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Introduction

Introduction

Le cancer du sein est un des cancers fréquents. Il est la premiére cause de déces chez
les femmes (1), d’ou son impact important sur la santé publique. Le cancer du sein est

souvent détecté a un stade avancé, et son risque augmente significativement avec 1’age.

Les cellules tumorales sont généralement caractérisées par une déficience dans une des
voies de réparation des 1ésions d’ADN. La recombinaison homologue, la voie la plus fidele
de la réparation, est régulée essentiellement par les produits des genes RAD51, XRCC2 et
XRCCs3.

Récemment, 1’association entre les polymorphismes nucléotidiques RAD51 G135C,
XRCC2 R188H, XRCC3 T241M et le cancer du sein a pris un impact considérable dans la
recherche.

L’objectif de notre étude est d’optimiser et de valider une méthodologie de recherche
de biomarqueurs génétiques, en vue d’un diagnostic précoce, basée sur des techniques de
biologie moléculaire, qui sont sensibles, reproductibles et fiables, comme la PCR-RFLP,
afin de détecter les mutations ponctuelles d’intérét (RAD51 G135C, XRCC2 R188H,
XRCC3 T241M), et d’établir une relation entre ces différents polymorphismes et le risque

de cancer du sein chez les femmes Algériennes.

Aussi, comme prospectives, nous proposons dans des travaux futurs :

- de mettre en place, sur I’ensemble des échantillons testés, une analyse par
séquencage afin de confirmer nos résultats positifs et de mettre en évidence les
substitutions de bases nucléotidiques les plus freqguemment rencontrées ;

- de compléter cette étude par la recherche de nouvelles mutations sur d’autres codons
des genes étudiés ;

- de rechercher la présence d’éventuelles mutations au niveau d’autres genes de

réparations de I’ADN.
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Partie Bibliographique

I. PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE
I.1. Rappel anatomique des glandes mammaires

Les seins sont les structures superficielles les plus saillantes de la paroi thoracique
antérieure, spécialement chez la femme. Les glandes mammaires sont situées dans le tissu
sous-cutané qui recouvre les muscles pectoraux. La quantité de tissue adipeux qui entoure
le tissu glandulaire détermine les dimensions des seins. Au sommet du sein, se trouve le

mamelon, entour¢ par un disque cutané pigment¢, 1’aréole (Fig. 1).

La base plus ou moins circulaire du sein féminin s’étend transversalement depuis le
bord latéral du sternum jusqu’a la ligne médio-axilaire et verticalement de la 2°™ & la 6™

cote.

Lors de la puberté (de 8 a 15 ans), les seins s’accroissent suite au développement
glandulaire et a une augmentation simultanée des dép6ts graisseux. Les aréoles et les

mamelons s’accroissent également pendant cette période.

Les conduits lactiferes bourgeonnent pour donner naissance a 15 - 20 lobules de tissu
glandulaire. Chaque lobule est drainé par un conduit lactifere (canal galactophore) qui
s’ouvre en geénéral isolement sur le mamelon. Dans la profondeur de I’aréole, chaque
conduit se dilate pour former un sinus lactifere dans lequel une petite goute de lait

s‘accumule ou subsiste chez la mere qui allaite.

Une petite partie de la glande mammaire peut se prolonger vers la fosse axillaire
(aisselle) le long du bord inféro-latérale du muscle grande pectoral ; c’est le prolongement
axilaire (de Spence). Ce prolongement peut augmenter de volume au cours du cycle
menstruel et certaines femmes peuvent le prendre pour une tuméfaction ou pour un amas

de nceuds lymphatiques hypertrophiés (2).
I.2. Modification au niveau des seins

Au cours du cycle menstruel et pendant la grossesse, suite a une augmentation du taux
des hormones gonadotropes FSH (Follicle-Stimulating Hormone) et LH (Luteinizing
Hormone), des modifications se produisent dans les tissus du sein, comme par exemple

I’arborisation des conduits lactiferes.
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Chez la femme multipare (qui a plusieurs enfants), les seins deviennent souvent

volumineux.

Chez les femmes ageées, les seins sont petits et ratatinés suite a une réduction du tissu

adipeux et a I’atrophie du tissu glandulaire (2).

Lobule
Sinus de tissu Ligaments Aldole 24
tacttare adipeux  SUSPONSETE /!

