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INTRODUCTION

Le cancer représente un veéritable probléeme de santé publique de nos jours, qui est a
I’origine de 7,6 millions de décés en 2008, soit 13% de la mortalité mondiale. Le nombre
de déces par cancer devrait poursuivre sa progression et dépasser 11 millions de personnes

d’ici 2030 selon les derniéres estimations de I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS).

La plupart d’entre nous connaissent une personne souffrante d’un cancer du sein, qu’il
s’agisse d’'un membre de la famille, d’'une amie ou d’une connaissance. Face a un
diagnostic de cancer du sein, de nombreuses femmes demandent « Pourquoi moi ? ».
Malheureusement, il n’existe pas de réponse évidente a cette question. Beaucoup de choses
restent encore a découvrir au sujet du cancer du sein. Mais la bonne nouvelle, c’est que
notre compréhension de cette maladie s’améliore en permanence et que ceci apportera de
nouvelles possibilités de prévention de la maladie.

On connait plusieurs facteurs de risques du cancer du sein. Cependant, dans la plupart des
cas, il est impossible d’expliquer les raisons de son apparition chez une personne en
particulier. Des mutations sur des génes, transmises d’une génération a 1’autre ou bien
acquises au cours de la vie peuvent causer un cancer du sein. Les génes suppresseurs de
tumeurs sont des geénes qui codent pour des protéines régulant négativement la
prolifération cellulaire ou exercant un effet répresseur sur certains oncogénes. lls sont des
gardiens de I’intégrité du matériel génétique et correspondent aux génes d’arrét du cycle
cellulaire. La perte ou I’inactivation des génes suppresseurs de tumeurs peut contribuer a la
cancérogénese. Parmi ces genes, on trouve le géne p53 qui a de multiples fonctions
biologiques du gene suppresseur (régulateur de I’expression de genes cruciaux du cycle
cellulaire, de la réparation et de la division cellulaire...). Depuis plusieurs années, la
compréhension des fonctions de p53 et des moyens de la réguler constitue un important
défi de la recherche contre le cancer.

Dans notre travail nous allons rechercher et, éventuellement, identifier des mutations sur
des points "hot spots" pouvant affecter le bon fonctionnement du géne codant pour la
protéine p53. Les mutations de p53 sont caractérisees par une forte prévalence des

mutations faux-sens trouvés principalement dans les exons 5 — 8. La plupart des mutations
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du géne p53 surviennent a quatre points chauds (codons 175, 248, 249, 273). Nous avons
donc porté notre attention sur ces quatre codons.

Gréace a la technique de PCR-RFLP, couramment utilisée, nous allons étudier ces points
chauds du géne p53 dans une population Algérienne étendue, ce qui va permettre d’établir
une corrélation entre le type de mutation observée et comprendre le mécanisme de

tumorigenése déclenché.
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I. Partie bibliographique

I.1. Anatomie de la glande mammaire

Les seins sont des glandes cutanées sudoripares modifiées situés sur la face latérale
antérieure du thorax. Chaque sein s’étend verticalement de la 2°™ & la 3°™ cote et
transversalement du bord latéral du sternum a la ligne axillaire (figure 1) (1). La glande
mammaire est composée de 15 a 20 lobes (de tailles variables), ces derniers sont composés
de lobules contenant entre 10 et 100 alveoles (ou acini). Chaque acini mesure 0,12 mm de
diametre (2).

Les lobules sécrétoires divergent pour former 15 a 25 canaux (ducts) qui se fondent en
gros canaux (conduit lactifére), ceux-ci se dilatent en aval pour former le sinus lactifére et
débouchent sur la surface du mamelon (nipple). Le pore du mamelon est de 0,4 mm a 0,7
mm de diametre et il est entouré par des fibres musculaires circulaires (2). Le mamelon est

entouré d’une zone de peau pigmentée appelée 1’aréole (areola) (3).
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Figure 1. Anatomie du sein (4).
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1.2. Vascularisation du sein

a. Vascularisation artérielle : 1’approvisionnement du sein en sang est assuré
principalement a partir de branches médianes antéricure et postéricure de 1’artére
mammaire interne (60%) et les branches latérales mammaires de [’artére thoracique
latérale (30%) (2). Les deux arteres précédemment cités proviennent de I’artére axillaire et

entrent dans le sein par la région superomédiale et superolatéral, respectivement (figure 2)

().

Intsrnal mammary artery

Intercostal artery

Sternum

Lateral thoracic
artery ,'

=S
wee "
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Pectoralis major muscle

Intercostal artery

Intercoztal perforators
(central)

Figure 2. Vascularisation artérielle du sein (1).
b. Vascularisation veineuse : le drainage veineux des seins est divisé en deux systemes,

systeme profond et systeme superficiel, qui sont reliés par de petite veine. Les deux

systemes se jettent dans la veine thoracique interne, axillaire et céphalique (2).

3
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c. Drainage lymphatique : Le drainage de la lymphe a partir du sein a été intensivement
étudié particulierement pour le cancer du sein, et on trouve deux voies lymphatiques par
lesquelles la lymphe est drainée a partir des seins. La premiere correspond aux ganglions
axillaires, la seconde aux ganglions mammaires internes. La majorité de la lymphe des
deux parties médiale et latérale de seins est drainé vers les ganglions axillaires (75%) alors
que les ganglions lymphatiques mammaires internes drainent la partie profonde du sein (2).

1.3. Histologie de la glande mammaire

Les seins sont composés de glandes sécrétoires, de tissu adipeux et de tissu conjonctif
bien développés qui entourent les canaux et les lobules. Le sein est soutenu par des fibres
de tissu conjonctif appelé : ligaments de Cooper (2). La structure de base de la glande
mammaire mature est une série d’alvéoles organisés en lobules, chacun est drainé gréce a
un systeme canalaire commun vers le mamelon. Les canaux et les alvéoles sont bordés par
une double couche : une couche de cellules épithéliales luminales sécrétoires et une couche
de cellules basales myoépithéliales qui fournissent la force contractile de 1’¢jection du lait

pendant la lactation (5).

|.4. Cancer du sein

Le cancer du sein est le premier cancer diagnostiqué chez les femmes dans 140 des 184
pays couverts par GLOBOCAN dans le monde. 1,7 millions de femmes ont un diagnostic
du cancer chaque année et en 2012, 6,3 millions de femmes vivaient avec un cancer du sein
diagnostiqué au cours des cing années précédentes. Le cancer du sein est la cause la plus
fréquente de déces par cancer chez les femmes (522000 décés). Il représente maintenant un
cancer sur quatre chez les femmes et il est aussi ’une des principales causes de déces par

cancer dans les pays les moins développés (6) (7).
1.4.1. Facteurs de risque du cancer du sein

Il existe suffisamment de preuves permettant d’affirmer que la susceptibilité génétique,
I’exposition a des facteurs environnementaux et a des facteurs liés au style de vie jouent un

role important dans 1’étiologie de cette maladie (8). Les facteurs de risque génétiques
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représentent 5 a 10 % des cas de cancer du sein (9). Les facteurs de risques physiologiques
et environnementaux établis pour le cancer du sein comprennent : un parent de premier
degré atteint de cancer du sein, puberté précoce, ménopause tardive, nulliparité ou premier
enfant a un age avanceé, le surpoids aprés la ménopause, certains types de maladies
bénignes du sein, la consommation d’alcool, et 1’utilisation & long terme de traitement

d’cestrogene substitutif de la ménopause (9).

Il existe d’autres facteurs associés a un risque élevé de cancer du sein : le tabagisme,
certains aspects de la nutrition (consommation de viande et de graisse), absence d’activité
physique et le stress psychologique (9). La maternité précoce, la nulliparité, ’activité
physique réguliere, I’allaitement et le maintien de 1’équilibre énergétique réduisent ce

risque (figure 3) (8).
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rd
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Factors associatzd with an increased () or decrzased || risk for breast cancer

Figure 3. Facteurs étiologiques impliqués dans le développement de cancer du sein (10).

1.4.2. Facteurs pronostiques

Le cancer du sein est une maladie hétérogéne avec des aspects morphologiques multiples,
des caractéristigues moléculaires différentes, un comportement et une réponse au
traitement variables. La prise de décision thérapeutique potentiellement appropriée aux

patientes dépend de la disponibilité des forts facteurs cliniques pronostiques, pathologiques

s
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et prédictifs. Dans le cancer du sein au stade précoce, 1’utilisation de la thérapie systémique
doit étre determinée pour chaque patiente, les 3 principaux déterminants pronostiques
utilisés en routine : LN (Lymph Node status) ou status ganglionnaire, ¢’est le nombre de
ganglion lymphatique métastatique, la taille de tumeur et le grade histologique (11). Le
grade histologique ou la présence éventuelle de métastases est déterminé par 1’évaluation
de la quantité de formations glandulaires présentes, de polymorphisme cellulaire et du
nombre de mitoses; I’évaluation de grade apporte des éléments de pronostic
supplémentaires. Les carcinomes sont divises en 3 grades qui correspondent chacun a un
pourcentage de survie : grade | (85%), grade 11 (60%), grade 111 (45%) (12).

Le stade, le grade, le type histologique des tumeurs et 1’état des récepteurs hormonaux
sont des facteurs pronostiques qui peuvent étre utilisés pour déterminer la survie dans le
cas de carcinome mammaire. 1l y a aussi la prolifération cellulaire, dont il est possible de
déterminer sa vitesse par I’immunohistochimie. Les tumeurs, qui ont une vitesse de
prolifération élevée, ont un pronostic mauvais que celles qui ont une vitesse de
prolifération basse. Cette caractéristique est significative et indépendante de la
détermination histologique du grade de la tumeur. Ainsi que I’expression des oncogenes,
dans chaque grade et de chaque stade de cancers mammaires, il existe des variantes des
taux de survie. L’¢tude de I’expression des oncogenes tente d’expliquer ces variantes.
Comme beaucoup de tumeurs, le cancer du sein est associé a différentes anomalies
d’oncogenes (12).

Le pronostic peut étre également relié aux taux des récepteurs hormonaux. Les patientes
atteintes d’un carcinome mammaire et qui expriment la présence de récepteurs aux

cestrogénes et & la progestérone ont une survie plus long (12).

