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Introduction

Introduction

Le terme cancer recouvre I’ensemble de maladies caractérisées par la prolifération
rapide des cellules anormales capables d’échapper a une mort cellulaire programmée. Ces
cellules peuvent se propager de ’emplacement ou elles ont pris naissance jusqu’a d’autres

parties de I’organisme.

Le cancer du sein est une tumeur maligne de la glande mammaire qui se développe au

dépond de la glande mammaire (Bassowa et al., 2018).

De nos jours le cancer du sein constitue un probleme de santé publique tant dans les
pays développés que dans les pays en développement. En Algérie, le cancer du sein est le
premier cancer chez les femmes avec 9000 nouveaux cas par an, la majorité sont découvert a
un stade localement avancé. (chimiotherapiencoadjuvante associée a 1’acide zolerdronique

dans le cancer du sein localement avancée (Sakhri, 2015).

Les cellules tumorales sont généralement caractérisées par une déficience dans une des
voies de réparation des lésions d’ADN. La mutation hautement pénetrés dans les génes de
réparation des cassures double brin est régulée essentiellement par les produits des genes
XRCC2 et XRCC3 (Boukhari, 2014). 1l est devenu incontournable de développer des outils
performants pour l'investigation d’étudie de polymorphismes génetiques de type SNP « Single
Nucléotide Polymorphisme » pour comprendre et expliquer les associations observées avec le

risque de cancer du sein et la mutation des genes de reparation.

Dans ce travail, nous allons essayer d’exposer des recherches consistes a explorer des
polymorphismes de type SNP des genes impliqués dans la réparation de I’ADN, qui sont le
SNP du gene XRCC2 (P.Argl88His ,rs3218536) et du gene XRCC3(p.Thr241Met ,rs
861539). Notre étude vise a estimer la possible corrélation entre les polymorphismes des

genes de réparation XRCC2etXRCC3 et risque de cancer du sein.
Notre manuscit est divisé en deux parties :

La premiere partie évoquera une rappel anatomique de sein , la notion de cancer du sein,

les donnés épidémiologique du cancer du seinet les génes clés de la réparation d’ADN .
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La deuxiéme partie va présenter le matériel et les méthodes appliqués pour établir la
relation entre les différents polymorphismes des génes XRCC2 et XRCCa3et le risque de
cancer du sein chez les femmes Algériennes. Dont le résultat de cette étude va étre comparé

avec les résultats des différentes populations : polonaises ; finlandaise ; chypriotes.

Nous terminerons par une conclusion générale avec des perspectives proposees.
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Synthese bibliographique
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Chapitre 1 Le cancer du sein

1.1. La glande mammaire
1.1.1. Rappel anatomique du sein

De nos jours, en raison du développement rapide de la science et de la technologie,
I’anatomie du sein est mieux connue et plus précise. On décrit la glande mammaire comme
une glande exocrine, paire et lobulée, de morphologie tres variable selon le sexe et le stade de
la vie génitale. Chez la femme, elle se développe dés le début de la puberté et constitue une
masse de tissu glandulaire de forme grossiérement circulaire située a la face antérieure de la

partie externe du muscle grand pectoral (La figure 1) (Lecarpentier, 2012).

Muscle pectoral

Ligaments de soutien
(de Cooper)

Tissus adipeux
(graisse)

Ganglions et canaux
lymphatiques

® CIUSSS de la Capitale-Nationale 2016
............ Laurent Carniderdnl

Canaux galactophores

Figure 1.Coupe sagittal d'un sein

(https://www.google.com/search?qg=(CANCER+DU+SEIN+CHEZ+LA+FEMME) .

Elle est divisée en 15 a 20 lobes, qui sont séparés entre eux par du tissu graisseux et des
bandes de tissu conjonctif, appelées ligaments de Cooper, qui contribuent au soutien du sein,
avec la peau .Les lobes, sont quant a eux subdivisés en lobules et alvéoles (élément
synthétiseur et sécréteur de lait). Les alvéoles sont groupés autour de canaux alvéolaires qui
aboutissent & un canal lobulaire drainant un lobule. Plusieurs canaux lobulaires forment un
canal galactophore qui s’abouche dans un conduit lactifére. L’ensemble des lobules drainés
par un conduit lactifere forme un lobe glandulaire. Les conduits lactiféeres convergent pour

s’ouvrir au sommet du mamelon (Lecarpentier, 2012).


https://www.google.com/search?q=(CANCER+DU+SEIN+CHEZ+LA+FEMME)
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Le sein est également parcouru par des vaisseaux sanguins et lymphatiques. Les
ganglions lymphatiques situés au niveau de 1’aisselle (ganglions axillaires), de la clavicule
(ganglions sus- et sous-claviculaires) et du thorax (ganglions mammaires internes) participent
également au drainage lymphatique du sein qui a pour but de combattre les infections
(Jahanmohan, 2019).

Les ganglions lymphatiques

ganglions
sous-claviculaires

ganglions axillaires . - 3 ganglions mammaires
\ internes

vaisseaux lymphatigques

Figure 2.Ganglions lymphatique du sein (Jahanmohan, 2019).
1.2. Le cancer du sein
1.2.1. Définition du cancer du sein

La notion «cancer du sein» fait partie d'une nomenclature generique faisant référence a
une série de proliférations néoplasiques de la glande mammaire qui different a la fois dans le
comportement histologique et évolutif. Le terme de « cancer du sein » ne désigne que les
tumeurs malignes, potentiellement agressives, du sein tandis que le terme de « tumeur du sein
» désigne a la fois les tumeurs malignes et bénignes. (Hachana, 2009). 3II peut s’agit d’un

carcinome développé aux dépens de I’épithélium des canaux galactophore et des lobules.

IL ‘ya deux formes typiques de cancer du sein :

La forme lobulaire développé aux dépens des canaux galactophores intralobulaire : c’est

la forme la moins fréguente

— La forme canalaire développée aux dépens du reste de la structure galactophorique :
c'est la forme la plus fréquente (Traoré, 2008).

1.3. Les facteurs de risque

Le cancer du sein comme tout autre cancer est une maladie multifactorielle. On parle
alors de facteurs de risques Ces derniers peuvent étre intrinséques, c’est-a-dire, propres a

I’individu (sexe, age, hérédité génétique, etc.) et qui ne peuvent étre modifies. Il existe

4
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également des facteurs de risques extrinséques (environnement, mode de vie) (Tableau 1) sur

lesquels on peut parfois avoir une action pour diminuer le risque de survenu du cancer

(Jahanmohan, 2019).

Tableau 1.Représentation des différents facteurs de risque du développement du cancer du

sein féminin.
Facteurs de Facteurs
Facteurs de risques intrinseques I‘iSQl_JeS\ hormonaux
extrinséques
Histoire familiale et Age Le sexe gﬁﬁfﬁfﬁéﬁiﬂi )
mutations génétiques Le role des
Le risque relatif pour|le facteur de|Etre une femme|Le role de | hormones
toute forme de parenté |risque le plus|est un facteur de|l’irradiation a été | ovariennes
est d’environ 1,9 et|important vis-a-|risque principal [prouvé par les| dans le
I’excés de risque est|vis du cancer du|d’apparition d’un|explosions développemen
plus marqué chez les|sein. Le risque|cancer du sein.|atomiques t du cancer du
femmes plus jeunes. augmente entre 50| Il est également | d’Hiroshima, ainsi | sein. De
les femmes porteuses et 75 ans (pres des | observé chez des |que les expositions | nobmreux
des mutations sur les deux tiers des|hommes mais a|professionnelles facteurs de
génes BRCA1/2 | cancers dusein). |un pourcentage | aux polluants | risque sont
présentent un  risque (NKondiock et faible (1%) par|environnementaux Plen connus
accru de cancer du sein | Ghadirian, 2005) rapport aux|et les agents| influencent la
dépasse 80 % pour les femmes (Bicar, | chimiques durée de
femmes et 6 % pour les 2018) - La| I'exposition de
hommes. consommation la femme a ces
d’alcool et de|hormones au
(Nkor_@jock et tabac augmente le | cours de sa
Ghadirian, 2005) risque de 200%. vie, en
(Bicar, 2018) particulier
durant sa
période

reproductive.

(Desjardins,
2010)
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1.4. Donnés épidémiologique du cancer du sein en Algérie

Le cancer du sein chez la femme situé dans le premier rang en termes d’incidence et de
mortalité dans le monde, notamment en Algérie ( Badidi, 2012). Cette forte tendance est due a
une transition épidémiologique 7500 cas de cancer du sein sont enregistrés avec environ 3500
déces enregistrés chaque année .Le taux d’incidence varient selon les registres des cancers,
celui d’Alger a enregistré une incidence standardisé de 69.7/100000 femmes en 2014

(Hamdi-Cherif et al., 2014).
1.5. Quelque géne de la prédisposition héréditaire au cancer du sein

5 & 10% des cancers du sein sont héréditaires mais parmi ceux-ci seulement la moitié est
expliquée par une altération constitutionnelle d’un géne de prédisposition connu tels que les
genes BRCAL et BRCA2 (Bubien, 2016). Se transmettent sur un mode autosomique.
(Bonadona et Lasset, 2003).