Espace (bowursa)

N ,g - retio-mamymaire
' |

.

! ﬁ _— TEsu sous-Cutand
M. pabl pacioal

— . grand pectoral

__ A= aspace
intercostal

Lobules do la
= glande mammaing
(AU repos)

——Fasca pactoral

"

1 1§, X T gime citn

Conduits Lobulos do la
lactiberes glande mammaira (en lactation)

Fig. 1. Coupe sagittale du sein et de la paroi thoracique antérieure. Le sein comprend du
tissu glandulaire, des tissus fibreux et adipeux situés entre les lobes et les lobules
glandulaires, des vaisseaux sanguins et lymphatiques ainsi que les nerfs. Dans ses deux
tiers supérieurs, la figure illustre schématiquement les ligaments suspenseurs et les alvéoles
du sein, avec les lobules de la glande mammaire au repos. La partie inferieure montre les

lobules glandulaires pendant la lactation (2).

3
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1.3. Quadrants mammaires

Pour faciliter la localisation anatomique et la description des tumeurs, la surface du

sein est subdivisée en quatre quadrants.

- Quadrant supéro-latéral.
- Quadrant supéro-médial.
- Quadrant inféro-médial.

- Quadrant inférolatéral.

Comme il est représenté dans la figure 2.

P rOON GG 12 houres
axillaire - '
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SUDISID- COuadran
kaytdsral Supdiro-
- S imadciasd
— A
— Nameion
2 - -3
=  Guadan!
Ouadrar N1
n&ro-lasdend meschal

&

Fig. 2. Quadrants mammaires (sein droit) (2).
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I.4. Pathologie du cancer du sein

1.4.1. Facteurs de promotion tumorale

Le risque du cancer du sein est augmenté par plusieurs facteurs comme : le genre et
I’age. L’obésité est encore associée a une augmentation du risque d’adénocarcinome du
sein ; une alimentation riche en graisses animales est associée a une incidence accrue de
cancer du sein.

Les caracteristiques de la vie reproductive constituent aussi des facteurs de risque
pour ce type de cancer comme : la puberté précoce, la premiére grossesse a 1’age > 30 ans,
le manque de grossesse ou d’allaitement, les niveaux plus élevés des hormones et la
ménopause tardive. Les mutations des genes de prédisposition tumorale (BReast CAncer 1
et 2; BRCAL et BRCA2), et les antécédents familiaux du cancer du sein sont encore

considérés comme des facteurs de risque pour la prédiction du cancer du sein (1, 3-5).
1.4.2. Diagnostic du cancer du sein

Avec I’age, la glande mammaire connait une involution adipeuse. La pathologie
bénigne (kystes, adénofibromes, mastite inflammatoire...) est rare, donc toute masse
palpable est suspecte d’€tre cancéreuse. Par ailleurs, I’involution adipeuse facilite

grandement I’examen clinique et la mammographie.

La tuméfaction mammaire est retrouvée par la patiente ou lors d’un examen
médical par exemple aux Etats Unis, plus de 85% des femmes agées détectent leur cancer
du sein elles-mémes, 12% sont détectés par le médecin et moins de 5% par une
mammographie systématique. Les cancers du sein diagnostiqués sont souvent a un stade
plus avancé. On note, par exemple, trois fois plus de patientes métastasées d’emblée chez
les femmes agées que chez les femmes jeunes. Il existe donc un retard au diagnostic et a la
thérapeutique propre aux patientes agées, probablement de leurs fait mais aussi par

I’attitude des médecins qui, selon I’age, vont avoir une attitude différente (6).

o
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1.4.3. Invasion et pouvoir métastasique

L’invasion des tissus éloignés par les cellules cancéreuses est la cause principale du
déces des patientes atteintes de cancer du sein, plutdt que les tumeurs primaires elles-
mémes. La métastase cancéreuse se développe selon plusieurs étapes parmi lesquelles, le
détachement des cellules métastasiques des cellules adjacentes, I’acquisition de la motilité

et I’invasion d’un nouveau tissu (7).

Le Carcinome Canalaire Invasif (CCI) est le type le plus répandu des cancers du sein
avec un trés mauvais pronostic. Il est reconnu que le Carcinome Canalaire In Situ (CCIS)

est le véritable précurseur du CCI (Fig. 3) (8).