1.4.3. Classification des cancers du sein

1.4.3.1. Classification anatomopathologique des cancers du sein

Le cancer du sein peut étre classé en carcinome in situ et carcinomes infiltrants
(invasifs). Le cancer du sein in situ est encore classé en canalaire ou lobulaire (figure 4).
La différence entre les deux types se fait selon la croissance et les caractéristiques

cytologiques (figure 5) (13).
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Histological classification of breast cancers
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Figure 4. Classification histologique des sous-types de cancer du sein (13).

a. Le carcinome canalaire in situ (CCIS) encore appelé carcinome intracanalaire ou
intragalactophorique ne donne, en théorie, ni métastases ganglionnaires ni métastases a
distance, puisque le processus néoplasique se trouve confiné a I’épithélium dans les canaux
ou la membrane basale est optiquement intacte (figure 5) (14). Le carcinome canalaire in
situ est considérablement plus fréquent que le carcinome lobulaire in situ, et englobe un
groupe hétérogene de tumeurs. CCIS se classe en 5 sous-types (selon les caractéristiques
architecturales de la tumeur) : comedo, cribriforme, micropapillaire, papillaire et solide
(figure 4) (13).
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Figure 5. Types de cancer du sein. (A). Le carcinome canalaire in situ (CCIS). Les cellules
malignes pleomorphiques sont vues a I’intérieur d’une bande d’éosinophile de la
membrane basale (15) (16). (B). Carcinome canalaire infiltrant (HES x 50). Les cellules
tumorales s’agencent en tubes et canaux dont 1’aspect est assez similaire aux canaux
galactophores normaux. Elles infiltrent le tissu normal et la graisse, entourée d’un stroma
réaction fibro-élastosique et s’accompagnent d’une composante intracanalaire de type

massif (15) (19). (C). Carcinome lobulaire in situ (CLIS), type classique avec distension

-
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glandulaire marquée. Les glandes lobulaires élargies ont rempli la plupart du stroma
intralobular. Noter la taille variable des glandes avec CLIS et le lobule non concerné ci-
dessous (18). (D). Carcinome lobulaire infiltrant (HES x 40). La tumeur est formée de
cellules de taille et de forme homogenes, isolées ou constituant des files indiennes (15)
(19). (E). Carcinome tubulaire. Il existe une distribution aléatoire des tubules arrondies et
anguleuses avec des lumiéres ouvertes, bordés par une seule couche de cellules épithéliales
séparés par un stroma réactif abondant (10). (F). Coupe histologique d’un carcinome
médullaire. La tumeur est composée de massifs de grandes cellules syncytial pléomorphes.
Il n’y a pas de différenciation glandulaire. Le stroma adjacent contient de nombreuses
cellules inflammatoires (10). (G). Carcinome mucineux invasif. Petites structures
glandulaires sont notées dans des plages de mucines (16). (H). Le fort grossissement de
carcinome mucineux invasif montre des atypies nucléaires faibles a modérées sans

évidence de mitoses (16).

b. Les carcinomes lobulaires in situ (CLIS), ils sont rares (environ 0,5% des carcinomes
mammaires) et sont, plutét, considérés comme des marqueurs de risque de déeveloppement

d’un cancer infiltrant (figure 5) (17).

Le cancer du sein infiltrant est un groupe de tumeurs épithéliales malignes caractérisees
par I’invasion des tissus adjacents et une tendance marquée aux métastases a distance (10).
Les principaux types de tumeurs infiltrants, incluant canalaire invasive, lobulaire invasive,
mucineu (colloide), tubulaire, médullaire et carcinome papillaire (canalaire/ lobulaire)
(figure 4) (13).

c. Le carcinome canalaire infiltrant (CCI) est le plus fréquent. Il représente 70 a 80% des
cas (13). C’est un groupe hétérogéne de tumeur. Généralement, il est constitué de cellules
de grandes tailles et irréguliéres entre elles, pourvues de cytoplasme plus abondant et
éosinophile. Ces cellules sont cohésives, s’agengant tantot en tubes, tantot en travée ou en

massives, plus rarement, adoptant une architecture syncitiale (figure 5) (19).

d. Le carcinome lobulaire infiltrant (CLI) est formeé de petites cellules régulieres, rondes,
uniformes et non cohésives, ressemblant a celles du carcinome lobulaire in situ et ayant, en

général, un faible taux de mitose (figure 5). L’aspect typique est celui d’une diffusion de
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cellules tumorales isolées ou en file indienne groupées de fagon concentrique autour de
canaux galactophoriques résiduels ou un pourtour de lésions de carcinome lobulaire in
situ (19).

e. Le carcinome tubulaire, un type particulier de cancer du sein, est composé de structures
tubulaires distinctes avec ouverture luminal bordé par une seule couche de cellules
épithéliales. Les carcinomes tubulaires mesurent habituellement entre 0,2 et 2 cm de
diamétre, la majorité est de moins de 1 cm. Les lobules sont généralement avales ou
arrondies et les cellules épithéliales sont petites et régulieres avec un discret

pléomorphisme nucléaire et une faible mitose (figure 5) (10).

f. Le carcinome mucineux (ou colloide) se rencontre le plus souvent chez les femmes
ménopausées. Les cellules sécrétent du mucus dans le stroma, qui donne a la tumeur une

consistance molle et visqueuse (figure 5) (12).

j. Le carcinome médullaire, un carcinome bien circonscrit composé des cellules peu
différenciées disposées en massifs séparées par de fin travées du tissu conjonctif lache et
des foyers inflammatoires de nécrose et une différenciation malpigienne peuvent étre

observées (figure 5) (10).

1.4.3.2. Classification moléculaire du cancer du sein

Le développement des outils biologiques dans le cancer du sein a permis d’individualiser
et de classer les différents sous-types pronostic de cancer du sein. La classification
moléculaire intrinséque est certainement la plus largement utilisée de nos jours (20).

L’identification récente des sous-types moléculaires d’un cancer du sein a permis de
prédire une réponse aux nouvelles thérapies ciblées, contrairement aux anciennes
classifications. Des etudes récentes ont identifié plusieurs sous-types moléculaires
intrinseques de cancer du sein qui ont été plus tard confirmés et classés comme : basal-like,
ErbB2* ou HER2", normal breast like, sous type luminal A et sous-type luminal B et plus

récemment, un nouveau sous-type « Claudin low » est identifié (figure 6) (21).




Partie Bibliographique

Molecular classification of breast cancers
[ Breast Cancer ]

-

-

) . f__,,ff
ER-, Claudin- | m —
y Claudin Low — T -
{3}4}?‘0", vimentin®, (12-14%) 7 ~~, | Luminal B ERIe¥, Her2iw,
\ E-cadherin®™, Zeb1" ) \ (~20%]) \proliferation“"J

(ER-, PR-, Her2:,| [ Basal Like | / \ TR (e )
K147 EGFR ] (Ci5-2088) '/ A (~40%) |% Her2'°:" ,|
Her2 enriched Normal Breast

(10-15%) Like

2 ™y - '
Her2*, Adipose tissue
ER- gene signatura*

= A -

Figure 6. Classification moléculaire des cancers du sein (13).

* Les cancers du sein dits « luminaux » sont caractérisés par I’expression des récepteurs
aux cestrogeénes et des facteurs de transcription GATA3. IIs se divisent en 2 catégories ; les
sous-types d’origine luminal A se caractérisent par une prolifération cellulaire peu élevée,
les sous-types d’origine luminale B se caractérisent par une prolifération cellulaire plus
élevée (20).

* Les cancers du sein dits « HER2+++ » (Human Epidermal Growth Factor Receptor-2)
surexpriment 1’oncoprotéine cErbB2 Her2, protéine appartenant a la superfamille des
récepteurs a 1’épidermal growth factor (EGF) mais également peuvent exprimer les
récepteurs aux estrogenes et a la progestérone (20).

* Les cancers du sein de phénotype basal, n’expriment ni les récepteurs hormonaux, ni
I’oncoprotéine Her2. En outre, une tumeur mammaire, pour étre de phénotype basal, doit
également exprimer une partie des marqueurs « basaux » soit des cytokératines 516, 17,
14, EGFR, C-kit, la moesin, caveolin, NGRF/P75. Les tumeurs sont généralement mutées
par p53 (20).

* Le sous-type basal-like/triple négative (ER/PR/ErbB2") a la plus courte durée de survie
(13).

1.4.4. Genes altéres dans le cancer du sein
La progression du cancer du sein implique de multiples événements génétiques, qui
peuvent activer 1’action des oncogénes et perturber le fonctionnement de certains génes

suppresseur de tumeur. L’analyse caryotypique et épidémiologique des tumeurs

1
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mammaires a des stades différents suggérent que les cancers du sein deviennent de plus en
plus agressifs par I’accumulation progressive de mutations génétiques (21).

Les genes qui sont fréquemment altérés dans le cancer du sein: ErbB2, PI3K, p53,
BRCAL/2, et PTEN (22).

a. Les oncogenes: ErbB2, PISBKCA, Myc et CCND1 (codent pour cyclin D1) sont
fréqguemment derégulées dans le cancer du sein (tableau I).

La plupart des oncogénes sont des mutations de certains génes normaux appelés proto-
oncogénes. Les proto-oncogeénes sont « bons » genes qui contrélent normalement quel type
de cellule que c'est et combien de fois se divise. Quand un proto-oncogene muté en un
oncogene, il devient un géne « mauvais » qui peut devenir activé en permanence. Lorsque
cela se produit, la cellule se développe hors de contréle, ce qui peut conduire au cancer
(23).

Tableau I. Oncogenes les plus importants dans le cancer du sein (21, 22).

Oncogéne Fonction

ErbB2 (appelé aussi HER-2) | Géne situé sur le chromosome 17q et code pour les
récepteurs transmembranaires « tyrosine growth factor
receptor », HER-2 presque exprimé exclusivement dans le
cancer du sein primaire d’origine canalaire et exprimé dans

30 a 60% des cancers invasifs.

c-myc A été localisé sur le chromosome 824 et code pour une
phosphoprotéine nucléaire qui agit comme un régulateur de
transcription impliqué dans la prolifération cellulaire, la
différenciation et I’apoptose. Il est impliqué et surexprimé

dans 15 a 25% des tumeurs du sein.

PI13K la signalisation de PI3K influence la croissance cellulaire, la
survie, le métabolisme. L’altération de PI3K est fréquente

dans le cancer du sein.
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Cyclin D1 Médiateur du cycle cellulaire, codé par le gene localisé sur le
chromosome 1113, il est surexprimé dans 40% - 50% des

cancers du sein invasives et implifié dans 10%- 20% des cas.