Les genes BRCAL/2ont été décrits respectivement en 1994 et 1995. IlIs sont localisés sur
deux chromosomes différents et ne partagent qu’une faible homologie structurale.le
BRCAlse trouve sur le chromosome 17, position 21 de la grande sous-unité (17g21).1l
intervient dans de nombreux processus cellulaires, tels que la prolifération, la régulation de la
transcription et la réparation de I’ADN en réponse aux dommages (Portier, 2017). Tandis que
le gene BRCAZ situeé sur le chromosome 13 dans la région gq12-13 (Lecaignec, 2020). S'étend

sur environ 70 kb et code pour une protéine de 3418 acides aminés. (Zoure, 2017).

Les femmes porteuses d’une mutation de BRCAL ou BRCA2 ont 50 a 80% de risques
de développer un cancer du sein au cours de leur vie. En plus d’avoir un risque plus élevé de
développer un cancer du sein, I’dge médian de survenue est plus précoce pour les patientes
porteuses d’une mutation puisqu’ il est de 40 ans pour BRCAL et de 43 ans pour BRCA2
(Portier, 2017).

Les protéines nucléaires BRCAL et BRCA2 sont multifonctionnelles, impliquées entre
autres dans la réparation des dommages de ’ADN (mécanisme de recombinaison homologue)

et le maintien de I’intégrité du génome, mais a des étapes différentes (Zoure, 2017).
1.5.1. Les Oncogeénes

Sont des formes altérées de génes normaux d’origine cellulaire ().Ces genes sont
responsable du contrdle de la prolifération cellulaire selon un mode d’altération dominant

(Nait behloul, 2018). Les proto-oncogénes sont conservés dans toutes les espéces et jouent un


https://tel.archives-ouvertes.fr/search/index/q/*/authFullName_s/Virginie+Bubien
https://www.jle.com/fr/recherche/recherche.phtml?dans=auteur&texte=Val%C3%A9rie+Bonadona
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role primordiale dans des étapes de la régulation de I’embryogénése ou de la croissance

cellulaire ou tissulaire (Fatscher, 2013).

L’activation des proto-oncogeénes en oncogene se fait a la suite d’anomalies au niveau
des génes (mutation, translocation, amplification...). L’amplification génétique est le mode
d’altération le plus courant dans le cancer du sein. Plusieurs génes ont été identifiés comme

étant les zones les plus amplifiées dans les cancers du sein (Bicar, 2018).
1.5.1.1. L’oncogene HER2

La dénomination internationale officielle du géne HER2 est ERBB2.Le produit de
I’oncogene HER2 est une glycoprotéine transmembranaire de la famille des récepteurs de type
| des facteurs de croissance. Elle est composée de 1 255 acides aminés et pese 185 kDa
(Franchet, 2016). le statut de HER2 permet de classer une tumeur en fonction de son
agressivite (les cancers a HER2 positif sont plus agressifs que celles qui sont a HER2 negatif)
et de déterminer le traitement le plus approprié (Bicar, 2018).

1.5.1.2. Le géne c-myc

Ce géne joue le role de régulateur de la différenciation et de la prolifération cellulaire. Il

subit souvent des anomalies et entraine 1’apparition de cancer dans les tumeurs du sein varient

de 6 a 40%. (Bicar, 2018).
1.5.2. Genes suppresseurs

Les genes suppresseurs de tumeurs au contraire des oncogenes, ont une action négative
sur la prolifération cellulaire. Leur mode de fonctionnement est récessif au niveau cellulaire:
c'est-a-dire que, pour que le cancer apparaisse, les deux alléles d'un méme antioncogéne

doivent étre inactivés pour qu’il perde sa fonction inhibitrice (Moghtit, 2014).

Le premier gene suppresseur de tumeur décrit est le géne Rb du rétinoblastome. Le gene
suppresseur de tumeur le plus souvent impliqué est la TP53, avec des mutations somatiques

dans de tres nombreux cancers (Maatoug, 2019).
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Chapitre 2 Les génes XRCC1/2¢et3

2.1. Le géne XRCC1

Le gene humain XRCC1 se trouve sur le bras long du chromosome 19 en position 13.3;
19913.3 (Tableau2) ) (Alanazi et al., 2013). 1l s’étend sur 33Kb et est contient 17 exons. Ce
géne code une protéine de 70 kDa qui se compose de 633 acides aminés (Naguib et al.,
2020).

Il a été identifié en raison de sa capacité a restaurer l'activité de réparation de I'ADN
dans une lignée cellulaire mutante (Moghtit, 2014).

2.1.1. La protéine du gene XRCC1

La protéine XRCC1 est dépourvue d’activité enzymatique propre (Lévy, 2007). Cette
protéine comporte différents domaines structuraux et fonctionnels qui lui permettent

d’organiser les différentes étapes de la réparation par excision de base (BER) (Moghtit, 2014).

Cette voie de réparation requiert initialement la détection de la base endommageée par
une ADN glycosylase spécifique ,qui clive ensuite la liaison N_glycosidique reliant la base
au squelette sucre-phosphate de ’ADN générant ainsi un site abasique (site apurique ou

apyrimidique). (Lévy, 2007).
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Tableau 2.Ensemble d'information relative a l'identification du géne XRCC1.® @

Nom official

Localisation

X-Ray Repair Complementing Defective
Repair In
Chinese Hamster Cells 1

Symbole official | Symbole symonyme

Chromosome : 19
Localisation : 19913.3

XRCC1 RCC

Identification (IDs) dans les différentes
bases de donnees

Ensembl ENSG00000073050
MIM 194360
HGNC 12828
NCBI Entrez Gene 7515

2.1.2. Polymorphisme XRCC1

Les roles multiples de XRCC1 dans la réparation de ’ADN font de cette protéine un

acteur majeur du maintien de I’intégrité du génome (Lévy, 2007).

Il ‘ya des études qui met en évidence sur I’analyse des polymorphismes XRCCI1

représenté essentiellement par SNPs. Parmi les SNP les plus étudiés chez I’homme :
le SNP codon.580 C>T et le SNP codon.839 G>A et le SNP codon.1196G>A (Moghtit,

2014).
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Tableau 3.Description du polymorphisme XRCC1 (Moghtit, 2014).

Changement
Gene Polymorphisme Localisation Point de Reference dans la
ymorp mutation I’SNP rs séquence
protéique
Domaine N favorise
terminal de la ,. )
- .. I’interaction
proteine Transition avec
XRCC1 au d’une arginine .
niveau des chargé certains
Le SNP R194W > partenaires
XRCC1 Arg149trp ) zones positivement | Rs1799782 de XRCC1
d’interaction enun au cours de
avec tryptophane |
- a
de protéine hydrophobe , .
réparation
PCNA de ’ADN
,0GG1,APE1 ©

2.2. Le gene XRCC2

Le géne XRCC2 est parmi l'un des cing paralogues RAD51 somatiques, qui ont tous des
motifs Walker A et B ATPase (Blanca, 2008).

Il situé sur le bras long (q) du chromosome 7, position 36.1 (Tableau 4) (Curtin et al.,

2009). Est un médiateur essentiel de la voie de réparation par recombinaison homologue.

(Bashir et al., 2014). Et un candidat fonctionnel pour l'implication dans la progression du

cancer (Tahari et al., 2013). La protéine XRCC2 parmi les protéines qui vont permettre la

digestion partielle des deux extrémités 5’ de la cassure afin de générer deux extrémités 3’

(Moghtit, 2014).
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Tableau 4. Ensemble d'information relatives a I'identification du géne XRCC2. @

Nom official

Localisation

x-ray repair complementing defective repair
in chinese hamster cells 2

chromosome:7
localisation :7g36.1

symbole official symboles synonymes

Xrcc2 /

Identification (ids) dans les differentes bases

de donnees
Ensembl 00000196584
OMIM 600375
HGNC 12829
NCBI Entrez Gene 7516

E

g 1

F B

F 1

HOURD P aNuRNEsD
) B

!
¢
R
/]
i

i
v

—am=

i
[
i

2.2.1. Polymorphismes XRCC2

La mutation bialléliqgue de XRCC2 (FANCU) provoque le sous-type FA-U de FA,

tandis que I'hétérozygotie pour les mutations délétéeres de XRCC2 peut étre associée a un

risque accru de cancer du sein. Les cellules déficientes en XRCC2 montrent une réduction de

plus de 100 fois du HRR par rapport aux cellules compétentes XRCC2 et démontrer diverses

formes d'instabilité chromosomique souvent décrit dans le cancer du sein (Lin et al., 2011).