Loet

Fig. 3. Hlustration montrant la progression tumorale. a : un canal galactophore normal
avec une couche de cellules épithéliales ; b : carcinome canalaire in situ ol les cellules
malignes proliférent a I’intérieur de la membrane basale vers la lumiére du canal ; C :

cancer invasif ou les cellules malignes proliferent et se propagent a travers la membrane

basal (8).
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1.4.4. Classification des cancers du sein

1.4.4.1. Classification histologique du cancer du sein
Les cancers du sein peuvent étre classes en carcinomes in situ et carcinomes invasifs
(infiltrant) (Fig. 4) (9).

Histological classification of breast cancers

Breast Cancer
In Situ Carcinoma [ Invasive (infiltrating) CarcinomaJ
/\ Infiltrating
< Ve Ductal
Ductal Lobular ) AT
4 ; Ductal Medullary
Lobular i
Invasive — Mucinous
Comedo Solid Low O/’ > @
histological Lobular Ingltrattallng colloid
ibi variation uc
Cribiform Papillary
Micropapilary well Poorly
Differentiated Differentiated
Moderately

Differentiated

f
This classification is based on
1. Nuclear Pleomorphism
2. Glandular/Tubule Formation
3. Mitotic Rate (per 10 HPF)

Fig. 4. Classification histologique des sous types du cancer du sein (9).
1.4.4.1.1. Les carcinomes non invasifs (in situ)
a. Le Carcinome Canalaire In Situ (CCIS)

Ce type est plus commun que le carcinome lobulaire in situ (9). 1l represente 10% de
I’ensemble des cancers du sein (10). Le CCIS est une prolifération des cellules malignes
dans les structures canalaires de la glande mammaire sans franchissement de la lame basale
(10, 8). Sous le vocable de CCIS, il existe un groupe hétérogéne de lésions histologiques

qui différent dans leurs modes de croissance et leurs caractéristiques cytologiques (Fig. 5)

(8).
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Fig. 5. Sous types des carcinomes canalaires in situ. 1. Carcinomes canalaires in situ de
type comédons avec nécrose centrale. Les cellules tumorales sont grandes, de formes
irrégulieres, avec un polymorphisme nucléaire, des mitoses anormales et une nécrose
abondante. Les debris cellulaires nécrotiques au centre des espaces impliqués se calcifient
et ces calcifications sont détectées par la mammographie. 2. Carcinomes canalaires in situ
de type non comédon. A. Le type cribriforme : les cellules tumorales sont plus petites a
cause d’un ralentissement de la croissance et noyaux monomorphes. Elles proliférent de
maniere fenétrée. B. Le type solide : les cellules tumorales remplissent complétement et
dilatent les espaces impliqués sans fenestration. C. Le type papillaire : les cellules
tumorales montrent des noyaux au sein de projections fibrovasculaires intraluminales
constituant de vraies papilles. D. Le type micropapillaire : les cellules tumorales sont de
petite taille avec des noyaux monomorphes. Elles proliferent dans de petites touffes
orientées perpendiculairement a la membrane basale et projetées dans la lumiére (8).

b. Carcinome Lobulaire In Situ (CLIS)

Le CLIS est un carcinome intéressant les canalicules intralobulaires qui sont
comblés et distendus par une prolifération de cellules peu jointives sans envahissement du

8




Partie Bibliographique

tissu conjonctif voisin. Les cellules tumorales peuvent se propager dans les canaux
extralobulaires (diffusion pagétoide) et remplacer les cellules de 1’épithélium canalaire.
C’est, cependant, une maladie d’évolution trés lente et I’évolution vers un cancer infiltrant

n’est pas obligatoire (11).
1.4.4.1.2. Carcinomes invasives
a. Le Carcinome Canalaire Invasif (CCI)

Le carcinome canalaire invasif, Not Otherwise Specified (canalaire NOS) constitue
le plus large groupe du cancer du sein. Il est un groupe hétérogene des tumeurs qui ne
présente pas des caractéristiques suffisantes pour étre classé comme un type histologique
spécifique (Fig. 6) (12).
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Fig. 6. Carcinomes canalaires infiltrant. A. Carcinome canalaire infiltrant, grade 1. B.
Carcinome canalaire infiltrant grade Il. C. Carcinome canalaire invasif NOS, grade IlI
avec aucune évidence de différentiation glandulaire. Il faut noter la présence de plusieurs
cellules au cours de la mitose en présence de quelques anomalies mitotique (12).