Cyclin E Médiateur du cycle cellulaire, codé par le gene situé sur le
chromosome 19912 et est rarement amplifié dans le cancer
du sein (environ 2 %). Cependant, la surexpression et
I’altération de la voie de dégradation, résultant
d’accumulation des isoformes de faible poids moléculaire

ont été démontrés dans 20 % a 30 % des cancers du sein.

b. Les génes suppresseurs de tumeur

Les genes suppresseur de tumeur sont des génes normaux qui ralentissent la division
cellulaire, réparent les erreurs de I'ADN, ou dire aux cellules quand elles meurent (un
processus appelé apoptose ou mort cellulaire programmée). Lorsque les génes suppresseurs
de tumeur ne fonctionnent pas correctement, les cellules peuvent se développer hors de

contréle, qui peut mener au cancer (tableau 11) (23).

Tableau I1. Genes suppresseurs des tumeurs (22).

Geéne Function

P53 Le gene p53 est situé sur le chromosome 17q. Il code une protéine de 393
acides aminés qui possede de multiples fonctions, les mutations de p53 se

produisent chez environ 20 a 30% des cancers du sein.

BRCA1/2 | Le gene BRCAL se trouve sur le locus 17g21. Le BRCAL représentant des
mutations a plus de 5% de tous les types de cancers du sein chez les femmes de
moins de 40 ans, mais ce chiffre s’éléve a plus de 90% dans le cancer familial.

Le géne BCRAZ2 se situe sur le locus 13q12-q13. Les deux genes conférent un

risque accru du cancer du sein et de I’ovaire lorsqu’ils sont mutés.

PTEN Le géne PTEN code pour une phosphatase qui est un régulateur négatif d’AKT.

La perte de PTEN augmente le signal de survie cellulaire AKT. Les mutations
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héréditaires du géne PTEN ont montré augmenter le risque de cancers du sein et
de I’ovaire, bien que les mutations de ce géne dans des cas sporadiques sont

rares.

p27

Le p27 est capable de se lier a un certain nombre d'uniques complexes
cycline/CDK pour atténuer leur activité, généralement diriger la cellule vers
I'arrét en phase G1. De nombreux roles de p27 ont été proposés, y compris les
fonctions dans la modulation de la pharmacorésistance, la différenciation
cellulaire et la protection contre I'inflammation. Soutenir le role de p27 comme
un suppresseur de tumeur, la diminution de I'expression a été documentée dans
un large éventail de lignées cellulaire de cancer humain. Cependant, les
mutations de p27 semblent étre des événements rares dans une tumeur maligne,

qui se produisent dans seulement 1 % des tumeurs dans une étude.

CHK2

Cette kinase est activée par la protéine mutée ataxie-télangiectasie (ATM) en
réponse aux dommages de I'ADN et puis phosphoryle p53 et BRCA-1, qui est
muté dans certaines familles qui ont un risque de cancer mammaire, avec un

phénotype de syndrome de Li-Fraumeni.

ATM

Le géne ATM détecte des dommages de I'ADN et active les points de contrble
et les voies de réparation de I'ADN par phosphorylation rapide de plusieurs
substrats y compris p53, BRCA-1 et CHK2.

1
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1.5. Géne p53
1.5.1. Gene p53 et son produit

Le gene p53 humain est situé sur le chromosome 17g13. 1l est composé de 19198
nucléotides du premier exon a I’exon 11 (figure 7). La séquence codante commence dans

le deuxiéme exon et se termine dans le dernier exon (tableau I11) (24).
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Figure 7. Schéma de I’emplacement chromosomique et de la structure du géne p53
humain (25).
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Tableau I11. Structure des exons du géne p53 humain « la partie encadrée» (24).

_ |
p53 p63 p73
Full gene length 19,198 265,822 80,728
Coding region Starts in exon two, goes Starts in exon one, goes Starts in exon two, goes
through exon 11 through exon 14 through exon 14
Exons start end length start end length start end length
Exon 1 1 223 223 1 151 151 1 77 77
Exon 2 10,978 11,079 102 106,314 106,442 129 29,769 29,866 98
Exon 3 1,197 11,218 22 107,216 107,348 133 30,496 30,616 121
Exon 4 11,328 11,606 279 176,846 177,100 255 54,985 55,227 243
Exon 5 12,364 12,547 184 232,806 232,992 187 69,457 69,643 187
Exon 6 12,629 12,741 113 235,256 235371 116 70,790 70,905 116
Exon 7 13,310 13,419 110 236,407 236,516 110 74,551 74,660 110
Exon 8 13,763 13,899 137 237,154 237,290 137 75,064 75,206 143
Exon 9 13,992 14,065 74 237,898 237,980 83 75,565 75,653 89
Exon 10 16,885 16,991 107 241,433 241,569 137 76,763 76,884 122
Exon 11 17,910 19,198 1289 254,968 255,125 158 77,436 77,584 149
Exon 12 257,914 258,058 145 78,363 78,501 139
Exon 13 259,363 259,456 94 78,899 78,992 94
Exon 14 262,780 265,822 3043 80,183 80,728 546
Exons and coding region for the longest transcript were extracted from Ensembl database, release 54 (Hubbard et al. 2009).

Le produit du gene p53 est une phosphoprotéine nucléaire de 393 aminoacides (environ
poids moléculaire de 53 Kda). La protéine p53 a €été se trouvée dans les cellules normales a
de trés faibles quantités mais, de grandes quantités de p53 (5-100 fois) ont été détectées
dans les cellules transformées en culture et dans les tumeurs humaines (25).

Le geéne suppresseur de tumeur p53 est au centre d’une multitude de voies de
signalisation, qui controlent le cycle cellulaire et maintien I’intégrité du génome humain.
La protéine p53 est un facteur de transcription et elle devient active quand elle est se trouve

sous forme d’un homotétramere (4x393 résidus d’acides aminés) (figure 8) (26).

Relative frequency of missense
mutation in human cancer

e gz At ballul e
TaD12  HEGGGE DNA-binding domain N | [ ob [ ctD |
1 61 94 292 325 356 393

Intrinsically disordered

Figure 8. Structure de la protéine p53. La p53 contient un Domaine Amino-terminal de
Transactivation (TAD) qui peut étre subdivisé en sous-domaines TAD1 et TAD2, suivie
d’une Région Riche en Proline (PRR), un domaine centrale (DNA-binding domain) et un

domaine de tétramérisation (OD) puis un domaine réglementaire carboxy-terminal (CTD).
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La structure du domaine de liaison (DNA-binding domain) a ’ADN est présente comme
un gradient d’arc en ciel de I'extrémité amino-terminal (bleu) a I’extrémité carboxyle
(rouge), dont les sites de points chauds des mutations ‘* hotspot ** présentent comme des
modeles du baton “’stick’” (26).

Le domaine de liaison a I’ADN de p53 humain est d’une stabilité thermodynamique
relativement faible et se déplie rapidement a la température du corps avec une demi-vie de
9 minutes (26).

L’état d’oligomérisation de la protéine p53 régulée via son domaine de tétrameérisation
(acide aminé 325-355 de p53 humain). Au centre de ce contact, les Leucines 344 de toutes
les chaines latérales de 4 sous-unités sont en contact direct. La Leu 344 est responsable du
signal d’export nucléaire. Si ce motif est masqué dans la p53 tétramérique, donc on peut
conclure que les niveaux de p53 nucléaire peuvent étre controlés via la régulation de 1’état
d’oligomérisation. Un pont salin intermoléculaire hautement conservée entre Arg337 et
Asp352 stabilise le tétramere. Environ 20% des mutations germinales de p53 sont une
mutation au niveau de codon 337, tandis que la fréquence relative des mutations
somatiques cancéreuses de ce site est faible (26) (27).

Le domaine C-terminal régule la capacité de la liaison de la p53 entre le domaine centrale
et sa séquence spécifique a I’ADN. Ce domaine est riche en acides aminés basiques. Les
preuves suggerent que des changements structurels au niveau du domaine C-terminal sont

nécessaires pour activer p53 (28).

1.5.2. Fonctions de p53

La p53 surnommé « le gardien du génome » ou « le gardien cellulaire ». La protéine p53
agit pour transmettre une variété de stress induisant des signaux aux différentes réponses
cellulaires antiprolifératifs. La p53 a une variété de fonctions antiprolifératifs susceptibles

de contribuer a ses propriétés suppressives de tumeur (figure 9).
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Figure 9. Voies fondamentales de fonction de p53 (29).

En réponse a divers stress cellulaires, les cellules peuvent subir un arrét de croissance
pour prévenir la progression de mutations dans I’ADN. Le role de p53 dans I’arrét de
croissance cellulaire a été largement étudie. 1l induit un arrét en G1 principalement par la
transactivation de p21"4™/ciP! yn inhibiteur des kinases cyclines-dépendantes. La p53 a été
montrée induire I’arrét G2/M principalement par la perturbation de la fonction du
complexe cyclineB1/cdc2, plus précisément, la p53 réprime le cdc25c, une phosphatase qui
favorise la mitose, aprés la l1ésion d’ADN. En outre, la p53 active la transcription de 14-3-
30 apres les 1ésions d’ADN. Le 14-3-35 est une protéine qui empéche la bonne localisation
nucléaire de cyclineB1/cdc2 (30) (31).

La senescence cellulaire : est une forme permanente irréversible de 1’arrét du cycle
cellulaire. La senescence peut étre induite par divers facteurs de stress, y compris
disfonctionnement des télomeres, 1ésions d’ADN, signal mitogénique execif (il produit par
les oncogenes) et la perturbation dans 1’organisation de la chromatine. La P14ARF peut
détecter divers signaux de sénescence, et par la liaison au MDM2, peut activer la p53.
Cette derniére peut ensuite transactiver p21%a™/ePl  qui contribue & la senescence
dépendante de p53, plutdt que 1’arrestation irréversible d’un point de contrdle du cycle
cellulaire (30).

La p53 agit comme un régulateur du processus apoptotique qui peut moduler les points
clés de contrdle dans les deux voies extrinseques et intrinseques. Le lien le plus iniatif

entre p53 et apoptose médiée par transactivation provient de sa capacité a controler la

1
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transcription des membres pro-apoptotiques de la famille Bcl-2, dont les promoteurs de ces
génes peuvent se lier & la p53, leur effet net est d’augmenter le taux de protéines pro-
apoptotiques des familles Bcl-2, qui favorisant ainsi la libération de protéines apoptogénes

des mitochondries, I’activation de caspase donc ’activation de 1’apoptose (32).

La p53 a activé aussi la transcription DRAM (damage-regulated autophagy modulator),
géne produit une protéine lysosomale et induisant 1’autophagie, qui est un processus
impliquant la dégradation catabolique des composants propres d’une cellule

essentiellement a travers la machine lysosomale (30).