Les cellules déficientes en XRCC2 montrent une réduction de plus de 100 fois du HRR

par rapport aux cellules compétentes XRCC2 et démontrer diverses formes d'instabilité

chromosomique souvent décrit dans le cancer du sein.
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Tableau 5. Description du polymorphisme XRCC2 (Lin et al.,2011 ; Boukhari, 2014).

Changement
Gene | polymorphisme | Localisation FT]?JitrElltti?)l:] Sé%i”esniae . CFl%eéli?;r;gerS
protéiques
Substitution
d’un Substitution
nucléotide de I'acides
Exon 3 G vers un aminé
XRCC2 Gé?g%i nucléotides autre A 2 la Arginine par .
R188H 31479,codon: position I’histidine 3218536
188 31479 du dans la
gene position 188
XRCC2

2.3. Gene XRCC3

Le géne XRCC3 localisé sur le chromosome 14, bras long (q), position 32.3, mesure 18
kb et comprend 10 exons (Tableau 6) (Moghtit, 2014).

Ce géne a été identifie comme un géne capable de compléter la Sensibilité aux

dommages a I'ADN et instabilité chromosomique (Saini, 2010).
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Les génes XRCC1/2¢et3

Tableau 6. Ensemble de I'information relative a I'identification du géne XRCC3.® @

Nom official

Localisation

X-Ray Repair Complementing Defective
Repair In Chinese Hamster Cells 3

Chromosome: 14
Localisation: 14932.3

Symbole official | Symbole synonymes

XRCC3 CMM©6

Identification (IDs) dans les différentes
bases de donnees

Ensembl 00000126215
OMIM
600675
HGNC 12830
NCBI Entrez Gene 7517

= ==
e

P

— T - =

== - =

2.3.1. La protéine du gene XRCC3

La protéine XRCC3 intervient dans le processus d’initiation de la réparation en

formant avec la protéine Rad51 un complexe qui est impliqué dans une étape cruciale de la

recombinaison homologue. Elle caractérisée par la présence des motifs ATPase constitués de

Walker A et B, impliqués respectivement dans la fixation et I’hydrolyse de I’ATP (Moghtit,

2014).

2.3.2. Polymorphisme XRCC3

Le polymorphisme de XRCC3 peuvent étre associe a un risque accrue du cancer du

sein. 1l comporte 111SNP selon la base de donné NCBI. Au niveau de I’exon 7 a la position

18067 (rs861539) se trouve le polymorphisme le plus important (Moghtit, 2014).
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Tableau 7. Description du polymorphisme (Moghtit, 2014)..

Changement
G Localisation de Point de dans la Reference de
ene . . ) \
polymorphisme mutation séquence I’SNP rs
protéique
La substitution Conduit a une
de la cytosine changement
Exon7ala (c) par _d’une
XRCC3 position 18067 la thymine(T) | thréonine (Thr) Rs861539
au niveau du par un
codon méthionine
241 (Met)
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Chapitre 3 Matériel et méthodes

Dans ce travail, nous avons essayé d’établir une relation entre les différents
polymorphismes des genes XRCC2 et XRCC3 et le risque d’apparition et/ou de
développement de cancer du sein chez les femmes Algériennes. C’est pour ¢a nous avons
recherché et analysé toutes les études réalisées sur la population Algérienne, mais
malheureusement nous avons trouvé une seule étude qui est de Boukhari (2014) elle a détecté
les mutations ponctuelles d’intérét (XRCC2 R188H, XRCC3 T241M) chez les femmes
atteintes un cancer du sein. Dont le résultat de cette étude a été comparé avec les résultats des
différentes populations : polonaises ; finlandaise ; chypriotes.

3.1. Matériel biologique

L’équipe de Boukhari (2014) et Smolarz et al. (2014) ont utilisé des tissus tumoraux
inclus dans des blocs de paraffine. Les caractéristiques des patients sont résumées dans le
Tableau 8.
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Tableau 8. Les caracteéristiques des échantillons étudies.

/ schantillons Moyen d’age _ Typ(_a Effectifs
histologiques
Pour I’étude de
Boukhari, (2014)
pathologiques canalaire 28
_ infiltrant
(appartiens aux
46 ans :
femmes CarC'nome
) o lobulaire 02
diagnostiquées infiltrant
pour un
cancer du sein)
Cas cancéreux | Pour I’étude de
Smolarz et al.
(2014) 70
. . 70
échantillons .
. s Carcinome
Triple négative 36-68 ans
(TNBC).
Taille moyens
des tumeurs
20mm
Boukhari, (2014),
07échantillons Adénofibrome 07
A 22 ans
contréle negatif
Cas controles [ Smolarz et al,
(2014) 70 36-68 ans
échantillons ont n.d (non 70
servi de contréle déterminer)

L’équipe de Loizidou et al. (2008) I'étude a été approuvée par le Comité national de

bioéthique de Chypre, sur 2286 femmes qui sont participant a I’étude MASTOS. Cette

derniére a réalisé une étude des cas-témoins du cancer du sein a Chypre. Les cas participant a

I'étude étaient des femmes diagnostiquées d’un cancer du sein entre janvier 1999 et decembre
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2006. Les échantillons d’étude sont du sang prélevé ont été prélevés entre 2004 et 2006 (voir

le tableau 9).
Tableau 9. Les caractéristiques des échantillons étudiés.
Nombre o . )
$échantillons Moyen d’age Diangnostique
Patients 1109 femmes (40 a70) ans Cancer du sein
Cas temoins sains 1177 femmes n.d Femmes sains

n.d : non déterminer
L’étude de Pelttari et al. (2015) a été réalisé sur des 1758 femmes finlandaise.

— Dont 182 patientes atteintes d’un cancer du sein pour échantillons ont été utilisé pour

détecter anomalie de géne XRCC3 ;

— 342 échantillons pour étude de gene XRCC2 et 1234 cas témoins qui sont des femmes

saines.

Les échantillons inclus dans cette etude sont du sang frais. le prélévement a été réaliser
avec l’autorisation du comité d’examen éthique de 1’Helsinki. Le prélevement sanguin
préconisé pour I’extraction de I’ADN est recueilli stérilement dans un tube en présence

d’EDTA.
3.2. Méthodes
3.2.1. Préparation des échantillons

Boukhari (2014) et Smolarz et al. (2014) ont effectué I’extraction d’ADN a partir de
tissus mammaires. Les tissus biopsies ou chirurgicalement excisés pour l'analyse et le
diagnostic histopathologique sont souvent fixés au formol et inclus en paraffine pour le
stockage a long terme. Mais avant D’extraction, il faut déparaffiner et réhydrater les

échantillons selon les étapes suivantes :

— Mettre les échantillons dans des tubes Eppendorf 1,5 ml bien étiquetés, sous
forme de sections coupées a partir des blocs de paraffine par un microtome ;

— Sous la hotte, ajoutée de 800 pl de xyléne a chaque tube ;

— Meélanger par retournement (15 min) puis Centrifuger a la vitesse maximale 14000

tpm (3 min) ;
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—  Eliminer de surnageant (paraffine dissous dans le xyléne), sans perturber le culot
cellulaire et pour éliminer totalement la paraffine, le lavage au xylene est répété 3
fois.

La réhydratation a été réalisée en trois étapes avec I’utilisation des différentes concentrations
d’alcool :
— Ajouter de 300 ou 600 pul d’éthanol a 100% a chaque culot cellulaire (selon la taille de
culot) ;
— Vortexer puis centrifugé a 14000 rpm pendant 3 min ;
—  Eliminer I’éthanol (surnageant), les étapes précédentes ont été répétées avec 1’éthanol

a 70% puis a 50%.

Pour améliorer le rendement de la lyse cellulaire pendant 1’extraction de ’ADN les
échantillons contenant une grande quantité de tissus ont été partagées en
plusieurs tubes.

REMARQUE : Aprés I’élimination de 1’éthanol a 50%, les culots cellulaires ont été séchés
en tubes renversés, a température ambiante (5 min).

Pour 1’équipe de Loizidou et al. (2008) et Pelttari et al. (2015) les échantillons inclus
dans ces études sont de sang prélevé. Dont I’extraction d’ADN nécessite d’abord
I’¢limination des globules rouges par une solution de lyse hypotonique, puis d’un choc

thermique dans la glace.
Selon les étapes suivantes :

— Apres la centrifugation du sang a 3000rpm/5min, le culot récupéreé est lavé 3 fois
avec la solution PBS iso-saline formée de tampon phosphate de potasuim
10Mm,PH=7,4 et 154ml de Nacl ;

— Chaque lavage consiste en une suspension des cellules dans du PBS Iso-saline et une
centrifugation a 3000 rpm/min ;

— Apres la derniére centrifugation,le culot est resuspendu a nouveau dans une une
solution du PBS iso-saline & raison de 1 volume de culot et 9 volume du PBS,

permettant ainsi d’obtenir une hématocrite a 10 % (Deflaoui et Ouamara, 2018)
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3.2.1.1. Extraction d’ADN génomique

L’extraction de ’ADN est une technique qui isole de I’ADN a partir d’une cellule en
quantité et en qualité suffisante pour permettre son analyse. De trés nombreux procédés
d'extraction des acides nucléiques ont éte décrits, et des kits sont actuellement proposés par un
certain nombre d'industriels.