b. Le Carcinome Lobulaire Invasif (CLI)

Le CLI est le type spécial le plus commun et le deuxiéme type commun parmi tous
les types de cancer du sein (13). Ce type est associé a un CLIS, il est composé des cellules
non cohésives dispersées individuellement ou arrangées sous forme d’une seule file

linéaire dans une matrice fibreuse (Fig.7) (12).
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Fig. 7. Carcinome lobulaire in situ et invasif. Les grandes cellules dans le coté gauche

inférieure du champ sont des cellules tumorales invasives (12).

1.4.4.2. Classification moléculaire intrinseque
Communément, quatre entités de cancer du sein ont été définies (Fig. 8).
1.4.4.2.1. Les cancers du sein dits «luminaux» : sont caractérisés par 1’expression
des récepteurs aux estrogenes et du facteur de transcription GATAS. lls se divisent en
deux catégories :
a- les sous-types d’origine luminale A : se caractérisent par une prolifération
cellulaire peu élevée.
b- les sous-types d’origine luminale B : se caractérisent par une prolifération
cellulaire plus élevée.
1.4.4.2.2. Les cancers du sein dits «Her2 +++» : surexpriment 1’oncoprotéine
cErbB2 Her2, protéine appartenant a la superfamille des récepteurs a I’EGF (Epidermal
Growth Factor), mais, également, peuvent exprimer les récepteurs aux estrogénes et a la

progestérone.

1.4.4.2.3. Les cancers du sein de phénotype basal : n’expriment ni les récepteurs
hormonaux, ni I’oncoprotéine Her2. Ce dernier présente un profil d’expression protéique
particulier. En outre, une tumeur mammaire, pour étre de phénotype basal, doit également
exprimer une partie des marqueurs « basaux » soit des cytokératines 5/6, 17, 14, EGFR,
c-kit, la moesine, la caveoline, NGFR/p75 (Fig. 8). Ces tumeurs sont généralement mutées
pour p53.

Il reste cependant des tumeurs ne correspondant a aucune de ces catégories et, en

particulier, des tumeurs triple négatives non basales, pour lesquelles les ressources

[7
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thérapeutiques sont limitées. La classification en luminal A ou B ne tient pas compte des

récepteurs a la progestérone (14).

Cellules souchgs et progéniteurs

St
Cancers basaux Cancers Her2++ Cancers luminaux
e
N\
CK8/18+ \
ESR1+++ )

Bel2+ /

-
2

CK18+

Fig. 8. Classification moléculaire du cancer du sein. Les cancers de type basal

surexpriment les cytokératines 5/6. Les cancers de type Her2+++ surexpriment
I’oncoprotéine Her2. Les cancers de type luminal surexpriment les récepteurs aux

ostrogenes et la cytokératine CK18 (14).

1.4.5. Quelques marqueurs moléculaires du cancer du sein

Le cancer du sein apparait comme une maladie génétique complexe caractérisée par

I’accumulation et la combinaison de multiples altérations moléculaires (Tableau I) (15).
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Tableau 1. Quelques marqueurs moléculaires du cancer du sein (15).

Geéne

Fonction

ERBB2/HER?2

Code pour un récepteur du EGF ; un récepteur transmembranaire a
activité Tyrosine kinase. L’amplification du géne ou la surexpression de
la protéine sont rencontrées dans presque 25% des cas du cancer du

sein.

TOP2A

Code pour une ADN topo-isomérase, contrble et change les états
topologiques de I’ADN pendant la transcription.
Il est associé au développement de la résistance a la chimiothérapie.

TAU

Code pour une protéine associée aux microtubules TAU (MAPT :
Microtubules Associated Protein TAU), qui joue un réle dans le
maintien de la forme cellulaire, le transport des microveésicules et la
formation des axes.

Elle interfere dans les dynamiques des axes des microtubules, et cause

I’arrét du cycle cellulaire et I’apoptose.

P53

Répond a plusieurs stress cellulaires pour régler ses géenes cibles, qui
induisent l'arrét de cycle cellulaire, 1’apoptose, la sénescence ou la

réparation de I’ADN.