1.5.3. Mutations du géene p53 et le cancer du sein

Le facteur de transcription p53 (codé par le gene humain p53) se distingue comme un
suppresseur de tumeur clé et un maitre régulateur de différentes voies de signalisation. I
est impliqué dans le processus de tumorigenese. En effet, les mutations de p53 ont été
signalées se produire dans presque tous les types de cancers (33).

Le géne p53 est muté moins fréquemment dans le cancer du sein que dans d’autres
tumeurs, mais il est la deuxiéme altération génétique la plus fréquente dans ce type de
cancer. La fréquence de mutation p53 et sa valeur pronostique différent entre les sous-
types du cancer du sein (34).

Les examens des cancers du sein révelent que les mutations de p53 sont rares dans les
tumeurs au stade T1, qui sont moins de 2cm de diameétre et significativement plus
fréquentes dans les tumeurs au stade T3, qui sont plus de 5 cm (33).

Contrairement a la majorité des genes suppresseurs de tumeur, comme RB, APC ou
BRCAL, qui sont généralement inactivés pendant la progression de cancer par des
délétions ou des mutations silencieuses, le géne p53 dans les tumeurs humaines subit,
souvent, des mutations faux-sens, dans lesquelles un seul nucléotide est remplacé par un
autre. Par conséquent, la protéine contient seulement une seule substitution d’acide aminé.
Les mutations de p53 associées au cancer sont tres diverses dans leur emplacement dans la
séquence de codage de p53 et leur effets sur la stabilité thermodynamique de la protéine
p53. Cependant, la grande majorité des mutations résultent d’une perte de capacité de p53
a se lier a I’ADN et activer la transcription des genes cibles de p53 (33) (35).

Les mutations de gene p53 sont caractérisées par une prévalence élevée de mutations

faux-sens, principalement dans les exons 5-8, au niveau du domaine de liaison a I’ADN.
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Le spectre de mutations dans le cancer du sein est similaire a celui des autres cancers, avec
moins de transversions G:C a T:A et plus de transitions A:T au G:C (36).

Les mutations du domaine de liaison a I’ADN (DBD), environ 30%, Se situent dans six
codons chaux ou "hot spots" (résidus R175, G245, R248, R249, R273, R282) et sont
fréquentes presque dans tous les types de cancers. L’existence de ces résidus " hot spots "
pourraient s’expliquer a la fois par la sensibilité des codons particuliers aux altérations par
cancérogene. En plus, la perte de fonction une mutation de p53 peut causer, le
développement de tumeurs par plusieurs autres moyens est possible. Dans une situation
hétérozygote, ou les deux alléles de type sauvage (WT) et d’alléle mutant coexistent, p53
mutant peut s’opposer aux fonctions de p53 WT d’une manicre négative dominante (DN).
L’inactivation de la p53 sauvage par la p53 mutante dans le mécanisme DN provient du
fait que I’activité transcriptionnelle de WT p53 repose sur la formation de tétraméres, dont
la fonction du domaine DNA-binding peut étre perturbée par la p53 mutante. Toutefois, un
tel état hétérozygote est souvent transitoire, alors que les mutations de p53 sont
fréquemment suivies par la perte d’hétérozygotie (LOH) « loss of heterozygoty » au cours
de la progression du cancer. La LOH du bras court du chromosome 17, ou se trouve p53,
implique une force sélective d’entrainement de I’inactivation de 1’allele WT restante, ce
qui suggere que l’activit¢ DN de p53 mutante n’est pas suffisante pour inactiver
complétement p53 sauvage (WT). En outre, de nombreux isoformes de p53 mutantes
peuvent exercer une activité oncogénique supplémentaire par un mécanisme gain de
fonction (GOF). Ce terme fait référence a 1’acquisition de propriétés oncogéniques de la
protéine mutante, par apport a I’inactivation simple de la protéine. Les deux effets de DN
et GOF peuvent jouer un rble important dans la sélection positive des mutations faux-sens

de p53 au cours de la tumorigenése (33).

+ Les mutations somatiques de p53: p53 est muté dans 31% de toutes les tumeurs
incluses dans le catalogue de mutations somatiques dans le cancer, et est muté dans
environ ~25% des échantillons de cancer du sein (figure 10), ou il est le second géne le
plus fréquemment mute apres le proto-oncogene PISKCA (26 % en COSMIC) (34).
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Figure 10. Prévalence des mutations de p53 dans les cancers sporadiques (37).

La plupart des mutations dans le domaine DNA-binding, sont faux-sens (87,9%) (Figure
11). En revanche, en dehors de cette région, les mutations faux-sens représentent environ
40%. La majorité des mutations étant non-sens ou avec un décalage du cadre de lecture.
Parmi les substitutions d’une base simple, environ 25% sont des substitutions C:G > T:A
sur les sites CpG. Parmi les 22 CpG du domaine DNA-binding, 3 codons "hot spots"
(175, 248, et 273) représentent 60% des mutations CpG et 5 autres residus
(196, 213, 245, 282, et 306) représentent 26% des mutations. L’absence de mutations dans
les autres sites CpG refléte que la substitution de ces résidus ne génére pas une protéine
dysfonctionnelle (37).
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Figure 11. Spectre mutationnelle du gene p53 dans les cancers humains. (A). Des données
des mutations faux-sens de p53 pour des patients (N : 19,262). (B). Tableau des six résidus
" hot spots " dans p53. (C). Tableau des plus communes des mutations faux-sens de résidus

" hot spots " dans p53 avec une fréquence correspondante de mutations. (N : 25,902) (38).

+ Les mutations germinales de p53 : les altérations du géne p53 sont fréquentes dans le
syndrome Li-Fraumeni, une maladie héréditaire. Ce syndrome autosomique dominant se
caractérise par une forte incidence de cancers précoces comprenant, principalement, le
cancer du sein, le sarcome, le carcinome corticosurrénale (ACC), la leucémie et les

tumeurs cérébrales (39).
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Le cancer du sein est I’événement le plus fréquent dans le syndrome de Li-Fraumeni, soit
> 25% de toutes les tumeurs dans les familles touchées. Le spectre mutationnelle de géne
p53 dans le cancer du sein de Li-Fraumeni ressemble a celui du cancer du sein sporadique,
avec ~65% des mutations faux-sens, mais se differe dans la distribution de " hot spots "
(figure 12). Ceci principalement di a la fréquence anormalement élevée (jusqu’a 16%) de
la mutation du codon 337 des patients de Li-Fraumeni, soit 11% dans syndrome relié aux

cancers du sein (34)

(%; n=17386,

missense mutations,
spontaneous breast cancer; R248
source: IARC TP53 database)

g4
R175 R273

e

Pro-

R273

G245
M133

104 (%; n=362,

missense mutations,

breast cancer in Li-Fraumeni synd.; R248 R337
42 4 source: IARC TP53 database)

Figure 12. Fréquence et altérations faux-sens de p53 dans le cancer du sein spontanée et

le syndrome Li-Fraumeni « mutations de p53 germinales » (34).
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+¢ Les polymorphismes de p53 : plus de 80 polymorphismes de p53 ont été identifiés et
validés dans des populations humaines. La majorité (90%) est située dans les introns, en
dehors des sites d’épissage, dans les exons non codants. Peu d’entre eux ont été testés dans

des essais fonctionnels ou étudier leurs effets sur le risque de cancer (37).

2

=




Partie expérimentale




Partie Expérimentale

I1. Partie expérimental

I1.1. Stratégie d’analyse

L’étude que nous avons entreprise est transversale de type cas témoins, 30 cas cancéreux,
leur &ge moyen est de 46 ans et 7 témoins atteints d’adénofibrome et leur 4ge moyen est de
22 ans.

Dans un premier temps, nous avons effectué 1’extraction d’ADN a partir de pieces de
tissus mammaires. Un fragment d’ADN précis est amplifié en de multiples copies par une
réaction de polymérisation en chaine de I’ADN ou PCR (Polymerase Chain Reaction), qui
est une méthode de biologie moléculaire ayant pour but d’amplifier sélectivement un
segment spécifique d’ADN double brin en utilisant des amorces oligonucléotidiques de
séquence definie. Dans notre étude, nous avons utilisé 3 couples d’amorces pour amplifier
3 fragments précis d’ADN du géne p53, contenant les 4 codons "hot spots" (175, 248, 249
et 273). La détermination de la taille est vérifiée sur gel d’agarose aprés marquage au
bromure d’éthiduim (BET) (figure 13).

Pour détecter la présence ou 1’absence des mutations de p53 dans le cancer du sein, nous
avons réalisé une RFLP (Restriction Fragment Lengh Polymorphism). Elle permet
d'identifier le polymorphisme cible par application des restrictions des endonucléases au
niveau ’ADN. Pour cela, I'ADN est digéré¢ par des enzymes de restriction spécifiques. La
coupure de I'ADN se fait en un site particulier reconnu par I'enzyme. Chaque enzyme
reconnait une séquence d’/ADN qui lui est spécifique. Le produit de digestion est visualisé
sur un gel d’agarose & 4%. Selon le nombre de bandes générées, on peut déduire la

présence ou 1’absence de mutations.
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PCR =
amplification des fragments d’intéréts

par des amorces spécifiques
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digestion du produits de la PCR. par des
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Figure 13. Illustration schématique des étapes de la PCR-RFLP réalisée pour I’étude des 4
hots spots (175, 248, 249 et 273).

11.2. Matériels et Méthodes
11.2.1. Matériels biologique

Notre analyse repose sur 30 cas de cancers du sein et 7 témoins. Les malades sont des
femmes de différents dges ayant un cancer du sein. Les témoins sont des jeunes femmes
ageées entre 16 et 25 ans et ayant eu un adénofibrome (tableau 1V). Le recrutement des
malades et des témoins a été effectué au niveau du service d’anatomopathologie de CHU
de Batna (Dr Khadraoui H.) dont les pieces ont été préalablement conservées dans des

blocs de paraffine. Ensuite, ils ont été transférés au laboratoire a I'Université de Biskra
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pour extraire les acides nucléiques (ADN), afin d’appliquer notre stratégie expérimentale,
préalablement élaborée.

Tableau IV. Caractéristiques des échantillons étudiés.

Carcinome 28

canalaire infiltrant

46 ans
Carcinome 2
lobulaire infiltrant
Adénofibrome 22 ans 7

11.2.2. Préparation des échantillons

Les tissus biopsies ou chirurgicalement excisés pour lanalyse et le diagnostic
histopathologique sont souvent fixés au formol et inclus en paraffine pour le stockage a
long terme.