Boukhari (2014) a été choisis la technique classique de salting-Out. Dont 1’extraction
d’ADN a été effectuée selon le protocole de (Pikor et al., 2011).(Figure8).

Ajouter 315ul s Incub-er a m—— Pt

De tampon de F 55°c e - Y 100wl o
Lyse+5-10ul de - .& _ = NACL ‘.:I
protéinase K \"} pendant - &M et \"
20mg/mi+cellules 1h30min LA vortexer =

Yortexant chague 5310min

déparaffinées et

réhvdratéEE
f N T Centrifuger
1300tp
200ul r rp
o lsﬂprapanql :@ G— ';‘;"mff:"t
Retourner et secouer Transférer le /
le contenu jusgu’a surmagesnt Ajouter

IN'ebservation d'une
pelote d'ADN

* Eliminer - I00ul

Fisopropanol d'éthanol

1O0mim au culot
al300tpm

dADN
Quelgue second
suspendre les

et &liminer
INethanol

=

incuber les secher les culots

distillée dans chagus
tube )

Echantillons i S0 échantillons d’ADMN d’ADMN a
pendant 10 min h extraits dans l'eau température
i distillée (20 ul 4 H20 ambiante

pendant3-a2'5 i
pour &liminer

I'ethanol

Figure 3. Protocol de I'extraction de 'ADN selon (Pikor et al., 2011).

L’ADN est ensuite quantifi¢, aliquoté et conservé a -20°C jusqu’a usage
ultérieure (courte conservation), ou a -80 pour une conservation durable

— Selon I’équipe de Smolarz et al. (2014) I’ADN a été extrait a ’aide d’un kit QI Amp

(Qiagen GmbH, Hilden, Germany) par déférentes étapes: (Users/INFO-
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PUB/Downloads/HB-0329-004-1102728-HB-QlAamp-DNA-Mini-Blood-Mini-0516-
WW.pdf)

— Ajouter de 20ul de protéinase K, vortxer puis incuber a 56°C (pour disposer
I’échantillon peut vortexer pendant 1’i-ncubation ou placer dans un bain-marie agité ou
sur une plate forme a bascule) ;

— centrifuger brievement les tubes de microcentrifugation (1,5ml) ;

— SiI’ADN génomique sans ARN, ajouter 4ul de I’ARNase A (100mg/ml), vortex
pendant 15s et incuber pendant 2 min a température (15-25°C).

Puis centrifuger brievement les tubes pour ¢limine les gouttes de I’intérieur du
couvercle avant d’ajouter 200ul de tampon AL a I’échantillon ;

— Enfin mélanger au niveau par pulpse-vortex pendant 15s et incuber a 70°C pendant
10min et centrifuger les tubes de microcentrifugation pour éliminer les gouttes de
I’intérieur du couvercle ;

— Ajouter 200ul d’éthanol (96-100%) a I’échantillon et mélanger par pulse-vortex (15S) ;
puis centrifuger les tubes pour éliminer les gouttes de 1’intérieur du couvercle ;

— centrifuger a 8000 rpm (1min ) et placer le QlAamp Mini spin colonne
dans un tube prélevement propre de 2ml et rejeter le tube contant le filtrat ;

— Ouvrir avec précaution la colonne de centrifugation QIAamp Mini ,Ajouter 500ul de
tampon AW1 ,fermer le bouchon et centrifuger a 8000rpm pendant 1min. Ensuit
placer la colonne de centrifugation QlAamp Mini dans un tube de prélévement 2ml et
rejeter le tube contenant le filtrat ;

— L’ajouter de 500ul de tampon AW2 et centrifuger a 14000 tr/min pendant 3min ;

— Ajouter 200ul de tampon AE ou eau distillée puis incuber pendant 1 min et

centrifuger a 8000rpm (1 min) ;
L’équipe de Loizidou et al. (2008) a effectué 1’extraction d’ADN a partir des
échantillons de sang par le protocole standard (phénol-chloroforme).
L’¢tude de Pelttari et al. (2015) fait extraction d’ADN a partir du sang.
3.2.1.2. L’amplification de ’ADN extrait par la PCR

I’ADN extrait peuvent étre amplifiés par une réaction de polymérisation en chaine
(PCR), afin d’obtenir des produits finaux en quantité suffisante pour détecter les
polymorphismes des genes XRCC2 (R188H) XRCC3 (T241M) et XRCC1
(A194T,A280H ,A399H).
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La PCR (polymerase chain reaction) est fondée sur une réaction enzymatique in vitro
permettant d’amplifier plusieurs millions de fois des séquences d’ADN génomique ou d’ADN
complémentaire. Elle nécessite de connaitre les séquences des extrémités de la région a
amplifier, et de les utiliser pour élaborer des amorces nucléotidiques. Apres fixation des
amorces sur leurs séquences cibles par complémentarité, la région d’ADN cible est copiée par
incorporation de désoxyribonucléotides libres grace a une enzyme ADN polymérase
thermostable.

Des variations cycliques de températures vont permettre successivement la dénaturation
de ’ADN, I’hybridation des amorces et leur extension par I’ADN polymérase. La succession
des cycles permet une augmentation quasi exponentielle de la quantité d’ADN (Uhel et al.,

2019). Les programmes d’amplification par PCR sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau 10. Programme d'amplification par PCR des séquences cibles contenant les codons

étudies.
Phases du programme Normb
. ombre
Etude choisis Dénaturation , . . . Extension | de cycle
L Dénaturation | Hybridation | Extension ;
initiale finale
94°C pendant 94°C 60°C 72°C 72°C
Boukhari, Srgﬂn pendant pendant pendant pendant 35 cycles
(2014) 30sec 1min 1min 5min
94°C pendant
94°C o 0 72°C
30 sec ,(pour pendant 30 60°C pendant 72°C pendant
le géne seC 30 sec pendant 2min 30 cyles
XRCC2) 1min
Smolarz et
al., 2014) | 94°C pendant
60 sec,(pour 56°C pendant | 72°C pendant nd nd 30 cycles
le géne 30sec 40sec
XRCC3
(Loizidou et
al., 2008) ; n.d
(Pelttari et al.,
2015)

Afin d’obtenir des fragments en quantités suffisantes pour réaliser I’analyse par RFLP,
I’équipe de Boukhari (2014) a amplifié des sequences autour des sites des polymorphismes
d’intérét (Tableau 11).
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La spécificité des amorces choisis a été préalablement validée dans des études antérieures (
Brooks et al., 2008 ; Krupa et al., 2009 ; Akisik et al., 2011 ; Romanowicz-Makowska et al.,
2011).

Aprés I’amplification, La spécificité des amorces a été vérifiée par une migration
électrophorétique des produits de PCR en déposant 5 pl de produits amplifiés sur un gel
d’agarose a 2%.

Loizidou et al. (2008) ont été réalisé la PCR par des amorces spécifiques aux genes

XRCC1, XRCC2 et XRCC3 (Tableau1l) (Hu, 2001).

Smolarz et al. (2014) ont été réalisé la PCR par des amorces spécifiques aux genes
XRCC2et XRCC3.
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Tableau 11. Amorces sens et antisens utilisées pour I'amplification par PCR de différentes
séquences cibles de génes XRCC1, XRCC2, XRCC3

Les Région Région de I’amplification Taille des
s g Amorce sens (S) et Anti-Sens (AS) (5°—3°) fragments
références SNP o,

amplifie
Géne TGTAGTCACCCATCTCTCTGC
XRCC2
:(exon 3) R188H 290 pb
A AGTTGCTGCCATGCCTTACA
(Boukhari,2 S
014) .
Géne ATGGCTCGCCTGGTGGTCA
XRCC3;
(exon 7) T241M
A CATCCTGGCTAAAAATACG 211pb
S
TGTAGTCACCCATCTCTCTGC
XRCC2
A 290 pb
S AGTTGCTGCCATGCCTTACA
(Smolarz et
al., 2014) GCCTGGTGGTCATCGACTC
XRCC3 A ACAGGGCTCTGGAAGGCACTGCTCA
S GCTCACGCACC 522pb
Géne | Arg280 | S GTCTGAGGGAGGAGGGTCTG
XRCC1 | His | A nd
S CAGAGGAGCTGGGGAAGATC
Geéne A.Ir_?;94
XRCCL Arg399 n.d(non déterminer) nd
(Loizidou Gln
etal, Gé CACCCATCTCTCTGCCTTT
2008 ene
)| xreez ASs ;
IS A CCTCTCGACGACTGTGTGAT n.
Geéne
XRCC3 | Thr24l nd
Met
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Une verification de la spécificité de toutes les amorces dans cette étude a été réalisée in

silico en utilisant I’outil bioinformatique (voir la partie discussion).