BRCA1

BRCAL joue un role dans le maintien de la stabilité génétique.
Il agit comme un suppresseur de tumeur.
Des mutations sur ce géne sont responsables de presque 40% des

cancers du sein héréditaires.

HIC-1

Hyperméthylé dans le cancer, il subit une perte allélique dans le cancer

du sein et d’autres cancers humains. Le HIC-1 est un gene cible de P53.

RDM1

Code pour la protéine RAD52, qui joue un réle dans la réparation des
cassures double brins de I’ADN par recombinaison homologue.
Les perturbations dans le géne RDM1 conduisent a une augmentation de

la sensitivité au cisplatine (agent anticancéreux).
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L.5. Réparation de ’ADN par Recombinaison Homologue (RRH) et cancer du sein

Les cellules sont sous une pression génotoxique permanente & partir des sources
endogénes et exogenes. Il a été estimé que dans une seule cellule humaine, plus d’une
dizaine de milliers de lésions d'ADN se produisent chaque jour (16, 17). Parmi ces
dernieres, les Cassures Doubles Brins (CDB) sont les plus létales. Non réparé, un CDB
mene a la perte d’un segment de chromosome et menace la survie de la cellule (18)

(Figure 9).

( Facteurs de risque externes J Physiques (UV. Uranium, T, ...)
' Chimiques (Agents carcinogénes )

\

5 membrane cellulaire

( Factenrs de risque internes | Biologiques (blocage de fourche de réplication...)

Chimiques (radicaux libres...)

- Perte d’un segment de chromosome

- Translocation

- Insertion

- Délétion

- Perte d’hetérozygotie

Réparation correcte \ l
\ Progression tumorale

Fig. 9. Sources des cassures doubles brins de ’ADN et conséquences d’une réparation

incorrecte.
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1.5.1. Quelque génes clés de la réparation par recombinaison homologue

La réparation d’ADN par recombinaison homologue est controlée essentiellement par
les produits du géne RAD5L1 et ses paralogues structurales, RAD51B, RAD51C, RAD51D,
XRCC2, et XRCC3 (17).

1.5.1.1. Le gene RAD51

Le gene RAD51 se trouve sur le chromosome 15, bras long (q), position 15.1;
(15915.1) (29). Il contient 10 exons et recouvre au moins 30 Kb (20). Au cours de la
progression normale du cycle cellulaire, la transcription de RAD51 est induite pendant la
phase S et G2 (21).

Tableau I1. Ensemble d’informations relatives a I’identification du géne RADSI1.

Nom officiel Localisation
o o Chromosome : 15 ;
Radiation Sensitivity Abnormal .
Localisation : 15915.1
Symbole officiel Symboles synonymes
RECA; BRCC5, MRMV2; Chromosome 15
RAD51 HRADS1: RAD51A: HsRad5L: | | e —
HsT16930 e
Identifiants (IDs) dans les différentes bases de données 15912
15q14
RADSI1
Gene! 5888 1511
) 15413
UGNC 9817 1522
15423 e
Ensembl® ENCG00000051180 ropny 1222
HPRD* 01557 e
I 1502
MIM?® 1796175
Localisation (UCSC)
Ch15 : 40987327..41024356

L http://www.nchi.nlm.nih.gov/gene/?term=5888

2 http://www.genenames.org/data’hgnc_data.php?hgnc_id=9817

3 http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000051180;r=15:40986972-41024354
* http://www.hprd.org/summary?hprd_id=01557&isoform_id=01557 1&isoform_name=Isoform_1

° http://omim.org/entry/179617



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=5888
http://www.genenames.org/data/hgnc_data.php?hgnc_id=9817
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000051180;r=15:40986972-41024354
http://www.hprd.org/summary?hprd_id=01557&isoform_id=01557_1&isoform_name=Isoform_1
http://omim.org/entry/179617
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Le gene RAD51 code pour une protéine de 36,966 kDa (22, 23) caractérisée par
deux motifs appelés Walker A et Walker B, qui ont un role dans la liaison aux nucléotides,
et dans I’activité de RADS5]1 et ses paralogues. Elle existe sous forme d’un heptamétre en
solution, (24, 23). La protéine RADS51 est I’acteur central de la RRH. L’activité de
RADSI1, durant la phase S et I’activation suite a 1’exposition aux agents endommageant
I’ADN est souvent caractérisée par une relocalisation de la protéine RADS1 diffuse, en
des foyers dispersés dans le noyau, dont elle se polymérise en un filament nucléoprotéique
indispensable pour la recherche d’une séquence d’ADN homologue au fragment altéré et
pour I’échange entre les deux brins (altéré et sain) (23, 25, 26). L’importance du réle de la
protéine RADS1 et de la RH est démontrée par le fait que I’invalidation du géne RADS1
dans des souris cause une instabilité génétique sévere suivie par une mort précoce des