Les étapes de déparaffinage et de réhydratation sont nécessaires et indispensables,
préalablement :
% Le déparaffinage a été réalisé en présence du xyléne et sous la hotte :

dans des tubes Eppendorf 1,5 ml, nous avons mis les échantillons sous forme de piéces
coupées par un microtome, ensuite nous avons complété comme suit :
- ajouter 800 pl de xyléne dans chaque tube ;
- agiter par retournement pendant 15 min (grace une plaque rotatoire) ;
- centrifuger a la vitesse maximale (14000 tpm) pendant 2 min, éliminer le surnageant
(paraffine dissous dans le xyléne), sans perturber le culot cellulaire ;
- répéter I’étape de déparaffinage par le xyléne 2 fois supplémentaires pour enlever
totalement la paraffine.
% La réhydratation a été réalisée en trois étapes utilisant différentes concentration d’alcool
“¢thanol’” (100%, 70%, 50%) dont le volume d’alcool ajouté est proportionnelle avec la
quantité de culots cellulaires :

- ajouter au culot cellulaire 600 ul d’éthanol 100 % (dans notre cas) ;
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- vortexer, centrifuger a 14000 tpm pendant 3 min ;

- ¢éliminer 1’éthanol par pipetage ;

- réhydrater les échantillons en ajoutant de 1’é¢thanol a 70% puis a 50% (suivre les mémes
étapes que précédemment) ;

- eliminer 1’éthanol a 50 %. Les culots cellulaires ont été séchés en tubes renversés, a

température ambiante, pendant 5 min.

I1.3. Extraction de ’ADN génomique

L’extraction de I’ADN a été réalisée a partir des cellules déparaffinées et réhydratées au
cours de I’étape précédente . Elle s’effectue en plusieurs étapes (selon le protocole de Pikor
L.AAetal. (41):
- ajouter 315 pl de tampon de lyse (10 mM Tris pH =7,5; 100 MM EDTA ; 50 mM NacCl)
plus 5 pl de protéinase K (10 mg/ml) aux culots cellulaires ;
- incuber les tubes a 55°C pendant 1 h 30 min avec vortex chaque 5 a 10 min ;
- laver par ajout de 100 pl de NaCl 6 M a chaque tube ;
- vortexer pendant 6 min puis une centrifuger a 13000 tpm pendant 10 min, a température
ambiante ;
- transférer minutieusement le surnageant contenant I’ ADN, presque 250 pl/tube dans un
nouveau tube ;
- ajouter 200 pl d’isopropanol pour précipiter I’ADN ;
- retourner et secouer les tubes afin de bien mélanger le contenu. A la fin, une pelote
blanchétre et compacte d’ADN est observée ;
- la pelote d’ADN a été culotée grace a une centrifugation prolongée a vitesse maximale de
13000 tpm/10 min & température ambiante ;
- enlever I’isopropanol par pipetage. Le culot d’ADN devrait rester coller au font du tube ;
- ajouter 300 pl d’éthanol au culot d’ADN, mélanger ;
- centrifuger quelques secondes ;
- ¢liminer 1’éthanol. Le culot d’ADN devra étre séché a température ambiante pendant 30
min (tube renverse) ;
- resuspendre I’ADN dans de I’eau distillée, grace a 1’ajout de 30 ul d’H20 distillée. Une
incubation a 55°C pendant 10 min ;

- L’ADN est ensuite quantifié, aliquoté et conservé a -20°C jusqu’a usage ultérieur.
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I1.4. Détermination de la concentration de ’ADN

La concentration de I’ADN extrait a été estimée par spectrophotométrie a 260 nm sachant
que : 1 unité de DO26o nm = 50 ug/ ml d’ADN. On mesure donc a 260 nm et 280 nm la DO
d’une dilution au 1 /250iéme de la solution mére. On déduit la concentration de I’ADN

gréce au calcul suivant :
[ADN] (ng / ml) = Facteur de dilution x DO 260 nm X 50 pg / ml

La pureté de I’ADN a été évaluée par mesure du rapport DO 260 nm / DO 280 nm (I’ADN

absorbe a 260 nm alors que les protéines absorbent a 280 nm). L’ADN est suffisamment
pur lorsque le rapport R = DO260/DO2g0 est compris entre 1.8 et 2 (1.8 <R< 2). L’ADN est
contaminé par les protéines si : DO260/DO2g0< 1.8. L’ADN est contaminé par les ARN si :
DO260/D0280>2.

11.5. PCR-RFLP
11.5.1. Amplification de ’ADN par PCR

La PCR permet d’amplifier des séquences autour des sites de mutations en quantités
suffisantes pour réaliser 1’analyse par RFLP. La spécificité des amorces et des enzymes de
restriction utilisées pour 1’analyse mutationnelle a été préalablement validée par une étude
antérieure (40) (Tableau V).

Une vérification de la spécificité de toutes les amorces et les enzymes de restriction

incluses dans notre étude a été réalisée in silico en utilisant I’outil bioinformatique.
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Tableau V. Amorces sens et antisens utilisées pour 1’amplification par PCR de différentes

séquences cibles de géne p53.

64°C | S 5’ gcacccgegtcclcgeca 3’

105
62°C | A 5’ gclcaccatcgctatctgag 3°
66°C | S 5’cacagcaggccagtgtgcag 3’

158
62°C | A 5’tctectaggttggctetgac 3°
68°C | S 5’ggacggaacagctttgaggcg 3’
68°C | A 5’aagtgaatctgaggcataactgca3’ 188

MT : MeltingTemperature (température de fusion)

Les amplifications ont été optimisées apres plusieurs essais concernant la concentration

en MgCly, la température d’hybridation et le nombre de cycles.

» Amplification des séquences cibles contenues dans les exons 5 (codon175), 7 (codon
248/249) et exon 8 (codon 273).

Pour les 3 séquences étudiées, les réactions d’amplification ont été effectuées dans un mix

de 20 pl contenant :

1,5 pl d’amorce S ;
1,5 pl d’amorce AS ;

N N N N N N N

100 ng d’ADN génomique ;

0,5 ul de mélange dNTPs ;

0,2 ul de Taq polymérase ;

3 ul de tampon de PCR ;

MgCl; : codon 175 (2pl), codon 248/249 (2,5ul) ;
gsp 20 pl de H20 bidistillée.
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Les programmes d’amplification par PCR sont présentés dans le tableau suivant (pour les 3

séquences cibles) :

Tableau VI. Programme d’amplification par PCR des séquences cibles contenant les

codons étudiés.

Phases du programme Température (C°) Temps Nombre de cycle
(codon) (codon)

Dénaturation initiale 94 10 min
Dénaturation 94 30sec

Hybridation 60 (248/249) 0Tmin 35 C%’jgjzgs et

66 (175/273)
Extension 72 01min 317 cycles (273)

Extension finale 72 10min

» Visualisation des fragments amplifiés
La détermination de la taille des produits de PCR se fait par une migration

électrophorétique sur un gel d’agarose a 2%.
11.5.2. Etablissement du profil de restriction RFLP

La PCR permet d'amplifier une région définie du gene p53 puis d'appliquer la technique
RFLP sur le produit de PCR. L’ADN est soumis a une enzyme de restriction qui coupe la
molécule en un endroit précis, définis par une séquence de bases, appelé sites de restriction
(tableau VII). Lorsqu’ une mutation est introduite dans la séquence de I’ADN, il peut y
avoir création ou perte d’un site reconnu par une enzyme de restriction. Cette non-coupure
de I'ADN est détectée par une variation du nombre et de la longueur des fragments d'ADN
(fragments de restriction) obtenus aprés digestion enzymatique, et séparation par
électrophorese (figure 14).
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Tableau VII. Analyse mutationnelle des 4 codons "hot spots" (175, 248, 249 et 273) par

les enzymes de restriction, informations générales :

Mutation Taille de Enzyme

fragment de restriction

Tailles des

fragments de

amplifié (pb)

restriction (pb)

R175H Alléle sauvage : 64,
Wild-type codon : CGC Hha | 23,18
Mutant codon : CAC 105 5..GCEC...3 | Alléle muté: 87, 18
3...CGCG...5
R248Q/ R248W 158
Wild-type codon : Msp | Alléle sauvage : 81,
CGG 5..CCGG...3 77
3..GGCC.. .5
Mutant codon :
CAG/ICAA I TGG Allele muté : 158
R249S 158
Wild-type codon : Hae I11 Allele sauvage : 83,
AGG 5..GGCC...3 75

Mutant codon : AGT

3...CCGG...5

Alléle muté : 158

R273H/ R273C 188
Wild-type codon : CGT Bst Ul
Mutant codon : 5 .. c6cG.. . ¥
3...GCGC...5
CAT/TGT

Alléle sauvage : 167,
21

Allele muté : 188
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Primer pairs for pre-amplification
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Figure 14. Schématisation de I’action des enzymes de restriction Hhal, Mspl, Haelll et

BstUI sur les sequences cibles amplifiées par PCR et les fragments obtenus.

Les conditions de fonctionnement des enzymes de restriction sont fournies par le

fournisseur (New England Biolabs, UK). Les réactions de restriction ont été réalisees dans

les conditions suivantes :
La digestion a été réalisée dans un mix de 20 pl :

v" 10 pl de produit de PCR ;
v 6 ul de Tampon d’enzyme choisie (CutSmart™ Buffer) ;
v" 3 ul de ’enzyme de restriction choisie ;

v 1 ul ’Ho0.

Les mix ont été incubés dans un bain marie a la température de restriction spécifique

pour chaque enzyme (tableau V1I1) pendant une nuit.
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Tableau VI11. Conditions fonctionnelles des enzymes de restriction.

Conditions des restrictions

Site de restriction Condition de Condition de
dénaturation
restriction
5 ..GCGC...3 ° i
Hha | * . Caca. s 37°C pendant une 65°C for 20 min
nuit
Msp | 5...CCGG...3 No

3...GGCLC...5 37°C pendant une

nuit

37°C pendant une

Hae III 5...GGCC...3 _ 80°C for 20 min
3...CCGG...5 nuit
60°C pendant une
Bst Ul 5..CGCG... 3 ) No
3..GCGC...5 nuit

Les fragments de restriction ont été séparés par électrophorése sur gel d’agarose a 4 %,
en présence du tampon de migration TAE 1X. La visualisation des produits de digestion a
été réalisée sous U.V en présence du BET. Le résultat est concrétisé par une prise de photo
du gel contenant les produits colorés.
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11.6. Résultats

11.6.1. Analyse des produits PCR obtenus

Aprés I’extraction d’ADN a partir des pieces de tissus mammaire (30 cas malades et 7 cas
témoins), I'ADN cible a été amplifié par PCR, en utilisant 3 couples d’amorces pour
amplifier 3 fragments précis d’ADN du géne p53, dont la premiére couple couvre le site du
point chaud de la mutation correspondant au codon 175 dans I’exon 5 et génére un
fragment de 105 pb. Le deuxiéme couple amplifie un fragment de 158 pb au niveau de
I’exon 7 contenant les 2 codons "hot spots" (248 et 249) et, enfin, une troisieme paire
d’amorce encadrant une séquence de 188 pb au niveau de 1’exon 8, ou se trouve le codon
273. L’amplification par PCR a été confirmée par électrophorése sur un gel d'agarose a 3,5
% (figure 15).