3.2.1.3. Visualisation des fragments amplifiés

Les produits de PCR obtenus sont contrélés par une électrophorése sur gel d’agarose (2
%) préalablement préparé en présence du tampon de migration TAE 1X (voir I’annexe 1) plus
fréquent utilisé grace a sa capacité relativement faible s’épuisera pendant une €électrophoréese
longue le principale avantages potentiel liés a ’utilisation de cette tampon par apport autre

tampon est une meilleure séparation de I’ADN.

Dont L’ ADN est une macromolécule chargée négativement, de ce fait, elle peut migrer
dans un champ électrique de la cathode (-) vers I'anode (+) dans le tampon de migration (TAE
1X). Les échantillons sont mélangés au bleu de bromophénol, colorant qui posséde une masse

moléculaire faible et qui permet de détecter le front de migration.

La visualisation des produits amplifiés a été réalisée sous U.V a la suite d’une coloration au BET.
Le BET (Bromure d’éthidium), agent intercalant qui se fixe entre les bases nucléiques a
l'intérieur de la double hélice cette molécule est fluorescente sous UV et permet de détecter

les fragments d’acide nucléiques.
Le résultat est concrétisé par une prise de photo du gel contenant les bandes visualisées
3.2.2. Méthode d’identification des polymorphismes

PCR-RFLP (Polymorphism chain Reaction- Restriction Fragment Length
Polymorphism)

La PCR permet d'amplifier une région définie des genes (XRCC1 ;XRCC2 ;XRCC3)
.Les produits de PCR ont été soumis a une digestion enzymatique (RFLP) par des enzymes de
restriction spécifique avec un Site de reconnaissance et température de restriction bien choisis
pour chaque enzyme utilisée (Tableau 12). 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.
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Figure 4. lllustration des étapes de PCR-RFLP pour I’étude des polymorphismes.
1 : Extraction de I’ADN a partir des cellules humaine ; 2 : Amplification d’un
fragment d’intérét ; 3 : digestion du fragment amplifie PCR par des enzymes de
restriction spécifique, 4 : séparation des fragments par électrophorése apres la
digestion enzymatique.
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Tableau 12. Site de reconnaissance et de clivage ainsi que la température
spécifiques pour chaque enzyme utilisée. ©

Polymorphisme Les etudes Enzyme de Températ Fragment obtenue
Des génes realise resttriction ure de restriction (pb)
(Smolarz et Allele sauvage :
al., 2014) ; Hohl 290 Allele
(Boukharai, P 37°C muté ; 142+148
Géne XRCC2 2014)
(R188H)
(Pelttari et al., SexAl o
2015) 37°C n.d
(Loizidou et
al., 2008) n.d n.d n.d
Alléle sauvage :
(Boukari, o 211
2014) Nlalll 3rc Allele muté
103+108
. Allélesauvage:
Ge(rf;l(f,\%m (Smolarz et Nlalll . 239+313 bp
al., 2014) Allélemute:
105+208+239Pb
(Pelttari et al.,
2015) n.d n.d n. d
(Loizidou et
al., 2008) n. d n.d n.d
Géne XRCC1 (Loizidou et
(Arg280His) al., 2008) Rsal 37°C n.d

3.2.3. Détermination de la concentration et de la pureté de ’ADN

La concentration en ADN de I’échantillon est estimée par spectrophotométrie. En effet,
les acides nucléiques présentent un pic d’absorption dans 'ultraviolet. Le maximum de cette
absorption se situé a 260nm. Cette absorption est proportionnelle a la concentration d’ADN,
sachant que (Belhadi, 2018).

La puret¢ d’ADN a ¢été évaluée par mesure du rapport DO260 nm / DO280 nm. Le
rapport doit étre compris entre (1,8 et 2).
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[ La concentration d’ADN = DO x facteur de dilution x 50 (pg/ml) ]

— S’ilest <a 1,8 :I’ADN est contaming par les protéines.
— Ets’ilest > a2:I’ADN est contaming par les ARNS.

La concentration d’ADN a été calculée et sa puret¢ a ¢été évaluée pour tous les
¢chantillons inclus dans 1’étude.

3.2.4. Visualisation des produits de digestion

Les fragments de restriction ont €té séparés par électrophorese sur gel d’agarose a 2%

pour I’étude de Boukari (2014) et Loizidou et al. (2008).

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 coloreés.

3.2.5. Séquencage capillaire

Une nouvelle technique qui permet la détection spécifique des mutations, est une

méthode spécifique mais souvent a une faible sensibilité (Harlé et Merlin, 2013).

L’équipe de Pelttari et al. (2015) été recherché les mutations dans les genes XRCC2 et
XRCC3 en utilisant la technique de séquencage capillaire a été purifié par le kit Life

Technologies
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4.1. Résultats

4.1.1. Profil des produits PCR obtenus

— Population Algérienne

Dans les résultats de groupe Boukhari (2014) les produits d’amplifications ont été,
ensuite, soumis a une migration électrophorétique suivie d’une coloration en BET puis

visualisation sous UV.
Le profil électrophorétique présente dans la figure 9 représente les produits des

Différentes amplifications des échantillons différents en présence des trois couples

D’amorces.

— les puits 4, 5 et 6 : fragments de 290 pb qui portent le site du polymorphisme
XRCC2 R188H.

— les puits 7, 8 et 9 : fragments de 211 pb qui portent le site du polymorphisme
XRCC3 T241M.

XRCC2 R188H XRCC3T241M
A A
(N 3>, ”- >, |
Ech1 Ech2 Ech3 Ech1 Ech2 Ech3
M TN q 5 6 7 8 S

500 pb —
250 pb—

¥

nwy

Figure 5. Analyse des produits PCR obtenus apres électrophorese sur gel
d’agarose a 2% et coloration au BET suivie d’une visualisation sous UV.
4.1.2. Profil de Digestion des produits de PCR par les endonucléases de

restrictions appropriées

Pour Boukhari (2014) Chacun des produits de PCR obtenus des échantillons étudie a été
soumis a une digestion enzymatique par une endonucléase de restriction

specifique .suivie d’une migration électrophorétique des produits de digestion, sur un gel
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d’agarose a 3,5% et une coloration au BET, ensuite une visualisation sous Uv (voir la figure

10).

XRCC2 R188H XRCC3T241M
A

A

- ™ -~ Y

M 6 7 8 S 10 11

500 pb =

«— 290 pb
«— 211pb
«— 148 pb + 142 pb
«— 103 pb + 108 pb

250 pb

G/G G/A G/G T/T c/c T/T

Figure 6. Profil electrophorétique des produits de PCR digérés par les
endonucléases de restrictions appropriées, puis séparés sur un gel d’agarose a 3,5%
apres coloration au BET et visualisation sous UV.

Les puits 6-8 : les produits de digestion des fragments de taille 290 pb qui portent le
polymorphisme XRCC2 R188H (G31479A) : G/G (290 pb) et A/A (148 pb + 142 pb).

Les puits 9-11 : les produits de digestion des fragments de taille 211 pb qui portent le
polymorphisme XRCC3 T241M (C18067T) : C/C (211 pb) et C/C (108 pb + 103 pb).

M : marqueur de poids moléculaire (1kb, Euromedea).

Le fragment de taille 290 pb du géne XRCC2 a été digéré par I’endonucléase de
restriction Hph 1. La transition R188H (G31479A) du géne XRCC2, a favorisé I’apparition
d’un site de reconnaissance de 1’enzyme, et par conséquent, d’une activité enzymatique

clivant le fragment amplifié en deux petits fragments de 148 et 142 pb.

Cependant, les échantillons représentant une seule bande sont de type homozygote
sauvage G/G. Celles représentant deux bandes de tailles 142 pb et 148 pb sont de type
homozygote muté A/A.

Enfin, les échantillons représentants les trois bandes sont de type hétérozygote G/A.
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La figure suivante (figure 11 et 12) représente un profil de migration des produits de

PCR de taille 290pb couplés avec les produits de leurs digestions enzymatiques, appartenant a

3échantillons différents

Ech 3

Ech 1
Py

Ech 2
—P—

500 pb —
250 pb —

GG
(R'R)

e 290 pb
142 pb + 148 pb

Figure 7. Profil électrophorétique des produits de PCR (290 pb sur I’exon 3 du géne XRCC2)
et de leurs produits de digestion, séparés sur un gel d’agarose a 3,5%, apres coloration au BET

et visualisation sous UV.