animaux (pendant les stades embryonnaires) (24).
1.5.1.2. Le gene XRCC2

Le gene XRCC2 se trouve sur le chromosome 7, bras long (q), position 36. 1 ; 7q36. 1
(27) (Tableau I1I).

Le gene XRCC2 est un paralogue de RAD51. Il code pour une protéine clé de la
RRH. Cette protéine est caractérisée par la présence des motifs Walker A et Walker B,
caractéristiques de RADS51 et de ses paralogues. Ces motifs fournissent des sites de liaison
avec les nucléotides et conférent aux paralogues une activité ATPase. Pendant la
réparation, par recombinaison homologue, la protéine XRCC2 forme un hétéro-tétramere
avec RAD51B, C et D, et un hétérodimeére avec RAD51B. Ces structures jouent des rbles
trés importants pendant les stades précoces de la RRH on aidant la protéine RAD51 a faire

son réle (28).
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Tableau I11. Ensemble d’informations relatives a I’identification du géne XRCC2.

Nom officiel

Localisation

hamster cells 2

X-ray repair complementing defective repair in Chinese

Chromosome : 7;

Localisation : 7g36.1

Symbole officiel

Symboles synonymes

XRCC2

/

Identifiants (IDs) dans les différentes bases de

données

Gene! 7516

UGNC? 12829

Ensembl® ENSG00000196584
HPRD* 02656

MIM® 600357

Chromosome 7

Tpe1 3
7152

7Fpi4a

=1 k=

Tt 11

713

7q# A

Tg= 23

TqE3

a2

Localisation (UCSC)

Ch7:152343583..152373250

Le géne XRCC2 a un rble primordial pour la survie cellulaire dont son invalidation
chez des souris cause la mort pendant les stades précoces de I’embryogénése (29).
L’importance de la protéine XRCC2 dans la RRH a été démontrée par le fait que les
cellules déficientes en le géne XRCC2 présentent une réduction severe de la RRH (plus

que 100 fois inferieur a la capacité de la RRH des cellules normales) (30).

L http://www.nchi.nlm.nih.gov/gene?cmd=Retrieve&dopt=full report&list uids=7516

2 http://www.genenames.org/data/hgnc_data.php?hgnc_id=12829

% http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000196584;r=7:152341864-152373250

*http://www.hprd.org/summary?hprd _id=02656&isoform id=02656 1&isoform name=Isoform 1

® http://omim.org/entry/600375



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene?cmd=Retrieve&dopt=full_report&list_uids=7516
http://www.genenames.org/data/hgnc_data.php?hgnc_id=12829
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000196584;r=7:152341864-152373250
http://www.hprd.org/summary?hprd_id=02656&isoform_id=02656_1&isoform_name=Isoform_1
http://omim.org/entry/600375

Partie Bibliographique

1.5.1.3. Le gene XRCC3

Le géne XRCC3 est situé sur le chromosome 14, bras long (q), position 32.3
(14932.3) (27) (Tableau 1V).

Tableau 1V. Ensemble d’informations relatives a I’identification du géne XRCC3.

Nom officiel Localisation

X-ray repair complementing defective repair in Chinese | Chromosome :14 ;

hamster cells 3 Localisation : 14932.3
Symbole officiel Symboles synonymes
XRCC3 CMM6

Identifiants (IDs) dans les différentes bases de données

Gene' 7517

UGNC? 12830

Ensembl® ENSG00000126215
HPRD* 07201

MIM® 600675

Localisation (UCSC)

Ch14 :104163954..104181823

Ce gene code pour une protéine clé de la RRH. Elle joue un réle important dans la
réponse aux dommages d’ADN pendant la phase S du cycle cellulaire et la réparation des
CDB par RH. Son rdle est primordial, car il a été démontré que ’invalidation du géene
XRCC3 cause une instabilité génétique, qui est une des caractéristiques des cellules

tumorales (31).