Codon 175 Codon 248/249 Codon 273
A

M TN 4 2 3 4 5 6 7 8

500 pb —
250 pb

«— 188 pb

105 pb —> €— |58 pb

Figure 15. Analyse des produits de PCR obtenus aprées électrophorése sur gel
d’agarose a 3,5% et coloration au BET suivie d’une visualisation sous UV. Les puits 1,
2 et 3 : fragments de 105 pb qui portent le site du codon "hot spot" 175 ; les puits 4, 5 et 6 :
fragments de 158 pb qui portent le site des codons "hot spots" 248/249 et les puits 7, 8 et 9 :
fragments de 188 pb qui portent le site du point chaud 273. M : marqueur de poids

moléculaire (1 kb, Sigma). TN : témoin négatif.

36




Partie Expérimentale

11.6.2. Profils des produits de PCR digérés par les endonucléases de

restrictions appropriees

Chacun des trois produits de PCR obtenus, pour chaque échantillon, a été soumis a une
digestion enzymatique par une endonucléase de restriction appropriée. Ensuite, une
migration électrophorétique des produits de digestion sur un gel d’agarose a 4% et une

coloration au BET, suivie d’une visualisation sous UV, ont été réalisées.

Le fragment de taille 105 pb qui couvre le hot spot 175 a été soumis a une digestion
enzymatique par Hhal. En absence de mutation dans ce site, I’enzyme Hhal effectue une
coupure en deux points donc, les échantillons représentant trois bandes de tailles 64 pb, 23
pb et 18 pb, sont de génotype homozygote sauvage G/G. Une transvertion de CGC au
CAC (R175H), a favorisé la disparition du site de reconnaissance de ’enzyme et, par
consequent, de I’activité enzymatique. De ce fait, les échantillons représentant deux bandes
de tailles 87 pb et 18 pb sont de génotype homozygote muté A/A. Enfin, les échantillons
représentant quatre bandes sont de génotype hétérozygote G/A (figure 16).

Figure 16. Profil ¢lectrophorétique des produits de PCR (105 pb de I’exon 5 du géne
p53) et de leurs produits de digestion, séparés sur un gel d’agarose a 4%, apres
coloration au BET et visualisation sous UV. (A). Le puits 2 représente un fragment 105
pb non digéré. Les produits de digestion des échantillons 1, 2, 3 et 4 sont des fragments de
taille 64 pb et les deux autres fragments (23pb et 18 pb) sont sortis du gel suite a une
migration prolongée. Les échantillons sont de type homozygote sauvage G/G. D : Digéré.
ND : Non Digeéré. M : Marqueur de poids moléculair (1kb, Sigma). TN : témoin négatif.

(B). Un exemple de profil éléctrophorétique montrant un cas de mutation de génotype
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homozygote muté A/A qui est représenté dans le puits 1, le puits 5 représente un génotype

hétérozygote G/A.

Les fragments de 158 pb encadrant le codon 248 attendus apres digestion compléte par
I’endonucléase Mspl sont : 81 pb et 77 pb. La transition de CGG en CAG/CAA (R248Q)
ou CGG en TGG (R248W) détruit le site de reconnaissance de 1’enzyme Mspl et désactive
la digestion donc, on obtient un fragment de 158 pb (figure 17).

M 1 2 3 4

250 pb e

158 pb =—>
158 pb

200
€—381.77 pb ";~:-, 81,77 pb

Figure 17. Profil électophorétique du "hot spot" 248 montrant les fragments obtenus
apres digestion par I’enzyme Mspl. (A). Une électrophorese sur gel d’agarose (4%) des
produits digérés par 1’enzyme Mspl, aprés coloration au BET et visualisation sous UV. le
deuxiéme puits représente un fragment de 158 pb non digéré (ND). Les autres puits
représentent le produit de digestion des échantillons 1, 2, 3 et 4, qui sont deux bandes 81 et
77 pb (cas hétérozygote sauvage). M : poids moléculaire. (B). Un exemple d’un profil
éléctrophorétique montrant un cas de mutation de génotype homozygote muté représentée

dans le puits 3.
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Les fragments de 158 pb encadrant aussi le codon 249 attendus apres une digestion par
I’endonuclease Haelll sont 83 pb, 75 pb. Le seul point de mutation Arginine = Sérine
(AGG = AGT) détruit le site de reconnaissance de 1’enzyme Haelll et la digestion ne peut

pas se dérouler au niveau du codon 249 donc, on obtient un fragment de 158 pb (figure
18). D’apres le profil, les échantillons sont de génotype homozygote sauvage G/G.

N1 234567

“15
%

Figure 18. Profil électrophorétique des produits de PCR (158 pb du codon 249 ) et de
leurs produits de digestion, séparés sur un gel d’agarose a 4%, aprés coloration au
BET et visualisation sous UV. (A). Les puits 1, 2, 3, 4 et 5: les produits de digestion du
fragments 158 pb , deux fragments 83pb et 75 pb. ND: Non Digeré (158 pb). M:
Marqueur de poids moléculaire (1kb, Sigma). (B). Un exemple dun profil
éléctrophorétique montrant un cas de mutation de génotype hétérozygote muté G/G, G/T

représentée dans le puits 1 et 3.

Le fragment de taille 188 pb encadrant le "hot spot" 273 a été soumis a une digestion
enzymatique par BstUI. En absence de mutation dans ce site, I’enzyme BstUI effectue une
coupure en un seul point donc, les fragments sont sous forme de deux bandes de tailles 167
pb et 21 pb. Le génotype est homozygote sauvage G/G, C/C. Une transition de CGT au
CAT (R273H) ou une trnsvertion de CGT au TGT (R273C), a favorisé la disparition du
site de reconnaissance de 1I’enzyme et, par conséquent, de 1’activité enzymatique. De ce

fait, on obtient un seul fragment de 188 pb, les échantillons sont de génotype homozygote
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muté G/A ou C/T. enfin, les échantillons représentant trois bandes sont de génotype
hétérozygote G/G, C/C et G/A ou C/T (figure 19).

&« 188pb

Figure 19. Profil RFLP du codon 273 en présence de I’enzyme BstUI. Une
¢électrophorese sur gel d’agarose (4%) des produits digérés par 1’enzyme BstUI, apres
coloration au BET et visualisation sous UV. M : poids moléculaire (1Kb, Sigma). Le
deuxiéme puits est ’amplicon 188 pb non digéré (ND). (A). Les autres puits représentent
les produits de digestion des échantillons 1, 2, 3, 4, 5, 6 et 7, et on obtient un fragment de
taille 167 pb (cas d’absence de la mutation). (B). Produits digéré des patientes 8, 9, 10, 11
et 12 : représentent une bande : 188pb (le cas de mutation de génotype homozygote muté
G/A ou C/T).

11.7. Discussion

L’objectif de Notre étude a été d’optimiser et de valider une technique de PCR-RFLP a
partir d’ADN extrait de blocs de paraffine conservés dans le laboratoire
d’anatomopathologie du CHU-Batna. Ainsi établir une corrélation entre la présence des
mutations sur des échantillons pathologiques et le risque d’apparition et/ou de

développement de cancer du sein.
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11.7.1. Discussion analytique

11.7.1.1. Echantillons

L’extraction des acides nucléiques a partir d’échantillons de malades est souvent
effectuée aprés des années suite au prélevement initial, généralement fixé au
formol et incorporé dans la paraffine (FFIP) et sont stockés dans les archives de 1’hopital
pendant des années. On peut récupérer leur ADN par un protocole d’extraction approprié
selon Pikor L.A et al. (41). On peut extraire I’ADN du tissu paraffiné aprés plusieurs
étapes : déparaffinage et réhydratation. L’utilisation de 1’enzyme protéinase k et des
tampons spécifiques a cette méthode sont relativement rapides, peu colteux et donnent des
rendements moyens et un ADN de bonne qualité. Elle a été développée pour simplifier la
procédure de déprotéinisation et pour éviter 1’utilisation de solvants organiques toxiques
(notamment le phénol).

La qualité et la quantit¢ d’ADN extrait est tributaire d’un certain nombre de paramétre
avant, pendant et apres 1’extraction de I’ADN, entre autres, le type et la quantité de tissu, le
type de fixateur utilisé, la durée de la fixation, &ge du bloc de paraffine et les conditions de
stockage, ainsi que le volume du fragment d’ADN amplifier. Alors la suppression
de paraffine du tissu est I'étape la plus critique pour une extraction réussie parce que la
paraffine dissous conduit a la mauvaise qualité a I’inhibition de I’amplification par PCR
(42).

Dans ce travail, nous avons optimisé une technique de déparaffinage et de digestion des
tissus en faveur de I’extraction de I’ADN pour un rendement optimale. Les modifications
gue nous avons apportées au protocole de déparaffinage au laboratoire et au protocole de
Pikor L.A et al. (40) a permis d’augmenter le rendement en ADN extrait. Les principales
modifications apportées concernent la période d’agitation des tubes contenants les
échantillons et le xylene a été incubé pendant a une durée de 15 min. Durant la premiére
étape de la réhydratation, le volume d’éthanol a ajouter a été modifié de 800 pl a 300 voire
600 pl selon la taille de tissu. Le protocole d’extraction a été modifié du

phénol/chloroforme au NaCl 6M.

11.7.1.2. Vérification de I’intégrité de ’ADN

L’intégrité de I’ADN extrait a été vérifiée par a une migration électrophorétique de 4

ul d’ADN de chaque échantillon déposé sur un gel d’agarose a 1%, sous une tension de
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100 V, pendant 30 min. A la fin de la migration, ’ADN a été visualisé¢ sous UV aprés
coloration au BET (figure 20).

Figure 20. Profil électophorétique montrant I’intégrité de I’ADN. Une électrophorese
sur gel d’agarose (1%) d’ADN génomique extrait, apres coloration au BET et visualisation
sous UV.

11.7.1.3. Optimisation de la PCR-RFLP : Conditions reactionnelles et composants

Nous avons optimisé la technique de PCR afin d’obtenir des rendements élevés des
séquences cibles spécifiques. Les concentrations en ion de MgCly, les paramétres de durée
et des températures d’hybridation, ainsi que le nombre de cycle ont été optimisées pour
améliorer la qualit¢ du signal de ’ADN amplifié ainsi que la quantité de 1’amplicon

obtenu.