Le fragment de taille 211 pb du gene XRCC3 a été digéré par ’endonucléase de

restriction Nla III. La transition T241M a favorisé I’apparition d’un site de

reconnaissance de I’enzyme, par conséquent, d’une activité enzymatique clivant le

fragment amplifié en deux petits fragments de 103 et 108 pb. Alors que, les

échantillons représentant une seule bande de type homozygote sauvage C/C. Celles qui

représentent deux bandes de tailles 103 pb et 108 pb sont de type homozygote muté

T/T, et enfin, les échantillons représentants les trois bandes sont de type hétérozygote

CIT.

Le profil représenté dans la figure suivante correspond a la migration

électrophorétique des fragments amplifiés de 211 pb, en présence de leurs produits de

digestion enzymatique par Nla Ill.
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Ech 1 Ech 2 Ech 3 Ech 4
—h—y ot P, A
ND D ND D ND D ND D

2 6

500 pb —
250 pb — 211 pb

«— 103 pb + 108 pb

Sl (Nt Sy’ - N —.
T Ccic T CciC
(AL (T/T) (AL (T/T)

Figure 8. Profil électrophorétique des produits de PCR (211 pb sur I’exon 7 du géne XRCC3)
et de leurs produits de digestion, séparés sur un gel d’agarose a 3,5%, apres coloration au BET
et visualisation sous UV.

Les échantillons 1 et 3 sont de génotype homozygote muté T/T (M241M).
Les echantillons 2 et 4 sont de génotype homozygote sauvage C.
4.1.3. Fréquences genotypiques et alléliques du polymorphisme R188H et T241M

L’analyse moléculaire a permis de mettre en évidence les mutations R188H et T241M
des génes XRCC2, XRCC3 respectivement et les frequences génotypiques et alléliques des
différentes formes dans lI'ensemble des échantillons étudiés dans la population Algérienne
(Tableaux13, 14,15).

Tableau 13. Distribution des génotypes (fréquence génotypique) des polymorphismes :
XRCC2 R188H dans les échantillons analyses.

Genotype XRCC2 Patient n=30 (%) Cas Controle n=7 (%)
(R188H)

Nombre (%) Nombre (%)

Homozygote sauvage
R188R (G188G) 29 97% 07 100%

Hétérozygote R188H
(G188A) 01 03% 00 00%

Homozygote muté
H188H ( A188A) 00 00% 00 00%
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Tableau 14. Distribution des génotypes des polymorphismes XRCC3 T241M dans les
échantillons analysés.

Genotype XRCC3 Patient n=30 (%) Cas Controle n=7 (%)
(T241M)
Nombre (%) Nombre (%)
Homozygote sauvage
T241T(M241M) 28 93% 07 00%
Hétérozygote T241M
(T241C) 02 07% 00 00%
Homozygote muté M241M
(C241C) 00 00% 00 00%

Tableau 15. Fréquences génotypiques et alléliques du polymorphisme des
genes XRCC2(R188H) et XRCC3(T241M).

Patient n=30 Cas Controle n=7
Geéne
Nombre (%) Nombre (%)
XRCC2 R188H
Fréquence
Allélique
G 59 98.3% 14 100%
A 1 2% 00 00
XRCC3 T241M
Fréquence
Allélique
C 58 97% 00 00
T 02 3% 00 00

La génétique de population a pour objectif I’étude des fréquences des genes
génotypes et alleles et des facteurs susceptibles de modifié ces fréquence au cours de
génération successives. Et pour une confirmer les associations entre les genes étudies et le

cancer du sein.

Selon les tableaux précédents, il y’a une différence statistiquement significative été

trouvée dans les fréquences génotypiques des cas patients et des témoins, pour les cas patients
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97%GG, 3% GA et pour le groupe témoin 100%GG. De plus, les fréquences alléliques des
patients et des témoins pour le cas d’allele G de XRCC2(R188H) est presque identique.
Dans les cas l'allele C étaient de 97% et l'allele T 3% et pour les témoins 0%C et 0%T.

— Population polanaise
Selon Smolarz et al. (2014) les résultats de la fréquence génotypique du

polymorphisme XRCC2Arg188His chez les patients TNBC (Triple-Negative Breast Cancer)
et les échantillons de contrdle ils sont résumés dans le tableau 16.

Tableau 16. Distribution des génotypes du polymorphisme XRCC2 chez les patients de
TNBC et controle.

Patient (n=70) controle (n=70)
XRCC2Arg188Hi

Nombre % N %

188Arg/Arg
188Arg/His 12 17 18 26
- 8 12 57
188His/His 50 71 40 1

12
32 23 54
188Arg 100 77 gg 46
188His

Au vu de ces résultants (Tableau 16), des différences significatives dans la fréquence

génotypique étudié et méme les fréquences alléliques

Une faible association entre le carcinome triple négative et la présence
d’alléle 188His par contre une association plus forte pour 188His/His que le varient

héterozygote 188Arg/His.

La fréquence du génotype du polymorphisme XRCC3Thr241Met chez les patients

TNBC et les échantillons de controle sont résumés dans le tableau 17.
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Tableau 17. Distribution des génotypes du polymophisme XRCC3 chez les patients de

TNBC et controle.

Patient (n=70) controle (n=70)
XRCC3Thr241M
0, 0,

Nombre & N %

241Thr/Thr 19 27 15 21
241Thr/Met 35 49 35 50
241Met/Met 16 23 20 29
241Thr 73 52 65 46

241Met 67 48 75 54

Aucune différence statiquement observée dans fréquences génotypique

du

Polymorphisme XRCC3Thr241M et entre le groupe témoin et les patients TNBC. Une

certaine corrélation était observée entre le XRCC2-Arg188His et le XRCC3 Polymorphismes

Thr241Met et sein triple négatif.

— Population chypriotes

L’analyse moléculaire a permis de mettre en évidence les mutations R280H ,R188H

et T241M des génes XRCC1l ; XRCC2et XRCC3 respectivement et les fréquences

génotypiques et alléliqgues des différentes formes dans I'ensemble des échantillons

étudiées dans la population chypriotes ( Tableau 18,19).
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Tableau 18. Distribution des génotypes (fréquence genotypique) des
polymorphismes : XRCC2 R188H ,XRCC3 T241M dans les échantillons analysés.

Patient n=1109

Cas controle sn=1177

GenotypeXRCC2(R188H)
Nombre (%) Nombre (%)
188 Arg/Arg 972 88% 999 85%
188 Arg/His et
188His/His 136 12% 178 15%
Génotype XRCC3 (Thr241M)
241Thr/Thr 312 28% 351 30%
241Thr/Met 560 50% 600 60%
241Met/Met 220 20% 226 19%
Genotype XRCC1(Arg188His)
Arg/Arg 923 83% 959 81%
Arg/His 177 16% 207 18%
His/His 9 0,8% 2 0,16%

Tableau 19. Distrubition des fréquence allélique des polymorphisme XRCC1
(R280H), XRCC2 (R188H), XRCC3 (T241M).

Patient n=1109 Cas Contrble n=1177
Geéne
Nombre (%) Nombre (%)
XRCC1R188H 91% 9195
G 2023 9% 211 90%
A 195 9%
XRCCZGR188H 2080 94% 2176 92%
0,
A 136 6% 178 8%
XRCC3 T241M 43%
0, 0,
752
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D’apreés les résultats de (Loizidou et al., 2008) (Tableau 18) le SNP XRCC1 280 et le
SNP XRCC2 188 s'écarte significativement de HWE (P\0,05). Les écarts observés sont
probablement dus aux résultats au hasard plutdt que des erreurs de génotypage puisque les

homozygotes de ces SNP sont tres rares dans cette population.

Dans XRCC1, seuls deux témoins étaient homozygotes pour I'alléle 280His et un seul
était homozygote pour I’allele XRCC2 188.

Aussi I'age moyen des cas de cancer du sein et de contrbles était de 56 ans, tandis que

I'age moyen au moment du diagnostic pour le cas de cancer du sein était de

51,6 ans (écart type (SD) + 9,2) ; et I’age moyen a la constatation pour les témoins était
de56, 4 ans ((ET) £ 9,2).

IIs ont trouvé des associations significatives du XRCC1 Arg280His et XRCC2

Arg188His et le risque du cancer du sein.

Les porteuses homozygotes de XRCC1 280His ont été un risque accru de cancer du sein
(OR =4,68, IC a 95 % 1,01-21,7, P = 0,03) et les Porteuses du XRCC2 son alléle avait un
risque reduit de cancer du sein (OR =0,79, ICa 95 % 0,62 a 1,0, P = 0,05).

Aucune association significative avec le cancer du sein n'a eété observée pour les SNP
XRCC1 Argl194Trp, XRCC1 Arg399GIn et XRCC3 Thr241Met..