L http://www.nchi.nlm.nih.gov/gene/7517

? http://www.genenames.org/data/hgnc_data.php?hgnc_id=12830
*http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000126215:r=14:104163946-
104181841

* http://www.hprd.org/summary?hprd_id=07201&isoform_id=07201_1&isoform_name=lsoform_1
 http://omim.org/entry/600675



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/7517
http://www.genenames.org/data/hgnc_data.php?hgnc_id=12830
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000126215;r=14:104163946-10418184
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000126215;r=14:104163946-10418184
http://www.hprd.org/summary?hprd_id=07201&isoform_id=07201_1&isoform_name=Isoform_1
http://omim.org/entry/600675
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La protéine XRCC3 fonctionne comme un cofacteur de la protéine RAD51 grace a la
formation d’un hétérodimere avec la protéine RADSIC (28). Elle est caractérisée par la
présence des deux motifs de liaison avec les nucléotides : Walker A et Walker B (32). La
fonction de chaque partie de la protéine XRCC3 n’est pas encore compleétement déterminée
(33).

Récemment, il a été démontré que cette protéine est une cible de la phosphorylation
par les kinases ATM/ATR, de ce fait, elle intervienne pendant les stades précoces de la

réponse aux dommages d’ADN (34).

I.5.2. Réparation des cassures doubles brins d’ADN par recombinaison homologue

La RH est une des voies de réparation des cassures doubles brins (Figure 10). Cette voie
est la plus fidele qui nécessite la présence d’une chromatide sceur qui peut servir comme un
model pour la réparation de la l1ésion. Ainsi ce mode de réparation n’est disponible qu’au

cours des phases S et G2 du cycle cellulaire (35, 36)
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Fig. 10. Représentation schématique de la réparation par recombinaison homologue
parmi les voies majeures de réparation des cassures doubles brins,

indiquant la participation des plusieurs enzymes de réparation (28).
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Apres la CDB, des protéines comme 53BPI se fixent sur les extrémités endommagées

pour les protéger contre les exonucléases.

S’il existe un ADN homologue, la protéine BRCAI intervient pour éliminer ces
protéines et favoriser la résection d’ADN comme une des premicres étapes de la
recombinaison homologue (37). Cette étape est réalisée par le complexe protéique MRN
(MRE11, RAD50 et NBS1), qui est activé par une protéine appelée CtIP (CtIP stimule
I’activité endonucléasique de MRE11) (28, 37, 36). La résection se fait dans le sens
5’ — 3’ libérant des queues 3’ simples brins. La protéine RPA se lie aux queues formées

pour enlever la structure secondaire de I’ADN.

Pendant I’étape centrale de la recombinaison homologue, la protéine RAD51 forme un
filament nucléoprotéique au tour des extrémités 3’ simples brins, mais I’affinité¢ de la
protéine RPA est plus que celle de RAD51. A ce moment, la protéine BRCA?2 se fixe a
RAD51 en favorisant le remplacement de RPA par RAD51 (28, 36, 38). Ce filament
nucléoprotéique catalyse la recherche et l’invasion d’une séquence homologue a la
séquence altérée, sur la chromatide sceur. Cependant, la protéine RADS51 humaine montre
une faible activité. Mais les cofacteurs de la protéine RAD51 comme ses paralogues :
XRCC2, XRCC3, RAD51B, RAD51C et RAD51D, aussi bien que RAD52 et RAD54
supportent leur role durant la RRH grace a la formation d’un hétérotétramere (RADS1 B,
C, D et XRCC2), et deux hétérodimeres : (RAD51C et XRCC3) et (RAD51B et XRCC2)
(28).

Apres I’invasion de la chromatide sceur, les deux brins (sain et altéré) sont alignés avec
les régions homologues dans la chromatide sceur. La synthése d’ADN, catalysée par
I’ADN polymérase 9, est réalisée a partir de I’extrémité 3’ pour réparer la séquence d’ADN
altérée. Une fois la réplication est terminée, la jonction Holliday est résolue par les ADN

résolvases. Finalement les extrémités d’ADN sont liées (36).