Les produits amplifiés par PCR ont donné des bandes cibles individualisées et bien
différenciées apres détection en présences d’UV lors de 1’électrophorése contrdle. Une

absence d’amplification de bandes parasites était la régle.

A/ Choix des amorces spécifiques et des enzymes de restriction adaptées

En choisissant les amorces pour la PCR, il est important qu'elles ne contiennent pas des
bases complémentaires a elles-mémes ou entre elles, ¢’est pour éviter surtout la formation
de dimére d’amorce. Une teneur en G+C autour de 40% a 60% est recommandée pour

chaque amorce.
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Aussi, les amorces ne doivent pas s’accrocher sur des régions secondaires (€viter
I’amplification de bandes parasites), pour éviter la non spécificité des amorces et mémes
pour les enzymes de restriction, on a validé 1’amplification et la digestion in silico, en
utilisant 1’outil bioinformatique, sur plusieurs sites :

v’ http://genome.ucsc.edu permet de confirmer la spécificité des amorces sur la
région cible de I’ADN.

v’ http://biocompute.bmi.ac.cn/CZlab/MFEprimer-2.0/ permet de confirmer la

spécificité des amorces vis-a-vis de la région cible de I’ADN.

v" http://nc2.neb.com/NEBcutter2/ réalise la digestion de la séquence amplifiée.

v’ http://www.restrictionmapper.org/ donne la taille des fragments digérés par

I’enzyme de restriction choisie.

B/ Températures optimales d’hybridation

Les températures d’hybridation doivent étre déterminées pour améliorer le signal
d’amplification par PCR. Nous avons modifié la température d’hybridation (58°=60°)

afin d'améliorer le rendement de I'amplification (figure 21).

58°C 60°C

158 Pb e

Figure 21. Profil électophorétique montrant les fragments obtenus du codon 248/249
de I’exon 7 (158 pb) aprés P’optimisation de la température d’hybridation. Une
électrophorése sur gel d’agarose (2%) des amplicons obtenu par la PCR, aprés coloration

au BET et visualisation sous UV.
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C/ Nombre de cycle

Toujours notre but est de rechercher un bon signal d’amplification par PCR des séquences
cibles, c’est pour cette raison que nous avons réalisé certains essais concernant

I’optimisation du nombre de cycle (30=>40 cycles) (figure 22 et figure 23).

30 cycles 35 cycles

158 Pb e

Figure 22. Profil electophorétique montrant les fragments obtenus de codon 248/249
de ’exon 7 (158 pb) aprés I’optimisation du nombre de cycles. Une électrophorése sur
gel d’agarose (2%) des amplicons obtenu par PCR, apres coloration au BET et
visualisation sous UV. Le signal a été plus intense a 35 cycles (indiqué par une fléche sur

la bande amplifiée).
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35 cycles 38 cycles cycles

30 cycles 32 cycles

I‘—m(pb—’! . I

Figure 23. Profil électophorétique montrant les fragments obtenus de codon 175 de

lesamorces >

I’exon 5 (105 pb) aprés I’optimisation du nombre de cycles. Une électrophorése sur gel
d’agarose (2%) des amplicons obtenu par PCR, aprés coloration au BET et visualisation
sous UV. D’aprés les profils, le nombre de cycle qui donne le meilleur signal est celui de

35 cycles (indiqué par une fleche sur la bande amplifiée).

D/ Optimisation de la concentration en MgCl2

L’ion magnésium Mg?* est un cofacteur indispensable pour la réaction de polymérisation
avec la Taq polymérase. La présence dans le milieu réactionnel des cations bivalents Mg?*
vont neutraliser les charges négatives des groupements phosphates au niveau de I’ADN et
ainsi stabiliser les hybrides ADN/ADN. En pratique, la concentration en sel doit cependant
rester compatible avec I’activité de I’ADN polymérase.

La concentration en MgCl> & utiliser a également été optimisée en faisant varier de fagon
croissante la quantité de MgCl, par série de PCR. Plusieurs essais d’optimisation sur
différentes concentrations de la solution de MgCl: pour la réaction d’amplification, ont été

réalisés pour surmonter la présence des bandes parasites (figure 24 et 25).
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MgCL] =2SmM 344,01 357mM 406 mM 4,54 mM 5 mM SASmM 585 mM

/
(R IEN —
P

Figure 24. Profils électrophorétiques des produits PCR montrant I’optimisation de la

concentration en MgClz pour les codons 248/249 de I’exon 7. Les profils montrent que
I’augmentation de la concentration va éliminer les bandes parasites et va améliorer la
specificité des amorces sur ’ADN matrice jusqu’a I’amplification de la séquence cible
(158 pb) et de bon signal [MgCI2] = 5 mM. Lorsqu’on a dépasseé cette concentration, le

signal était faible.

[MgClL] = 2,5 mM 1gCL] = 3,04 mM
Letlal [MgCL] = 4,54 mM

3,57 4,06
I I i I T

Figure 25. Profils électrophorétiques des produits PCR montrant I’optimisation de la

concentration en MgClz pour le codon 175 de I’exon 5. Selon les profils, I’augmentation
de la concentration va éliminer les bandes parasites et va améliorer la spécificité des
amorces sur I’ADN matrice jusqu’a 1’amplification de la séquence cible (105 pb). Un bon
signal a été obtenu a [MgCI2] = 4,54mM.
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11.7.2. Discussion des résultats

Les mutations de p53 sont présentées chez 50% des tumeurs humaines, avec 1’incidence
la plus élevée dans les poumons et les tumeurs gastro-intestinales et un nombre important
de cancers du sein. Les tumeurs du sein présentant des mutations de p53 ont démontré une
agressivité a un stade plus avancé (43) (44).

Le gene p53 est muté moins fréquemment dans le cancer du sein que dans d’autres
tumeurs, mais il est la deuxiéme altération génétique la plus fréquente dans ce type de
cancer. La fréquence de mutation p53 et sa valeur pronostique différent entre les sous-
types du cancer de sein (34).

L’analyse mutationnelle réalisée par 1’équipe T. Khalig, S. Afghan, A. Naqi, M. H. R.
Haider et A. Islam (2001) a conclu que la mutation de p53 est présente au sein du
carcinome mammaire dans une population pakistanaise mais il n’y a aucune corrélation
significative entre la mutation de p53 et I’agressivité de la tumeur (taille, statu

ganglionnaire et histopathologi) (45).

Selon 1’étude du groupe Shojaie N., Tirgari F (2008), les mutations somatiques de p53 sur
le codon 248 ont été observées a 11,3% (6 de 53) des cas, dont 9,4 % étaient des mutations
hétérozygotes et le reste étaient de mutations homozygotes. Cette lecture indique que le
génotype du géne p53 sur le codon 248 est important dans le cas des femmes iraniennes
avec un facteur de risque pour le cancer du sein (46).

En 2011 le groupe Silvia Rybarova et al (2011) a observé que toutes les mutations de
p53 ne sont pas inactivant. Certains mutants p53 sont dues uniquement a la perte partielle
de leur activité de liaison a I’ADN. Et les courbes de survie des malades ont montré que
les patients atteints de tumeurs p53-positif avaient une survie significativement plus courte
par rapport aux patients avec p53 négatif (47).

Selon des études réalisées par I’équipe ABEER J. AL-QASEM (2011) (48), le géne p53
joue un role important dans la cancirogenése mammaire et 1’apparition précoce de la
maladie chez les femmes arabes. lls ont montrés une correlation entre certaines mutations
p53 et la réponse au traitement du cancer. Dans leur étude, des mutations de p53 ont été
identifiées par séquencage direct du géne (exons 4-9) de 119 tissus de cancer du sein. 73%
des patientes dont les tumeurs contenaient les mutations p53 étaient moins de 50 ans. En
outre, pour la premiére fois, ils ont identifié 7 nouvelles mutations et 16 mutations dans les
tissus de cancer du sein. En particulier, toutes les nouvelles mutations trouvées dans 1’exon

4, dans lequel 29% des mutations ont été localisées.
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En 2012, I’équipe Abhishikta Ghosh R. et al. (49) ont conclus que les mutations dans les
exons 5-7 du géne p53 sont des causes rares de cancer du sein chez les Bengali hindous.

Le groupe de Hyung Won Kim et al. (2014) ont fait une analyse
mutationnelle de I'exon 5 a exon 9 du géne p53 chez les femmes coréennes atteintes de
cancer du sein. lls ont démontré que les mutations plus fréquentes étaient dans
exon 7 etsont des mutations  faux-sens. Ces mutations ont été associées a des

caractéristiques clinico-pathologiques plus agressives (50).

Dans notre étude, les analyses moléculaires réalisees ont permis de cerner les différents
génotypes des mutations éetudies (R175H, R248Q/ R248W, R249S, R273H/ R273). Vu
que dans nos résultats nous n’avons pas détecté de mutations au niveau les trois codons
chauds 175, 248 et 249, mais les analyses moléculaires réalisées ont permis de détecter des
anomalies genétiques au niveau de codon chaud 273. Néanmoins, 1’association entre ces
anomalies et le risque du cancer du sein n’a pas été élucidé a cause du nombre restreint

d’échantillons étudiés.

Nous avons observé, dans certains profils, des mutations ‘douteuses ‘ que nous n’avons
pas voulu montrer car elles nécessitent des investigations supplémentaires et un
séquencage pour confirmer leurs présences. Cependant, nous pouvons affirmer que la
méthodologie suivie a montré ses capacités de détection d’anomalies génétiques et, c’est
pour cette raison, qu’elle pourrait consulter un moyen précis et cliniquement utile pour

détecter les mutations ponctuelles du gene p53 dans le cancer du sein.
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Conclusion et perspectives

Conclusion et perspectives

Les objectifs de notre travail étaient d’optimiser et de valider une technique de PCR-
RFLP afin d’étudier les mutations au niveau du gene p53, affirmer si ces anomalies
affectant le géne suppresseur de tumeur p53 peuvent étre un bon marqueur dans le cancer

du sein en comparant les échantillons pathologiques et bénins.