— Population finlandaise
Pour Pelttari et al.(2015) dans le séquencage des genes observé une variation faux-sens
connue identifie dans chaque gene depuis le varient de XRCC2(Arg188His) associé a un
risque de cancer du sein. Aucune mutation pathogene n’a été détectée dans aucun genes et la

distribution des haplotypes était similaire entre les cas et les témoins.
4.2. Discussion
4.2.1. Discussion analytique
4.2.1.1. L’échantillon d’étude

Le groupe de Boukhari (2014) ; Smolarz et al. (2014) et d’autre étude comme 1’étude
de Jacobsen et al. (2003) ont utilisé des tissus conservés dans des blocs de paraffine comme
une source d’ADN pour l'analyse génomique. Le déparaffinage par Xyléne permet
I’élimination de paraffine suive d’une réhydratation des tissus avec 1’éthanol, mais constitué

des problémes (Tableau 20) pour la continuité d’étude.
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Tableau 20. Les avantages et les inconvénients de I’utilisation des tissus inclus dans des
blocs de paraffine.

Les Avantages Les inconvienents

1. La quantitue suffisanted’ ADN pour 1. Dégrade les acides nucléaiques (ADN).

réaliser 1’étude. 2. la pureté n’est pas optimale.
2. Rendememt élevé. (Boukhari, 2014)
(Hissar, 2018)

Par contre d’autre travaux réalisés par ’équipe de (Mvumbi, 2013) ont utilise le sang

pour faire les analyses génétiques. Le choix de sang a des plusieurs avantages :
1. Facile a extraire I’ADN ;
2. la concentration et la pureté d’ADN trés bonnes ;
3. Gain de temps.
4.2.1.2. Protocol d’extraction de ’ADN

Le groupe de Boukhari. (2014) fait I’extraction de I’ADN génomique selon le protocol
Pikor et al. (2011) modifié a partir des tissus inclus dans des blocs de paraffine. Le principale
inconvinent est la lyse incomplect (absent de détergent).Et la méthode de purification d’ADN

n’est pas éfficace (salting-out).

Alors que il y’ a d’autre méthode de purification qui été réalis¢ dans I’étude de
Abdelmaksoud-Dammak et al. (2015) comme 1’utilisation des solvants organiques comme le

phénol chloroforme qui permet un meilleur rendement et pureté d’ADN extrait.
4.2.1.3. Détermination de la concentration et la pureté d’ADN

Ils sont indispensables de determiner la concentration de I’ADN avant de faire la PCR.
L’¢équipe de Boukhari. (2014) a mesuré I’absorbance a 260nm par la spectrophotométrie UV
qui est une méthode simple et reproductible mais présent des inconvénients, comme la
quantité des acides nucléiques est requise, et les échantillons mesuré sont dilués qui sont la

principale source des erreurs.
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De plus, des contaminations absorbantes & 260 nm peuvent conduire des faux résultats
(Ho-Pun-Cheung et al., 2009).

D’autres études ont démontré que le dosage de I’ADN par le Nanodrop ¢a donne des
résultats exactes et cette technique est plus sensible que la spectrophotométrie UV et qu’il ne
nécessite que 1ul d’échantillon (Desjardins et Conklin, 2010 ; Ponti et al., 2018).

4.2.1.4. Méthode d’identification des polymorphismes des génes

La stratégie réalisée par 1’étude de Boukhari et al. (2014) pour identifie les
mutations par un techniqgue PCR-RFLP les avantages de cette technique est permette la
multiplication de nombre de séquence d’ADN et la sensiblité satisfaisante en plus,
relativement rapide (Guérin et al., 1995). Mais 1’inconvienent principale de cette technique est

ne permette pas de détecter les nouvelles mutations.

En 2015 ; le groupe de Zamani et al. (2015) présente une technique de PCR-SSCP qui

permette de détecter des nouvelles mutations.
4.2.2. Disscussion des résultats

Afin de rechercher une éventuelle corrélation entre les polymorphismes des génes de
réparation de I’ADN et le risque d’apparition ou de  développement d’un cancer
du sein. Les études choisis ont été utilisé des techniques de biologie moléculaire ( PCR-RFLP,
séquencage capillaire) et les ont appliquées sur des échantillons de patients atteints de cancer du
sein (Boukhari, 2014), a essayé d’établir une relation entre les polymorphismes des

génes(XRCC2 et XRCC3) et le cancer du sein chez les femmes algériennes.

Pour cette exploration, elle adopté des techniques de biologie moléculaire ( PCR-RFLP)
afin de détecter les mutations d’interets. D’apres leur résultats, confirment la présence des
mutationsR188H et T241Mavec de la fréquence tres faible a cause de la quantité d’ADN
insuffisant. Malgré la détection de polymorphisme dans les échantillons d’ADN des femmes
algériennes, on peut pas confirmer I’association entre ces mutations et I’apparition ou/et
développement de cancer du sein, c’est a cause le nombre I’insuffisant (n=37) des

échantillons utilisées par Boukhari.( 2014).

Nous avons verifier in silico les couples d’amorce utilisé par Boukhari. (2014). Nous

avons utilisé UCSC In-Silico PCR qui un programme rapide basé sur la thermodynamique
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pour vérifier la spécificité des amorces par rapport aux bases de données d'ADN génomique et

d’ARN messager/séquence d'’ADN complémentaire rapidement et facilement.

Apres les résultats in silico pour les deux couples d’amorce des génes XRCC2et3 dans

la (figure 9, 10) montre que ces amorces est spécifique pour les génes étudie.

»chry:152648784-152649873 290bp TGTAGTCACCCATCTCTCTGL AGTTGCTGCCATGCCTTACA
TATAGTCACCCATCTCTCTGCcttttgattttggatagoctgtcagottt
ttactggatagaccgcgtcaatggaggagaaagtgteaacttacaggagt
ctactctgaggeaatgttctcagtegcttagagaagecttgtaaateactat
cgoctggttotttttegcaacgacacaaactataatgcagaaagoctcgag
ctcatcagaagaaccttctcatgoctctogacgactegtgtgatgtggaca
tagactacagaccttatctcTETAAGGCATGECAGCAACT

Figure 9. Présentation des séquences PCR prévues amplifiées par la PCR in silico
qui ont était lanceées en-ligne par les deux couples d’amorce des génes XRCC2.

»chrld:163699312-183639532 211bp ATGGCTCGCCTGATGOTCA CATCCTGGCTAAAAATACG
ATOGCTCOCCTGOTGOTCALtcgacteggteggcagocccattccgotgtga
atttgacagccaggocctocgoccccaggegccagecatctgragtococctge
gegccacgctgcgtgagctgagcagtgocttoccagagccctgtgctgtge
atcaaccaggtgagcaccaaggcagggttgcacccctgagc tCaGTATTTT

TAGCCAGGATG

Figure 10. Présentation des séquences PCR prévues amplifiées par la PCR in silicoqui ont
était lancées en ligne par les deux couples d’amorce des genesXRCC3

Le travail réalisé par Smolarz et al. (2014) a été fait pour le but d’évaluer les
associations entre les risques de cancer du sein triple négatif (TNBC) et polymorphisme des
genes de réparation (XRCC2 et XRCC3). Par I’application de la technique PCR-RFLP.
A partir des résultats obtenues, une relation a été identifié entre le polymorphisme XRCC2

Arg188His et le cancer du sein triple négatif.

Une augmentation a été observée, concernant Fréquence des hétérozygotes 188Arg/His
et 241Thr/Met hétérozygotes.

Nous avons aussi Vérifiéin silico les couples d’amorce utilisé par cette étude aucune

amplification in silico , doncil faut confirmer pratiquement les couples d’amorce de géne
XRCC3 T241M de Smolarz et al. (2014).
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No matches to gectggtggtcatcgactc acagggctctggaaggcactgctcagetcacgeacc in Human Dec. 2013 (GRCh38/hg38)

Figure 11. Présentation des séquences PCR prévues amplifiées par la PCR in silicoqui ont
était lancées en ligne par les deux couples d’amorce des génesXRCC3 T241M.

L’analyse mutationnelle réalisée par 1’équipe de Loizidou et al. (2008) a pour but de
confirmer de I'hypothése concernant la variation de XRCC1, XRCC2 et XRCC3 dans la
modification de risque du cancer du sein.les variant XRCC1 (Arg280His) XRCC2 (188His)

et XRCC3(T241M) peuvent étre associés au risque de cancer du sein.

Selon les fréquences génotypiques de XRCC1 Arg280His entre les cas de cancer du
sein et les témoins sains il a revéle que l'allele XRCC1 280His est associé a un risque accru de
cancer du sein (Loizidou et al., 2008).

Trois des neuf femmes qui étaient homozygotes pour la variante 280His dont elles
étaient fumeurs. C'est possible que les porteurs homozygotes supplémentaires de 280His
étaient exposés pendant une longue durée au tabagisme et que les combinaison de I'exposition
et du génotype XRCC1 280His a augmenté leur risque de cancer du sein. Mais 1’hypothése

n’été pas confirmée.

