cette hy-
potheése signifierait que le polymorphisme modifiant la trans-
cription du gene CYP3A5 pourrait étre contrebalancé par un
autre mécanisme de régulation qui aboutirait a une expres-
sion normale de cette enzyme chez les sujets malades. Par
ailleurs, il serait tout a fait plausible de supposer que ce
polymorphisme ait des conséquences différentes en fonction
de l'alimentation et donc de la localisation géographique.
En effet, ce polymorphisme est associé a une diminution du
risque de cancer de ’cesophage mais aussi du cancer de la
prostate [24, 25].

L’analyse du polymorphisme ABCB1 ¢.3435 C>T Dans
le groupe des sujets sains, la fréquence de lalléle ABCB1
3435C est largement supérieure a la fréquence de lallele
ABCB1 3435T dans notre groupe de témoins (Tableau 03).

Cette méme observation est également retrouvée dans les
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Tableau 3. Distribution des fréquences alléliques et génotypiques du polymorphisme CYP3A5 c.6986A>G chez des patients atteints de CCR et les

contréles de la population de |’Ouest Algérien.

CCR Controles p value OR(95% IC)
n (%) n (%)
CYP3A5 c.6986A>G (n=96) (n=98)
Alléles
6986A (CYP3A5*1) 31 (16,1) 40 (20,4) 10
6986G (CYP3A5*3) 161 (83,8) 158 (80,6) 0,4 1,2 [0,7-2,2]
Génotypes
6986AA (CYP3A5*1/*1) 1(1) 6 (6,1) 10
6986GA (CYP3A5*1/*3) 29 (30,2) 8 (28,5) 0,1 0,1 [0,003-1,4]
6986GG (CYP3A5*3/*3) 66 (68,7) 5 (66,3) 0,1 0,1 [0,003-1,5]

n:nombre, %: pourcentage, OR: odds ratio, IC: intervalle de confiance, p: significativité, b: génotype / alléle catégorie de référence, CCR: cancer

colorectale, a: teste de fisher.

populations Japonaise et Iranienne [26, 27] ce qui n’est pas
le cas pour les populations Caucasiennes Espagnole et Améri-
caine [28, 29]. Par ailleurs, la fréquence de ce SNP observée
dans notre population se rapproche beaucoup de celle carac-
térisant la population Iranienne.

Les individus portant le génotype 3435CC présentent une
expression de la P-gp duodénale 65 fois plus importante que
les individus homozygotes 3435TT [13]. Cette surexpres-
sion de la protéine P-gp s’accompagne d’une résistance des
sujets 3435CC a U'entrée des xénobiotiques réduisant pro-
bablement ainsi le risque d’un CCR [9]. Dans cette étude,
il apparait que le génotype 3435CC n’est pas corrélé a la
survenue du CCR dans la population de I’Ouest algérien (Ta-
bleau 4). Cette absence d’association est également retrou-
vée dans d’autres études cas/témoins [30].

Plusieurs facteurs tels que l’indice de masse corporelle (IMC)
ou le statut de tabagisme peuvent influencer [’apparition du
CCR; les polymorphismes génétiques ne sont donc pas les

seuls facteurs impliqués dans la survenue de cette patholo-
gie. La limitation la plus importante de notre étude pourrait
étre due a la petite taille de I’échantillon sachant qu’a me-
sure que la taille de U’échantillon augmente, la puissance
augmente.

Conclusion

En conclusion, nos résultats représentent le premier rapport sur
la population Algérienne démontrant |’absence d’association des
polymorphismes CYP3A5 c.6986A>G et ABCB1 ¢.3435 C>T avec la
survenue du cancer colorectal. Il serait peut-étre plus intéressant
d’étudier d’autres polymorphismes dans ces génes qui pourraient
étre plus impliqués dans ’émergence de ce cancer.
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Table 4. Distribution des fréquences alléliques et génotypiques du polymorphisme ABCB1 c.3435 C>T, chez des patients atteints de CCR et une

population contréle de I’Ouest Algérien

CCR Controles p value OR(95% IC)
n (%) n (%)

ABCB1 c.3435 C>T (n=94) (n=98)

Alleles

3435C 121 (64,3) 129 (65,8) 0,8 10

3435T 67 (35,6) 67 (34,1) 0,9 [0,6-1,4]

Génotypes

3435CC 39 (41,4) 44 (44,8)

3435CT 43 (45,7) 41 (41,8) 0,6 1p

3435TT 12 (12,7) 13 (13,2) 1 0,8 [0,4-1,6]

n:nombre, %: pourcentage, OR: odds ratio, IC: intervalle de confiance, p: significativité, b: génotype / alléle catégorie de référence, CCR: cancer

colorectale, a: teste de Fisher.
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