Nous avons pu détecter des mutations au niveau des points chauds étudiés du gene p53.
Un fragment d’ADN extrait du tissu pathologique de la glande mammaire a été amplifié
avec des amorces specifiques et ensuite digérés par des enzymes de restriction
reconnaissant des sites de restriction spécifiques. Pour détecter les mutations au niveau des
codons 175, 248, 249 et 273, nous avons choisi les enzymes Hhal, Haelll, Mspl et BstUI,
respectivement, dans 30 cas de cancers et 7 témoins négatifs. Les résultats obtenus ont
permis de détecter des anomalies génétiques au niveau des "hot spots" du géne étudié, avec
des pourcentages variables. Une confirmation des résultats par séquencage est a réaliser
dans le futur. Néanmoins, leur association n’a pas été confirmée vu le nombre restreint des

échantillons étudiées.

Nous proposons pour la continuité du travail expérimental :
- d’augmenter le nombre d’échantillons analysés pour en tirer des conclusions fiables, ce
qui va nous permettre d’orienter le diagnostic et, de ce fait, dégager des recommandations

trés utiles pour le clinicien ;

- d’utiliser d’autres techniques de screening des anomalies de p53 tel que SSCP la DGGE.

- d’analyser d’autres génes de réparation de I’ADN.
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Annexe 1.
Réactifs chimiques

Xyléne (SIGMA-ALDRICH, Germany)

Ethanol & 100%, a 70% et & 50%

Tampon de lyse (10 mM Tris pH 7,5 ; 100 mM EDTA, 50 mM NacCl)
Protéinase K (20 mg/ml, Invitrogen, France)

NaCl 6 M (BIOCHEM Chemopharma, Quebec)

Isopropanol (SIGMA-ALDRICH, Germany)

Tris (Sigma, France)

EDTA 10 mM (Sigma, France)

Amorces sens (S) et antisenses (AS) (solution mére a 100 uM, solution fille & 10 mM)
(Eurogentec, France)

dNTPs (mM 10 uM, Fermentas, Spain)

Taq polymerase 5 U/l (New England Biolabs, UK)

Tampon de PCR (+MgCl;) (New England Biolabs, UK)

Tampon de PCR (- MgCl») (Fermentas, Spain)

Tag polymérase (Fermentas, Spain)

MgCl. (25 mM, Fermentas, Spain)

H-O distillée

H-O bidistillée

Marqueur de poids moléculaire d’ADN, 1 Kb (Euromedea)

Enzymes de restriction (BstNI, Hphl et Nlalll ; New England Biolabs, UK)
Tampon de restriction (tampon n°4 ; New England Biolabs, UK)
Agarose (Electron, Communauté Européenne)

Tampon TAE 1X (Tris, Acétate, EDTA)

BET (bromure d’éthidium) (Sigma, France)

Bleu de bromophénol (bleu de chargement) (Sigma, France)
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Annexe 2. Préparation d’un gel d’agarose

Un gel d’agarose a X% peut étre préparé selon le protocole suivant :

1- en utilisant un balance de précision, peser x g d’agarose ;

2- mélanger I’agarose avec 100 ml de tampon TAE 1x (la proportion d’agarose dépend de

la taille des molécules d’ADN a séparer) ;

3- Faire fondre I'agarose a la chauffe ballon. Agiter de temps a autre pour homogénéiser le

mélange ;

4- apres refroidissement partiel du gel, ajouter 03 pl de BET (bromure d’éthidium qui est
un agent intercalant entre les bases des acides nucléiques et émis une fluorescence orange

sous illumination par UV) ;
5- Couler lentement le gel sur support d’une cuve horizontale ;

6- Laisser refroidir, enlever le peigne et les joints. Le gel est prét pour le dépdt des
échantillons ;

7- Dans chaque puits du gel, il est déposé le mélange de : 05 ul de produit d’amplification
+ 03 ul de Bleu de Bromophémol, et un puits pour de 4 pul de marqueur de poids

moléculaire ;

8- Fermer la cuve, brancher les fils et mettre sous tension. Laisser migrer jusqu’a ce que le

colorant de charge arrive a proximité du bord du gel (environ 40 min a 100 V) ;
9-Couper I’alimentation, débrancher les connections et récupérer le gel dans son support.

Attention, le gel doit étre manipulé avec soin car il est tres fragile.

Annexe 3. Préparation de bleu de chargement

Le bleu de chargement peut étre préparé en mélangeant les produits suivants :
v' 3 ul H20.
v' 2,4 ug bleu de bromophénol.
v 3ul glycérol.
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Annexe 4.

Présentation des séquences PCR du codon 248/249 de I’exon 7 prévues amplifiées par la
PCR in silico qui ont était lancées en ligne a partir de : http://genome.ucsc.edu/cgi-
bin/hgPcr / http://biocompute.bmi.ac.cn/CZlab/MFEprimer-2.0/

UCSC In-Silico PCR

>chrl7:7577459+757761l6 158bp
CACAGCAGGCCAGTGTGCAG TCTCCTAGGTTGGCTCTGAC
CACAGCAGGCCAGTGTGCAGggtggcaagtggctcctgacctgga
gtcttccagtgtgatgatggtgaggatgggcctceccggttcatgec
gcccatgcaggaactgttacacatgtagttgtagtggatggtggt
acaGTCAGAGCCAACCTAGGAGA

Présentation des séquences PCR prévues amplifiées par la PCR in silico qui ont était
lancées en-ligne a partir de http://genome.ucsc.edu.

Amplicon details

What's this? How to explain the result?

1: Seqi + Seq2 === gi|224589808|ref[NC_000017.10| Homo sapiens chromosome 17, GRCh37_p2 primary reference assembly

PPC = 100 0%, Size = 158 (bp), GC content = 56 3%

Fp: Tm =648 (°C), AG = -24.5 (kealimol), 34G = -3.7 (kcalimol)
Rp: Tm = 58.7 (°C), AG = -21.2 (kcalimol), 3'AG = 2.8 (keal/mol)
Binding sites 7577450(20/20)  7577616(20/20)

eq2 ==> gi|224589808 |ref|NC_000017.10| Homo sapi
gcaagrggctoctgacctggagtettocagtgtgatgatggt
gcaggaactgttacacatgtagttgtagtggatggtggtacaGTCAGAGT

Présentation des séquences amplifiées par la PCR in silico qui ont était lancées en-

ligne a partir de http://biocompute.bmi.ac.cn/CZlab/MFEprimer-2.0/



http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr%20/
http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr%20/
http://genome.ucsc.edu/
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Annexe 5. Résultats de la digestion des fragments d’ADN par les endonucléases de

restriction in silico

Untitled digest
Emeyvmes: Hial

Length 5 Emrvme 5 Basze Y Enpvme ¥ Basze Sequence
GCACCCGOGT CCTOGCCATG GCCATCTACA AGCAGTCACA GCACATGACT

4 nane 1 Hhal 54
GAGGTTGTRA GGOG
23 Hhal B3 none 104 CTGCTCAGAT AGCCATGGETS AGC
18 Hhal 65 Hhal B2 CTGOOCCCAC CATOAGC D
Codon 248

Umtitled digest
Ensvmes: Mgl

Lengith 5 Enmnme 5 Base 3" Epnme Y Base Seqguence

CoAGHUOCA TOCTCACCAT CATCACACTG GAAGACTOCA GUTCAGUAGT

£l Mgl B TR 158
CACTTGOCAC CCTGCACACT GOOCTGCTGT G
™ foo 1 Mlzpl T TCTCCTAGOT TRRCTCTGAC TOTACCACCA TCCACTACAA CTACATGTGT

AACAGTTCCT GCATGGGOGE CATGAAC

Untitled digest )
Codon 249

Enrvmes: Ha=[l[

Lemgth 5 Enome 5 Base 3 Enovme 3 Base Seguence

i mone Haelll 53 TCTCCTAGOT TOGCTCTGAC TOTACCACCA TOCACTACAA CTACATOTGT
AACAGTTCCT GCATGOOCG0 CATGAACCGE AGG
4] Haelll &4 Haelll 49 COCATCCTCA CCATCATCAC ACTGGAAGAC TOCAGGTCAG GAGCCACTTG
CCACCCTGOA CACTGG
9 Haelll 150 mone 152 COTGCTGTS

Présentation des fragments de restriction prévus obtenus suivant des digestions
enzymatiques qui ont été lancées en-ligne a partir de

http://www.restrictionmapper.org/



http://www.restrictionmapper.org/

Résume
Le P53 un géne autosomique qui code une phosphoprotéine nucléaire de 53KDa, est impliqué dans le contrble et

de la prolifération cellulaire et il est le géne qui rencontre le plus souvent d’étre associé a des cancers humains. La
p53 est mutée dans 31% de toutes les tumeurs incluses dans les mutations somatiques dans le cancer, et dans
environ ~23% des échantillons de cancer du sein. Les mutations p53 sont caractérisées par une forte prévalence des
mutations faux-sens trouvés principalement dans les exons 5 — 8, dans le domaine de liaison de I'ADN. La plupart
des mutations du gene p53 surviennent a quatre points chauds (codons 175, 248, 249, 273).

Dans notre étude nous avons fait une optimisation des conditions expérimentales de la technique de PCR RFLP
sur des patientes atteintes de cancer du sein et aussi nous avons recherché et, éventuellement, d’identifier des
mutations pouvant affecter le bon fonctionnement du géne codant pour la protéine p53. Cette technique est un
moyen précis et utile pour détecter les mutations ponctuelles "hot spots" du géne p53 dans le cancer du sein. Les
analyses moléculaires réalisées ont permis de détecter les différents génotypes des mutations étudiés (R175H,
R248Q/ R248W, R249S, R273H/ R273C). Néanmoins, I’association entre ces mutations et le risque du cancer du
sein n’a pas été confirmée a cause du nombre restreint d’échantillons étudiés.

Mots-clés : p53, codons chauds, cancer du sein, PCR-RFLP.

Abstract

P53, an autosomal gene that encodes a nuclear phosphoprotein 53 KDa, is involved in the control and cell
proliferation, and it is the gene that most often to be associated with human cancers. p53 is mutated in 31% of all
tumors included in somatic mutations in cancer, and in about ~ 23% samples of breast cancer. The p53 mutations
are characterized by a high prevalence of the mainly found missense mutations in exons 5-8, in the DNA-binding
domain. Most mutations in the p53 gene occur in four hot spots (codons 175, 248, 249 and 273).

In our study we make an optimization of the experimental conditions of the PCR-RFLP technique on patients with
breast cancer and we also research, possibly, to identify mutations that may affect the proper functioning of the
gene coding for the p53 protein. This technique is a specific and useful to detect hot spots of p53 in the breast
cancer gene. The molecular analyzes performed have allowed to detect the different genotypes of the studied
mutations (R175H, R248Q/R248W, R249S, R273H/R273C). However, the association between these changes and
the risk of breast cancers was not confirmed because of the limited number of samples studied.

Key words : p53, hot spots, breast cancer, PCR-RFLP.
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