Cette étude a suggéré que la variation génétique dans la voie de réparation de I'ADN est
associée au risque de cancer du sein chez les femmes chypriotes et comme les génes XRCC1
et XRCC2ont des roles importants dans les vois BER et le HRR, cela indique que le risque
de cancer du sein chez les femmes chypriotes associé aux polymorphismes XRCC1 280His et
XRCC2 188His.

Pour les résultats qui nous avons obtenu apres la PCR in silico (figure 12), aucun

amplification réalisée in silico,donc il faut confirmer pratiquement les couples d’amorce
desgenes XRCC1 280His et XRCC2 188His de Loizidou et al. (2008).

Pour les résultats qui nous avons obtenu dans la (figure 12) concernent les séquences
PCR de cette étude il faut confirmer pratiquement les couples d’amorce des génes XRCC1
280His et XRCC2 188His de Loizidou et al. (2008).

XRCC1280His

No matches to gictgagggaggagggtictg cagaggagctggggaagatc in Human Dec. 2013 (GRCh38/hg38)
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XRCC2 188His
No matches to cacccatctictctgecttt cctctcgacgactgtgtgat in Human Dec. 2013 (GRCh38/hg38)

Figure 12. Présentation des séquences PCR prévues amplifiées par la PCR in silico qui ont
était lancées en ligne a partir de (http://genome.ucsc.edu).

L étude réalisée par le groupe de Pelttari et al. (2015) a étudier le role de géne XRCC2
et XRCC3 dans la prédisposition au cancer du sein et identifier les mutation dans la
population finlandaise. Pour Cette exploration la détection des mutations ponctuelle, elle
adopte une technique de séquencage capillaire. D’apres le résultat de cette étude, montrent
que aucun mutation pathogeéne n’a été détecte, suggerent que le géne XRCC2 et XRCC3 ne
contribue pas substantiellement a la prédisposition au cancer du sein dans la population

finlandaise.

Il1y ‘a Des autres études ont démontré qu ‘il y a une association entre les mutations de
génes XRCC2 et XRCC3. L’étude réalisée par 1’équipe (Kuschel. (2002) a suggéré une
relation étroite entre 1’apparition des mutations (SNP XRCC2 R188H et XRCC3 T241M ) et

I’augmentation du risque de cancer du sein .

D’autres travaux ont aussi trouvé une relation entre le génotype XRCC3 M/M et

I’augmentation du risque de caner du sein Han et al. (2009) et He et al. (2012).

Malgré qu’en 2006, I’équipe Christofolini. (2006) n’a trouvé qu’une relation faible entre
la transition XRCC3 T241M et le cancer du sein, et aucune relation avec la SNP XRCC2
R188H. Park et al. (2012) ont démontré I’association de ’'SNP XRCC2 R188H, avec une

augmentation du risque de cancer du sein.
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Conclusion et perspectives

Notre étude a portée sur la corrélation entre les polymorphismes génetiques
XRCC2R188H et XRCC3T241Met I’apparition d’un cancer du sein chez une population des

femmes Algérienne en comparant avec les résultats des différentes populations.

Les résultats obtenus par Boukhari. (2014) ont permis de détecter des anomalies
génétiques au niveau de chacun des 2 génes étudiés, avec des pourcentages variables.
Néanmoins, leur association n’a pas €té confirmée vu le nombre restreint des échantillons
étudiées.

Il serait intéressant dans le cadre de recherches ultérieures, d'élargir I'échantillon et

d'approfondir I'étude. Pour la continuité de ce travail,nous proposons de :

— Augmenter le nombre des échantillons des patients pour obtenir des résultats

statiquement et significativement justifié.

— Mettre en évidence sur I’analyse les polymorphismes des autres génes de réparation
d’ADN et leur possible corrélation dans l'apparition d’un cancer du sein comme le

géne XRCCL.

— utiliser d’autre stratégie pour identifie les novelles mutations comme la technique de
PCR-SSCP.

Le dosage de I’ADN par le Nanodrop permet de donné des résultats exactes.
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Annexe 1. Tampon pour électrophorese
Tampon Tris Acétate EDTA (TAE) :

Concentration de fonctionnement 1x Solution mére 10X :

Base Tris 40Mm ; Base Tris 4 ,89 ;

NaOAc 16,4g ou 11,42ml ;
EDTA 7,4g ou EDTA 0 ,5M 20ml
EDTA 2,0Mmou , PH8,3. (PH8) ;

H20 a 1litre.

Acide acétate glacial 20 ;




s P

Ol e lal) hiy sl o all Jagi 35 ¢ (S dale il O gand s ¢ s Adle Lman A i) (B ) G e Jig
5 XRCC1 5 XRCC2 zouayl cilial saxiall JEEY) e anill Jal e DNA. z3ba) clll 8 48 i) clisi s jall Ja s Lgany s ¢ (58l
XRCC2 sXRCC3 (Thr241Met) « XRCC1 (R280H) sl wijmial o aSaill / el il s 0o s Lied ¢ XRCC3
Aoaa) il dgdaiill < jakall GLEKY ¢ Jubdll ¢« PCR-RFLP Jie ¢ bl 4 jall Lia ol sl i Gaadai JUA a(Arg188His).

Al )25 PCR-RFLP au 53 dliaal) JIEY) a2 i) Jagaiill ¢ ya) o Alaiall de sanal) / Allall & 55 (e 55l <l )

5 XRCC2 5 XRCC1 izl JWSaY1 223 Bl Ao 4050 o il g Ja¥) <lan 35 o &5, K5 gyl Judisill 55k e ol
Caidia 254 XRCC3 T241M 5 XRCC2 R188H _nscie 25a 5 (i il jall Gl La e Jgumnl) o il il 53 (gl (s i s XRCC3
(sl ol 8 Ll 53 aa ) ciligall dae A8 ) lld a9 ¢ (2 (e Yl a5 SISV aaa3 (Tl 3V 28 i o5 ¢

\\ PCR-RFLP. « XRCC3 T241M _XRCC1 (R280H) XRCC2 R188H « JSi¥/ e ¢ (suil] Glbs s +Aeai flf CilalS)) /

Résumé

En Algérie, le cancer du sein représente un réel probleme de santé publique.Celui-ci combine I’impaction de facteur
génétique, de nombreux genes sont associé au risquede cancer du sein dont certain codent pour des protéines intervenant
dans les mécanismes deréparation de I’ADN. Afin de rechercher les polymorphismes des génes de réparation
XRCC2,XRCClet XRCC3, nous avons exposé une série des études cas/témoins portant sur les variantes génétique:
XRCCI1(R280H) , XRCC3(Thr241Met) et XRCC2(Argl188His). Par I’application des techniques de biologie moléculaire,
qui sont sensibles, comme la PCR-RFLP,séquencages, pour la détection des mutations ponctuelles d’intérét.

Les études choisis sont de type cas/témoins. Le génotypage des différents polymorphismes a été réalise par PCR-RFLP
et des autresétudes réalisés par séquencage capillaire. La comparaison des fréquences alléliques,génotypiques confirment
I’association des polymorphismes des génesXRCC1,XRCC2,XRCC3 et le cancer du sein. Les résultats obtenus chez la
population Algérienne confirment la présence de variante XRCC2 R188H et XRCC3 T241M, avec une fréquence
faible.l’association entre le polymorphisme et le risque de cancer du sein n’est pas confirméc’est a causele nombre restreint
d’échantillons étudiés chez la population Algérienne.

Mots clés: Cancer du sein. nolvmarnhisme. XRCC2 R188H.XRCC1(R280H)et XRCC3 T241M. PCR-RFLP.

Abstract

In Algeria, breast cancer represents a real public health problem. It combines the impaction of a genetic factor,
many genes are associated with the risk of breast cancer, some of which code for proteins involved in the repair
mechanisms of breast cancer. DNA. In order to search for polymorphisms of the repair genes XRCC2, XRCC1 and
XRCC3, we have presented a series of case / control studies on the genetic variants: XRCC1 (R280H), XRCC3
(Thr241Met) and XRCC2 (Argl88His). By the application of molecular biology techniques, which are sensitive, such as

PCR-RFLP, sequencing, for the detection of point mutations of interest.

The studies chosen are of the case / control type. The genotyping of the different polymorphisms was carried out
by PCR-RFLP and other studies carried out by capillary sequencing. The comparison of allele and genotypic frequencies
confirms the association of polymorphisms of the XRCC1, XRCC2, XRCC3 genes and breast cancer. The results obtained
in the Algerian population confirm the presence of variant XRCC2 R188H and XRCC3 T241M, with a low frequency. The
association between the polymorphism and the risk of breast cancer is not confirmed, this is due to the small number of

samples. studied in the Algerian population.

Keywords: Breast cancer, polymorphism, XRCC2 R188H, XRCC1 (R280H) and XRCC3 T241M, PCR-RFLP.
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