1.5.3. Implication de la recombinaison homologue dans la progression tumorale

La voie de la RH fournis un mécanisme de réparation pour les formes les plus létales
des dommages d’ADN. En cas de non réparation, une CDB conduit a la perte de segments
de chromosome et menace la survie cellulaire. Il n’est pas étonnant, que des mutations

dans plusieurs geénes de la RH conduisent a I’accumulation des CDBs non réparées et sont
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associées a la progression tumorale (32). Une fausse réparation par la RH peut conduire a
la perte d’hétérozygotie (ou la RH a lieu entre les chromosomes paternels et maternels) ou
insertions/délétions (ou des répétitions ne sont pas alignées correctement) (38). En autre,
les cellules cancereuses sont souvent défectueuses dans une des voies majeures de
réparation d’ADN et des mutations héritées, qui affectent les génes de réparation d’ADN,

sont fortement associées a un haut risque de cancer (39).

1.5.3.1. Polymorphisme RAD51 G135C et progression tumorale

Le polymorphisme G135C du géne RAD51 (Tableau V) est situé dans la région non
codante 5’UTR, ainsi il pourrait affecter ’expression du géne (la stabilité de I’ARNm et/ou
I’efficacité de la traduction), conduisant & un niveau altéré de concentration de la protéine

RADS51, qui pourrait influencer 1’activité du complexe protéique de la réparation d’ADN,

incluant BRCA1, BRCA2 et RAD51 (40, 5).

Tableau V. Description du polymorphisme RAD51 G135C.

Changement Référence
. _ o Mutation dans la Changement de | de I’SNP
Géne Polymorphisme | Localisation ’ .
ponctuelle sequence la restriction rs
protéique

Présence d’un

Présence site de
5°UTR” d’une restriction
Alléle sauvage | (région non | guanine (G) / BstNI dans la /
codante) en position région 157 bp
RADSL 135 autour du
nucléotide 135
. Substitution )
5°UTR Absence de site
. de (G) en .
RAD51 G135C | (région non ©: Aucune de restriction rs1801320
codante) ' BstNI
G135C

*UTR : untranslated region
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Une surexpression de la protéine RADS51 a été rapportée dans les cellules immortalisées
et tumorales. Cette surexpression favorise ’aneuploidie et plusieurs réarrangements
chromosomiques. Aussi bien la résistance aux radio et chimiothérapie. Ces informations
fournissent une corrélation entre des niveaux ¢élevés de la protéine RADS1, Iinstabilité du

génome, ainsi I’apparition et la progression tumorale (41, 42).
1.5.3.2. Polymorphisme XRCC2 R188H et progression tumorale

Le polymorphisme XRCC2 R188H (Tableau VI) est une substitution de I’acide aminé
Arginine 188 dans I’exon 3 de la protéine XRCC2 par une Histidine. Cette substitution est
due a la transition d’un nucléotide A vers un autre G a la position 31479 du gene XRCC2

(42).

Tableau VI. Description du polymorphisme XRCC2 R188H.

Changement Reéférence
) Changement
Gene ) o Mutation dans la de ’SNP
Polymorphisme Localisation ; de la
ponctuelle séquence o rs
) restriction
protéique
Absence de
) site de
Présence o
) restriction
Exon 3, d’une guanine | Le  codon
e Hphl  dans
. nucléotide (G) 188 o
Allele sauvage . la  région /
31479, en position code pour
o 290 bp
codon 188 31479, une arginine
autour du
Codon 188 o
nucléotide
XRCC2 31479
Substitution
Exon 3, o d’une Apparition
XRCC2 o Substitution o .
nucléotide arginine par | d’un site de
G31479A de (G) en (A): o rs3218536
31479, une restriction
R188H G31479A o
codon 188 histidine en | Hphl
position 188

Le rble de la position 188 dans le fonctionnement de la protéine XRCC2 est inconnu

(18), mais I’acide aminé 188 est conservé chez I’homme, la souris et le rat, suggérant un

role important dans 1’activité de la réparation de I’ADN (43). Les polymorphismes dans ce
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géne ont fait I’objet de plusieurs études, et les variants du géne XRCC2 ont été considérés
comme ayant la capacité d’affecter la prédisposition a, la survie du cancer du sein (44, 28,
18).
1.5.3.3. Polymorphisme XRCC3 T241M et progression tumorale

La substitution T241M est le polymorphisme le plus étudié dans le géne XRCC3. Elle
est due a une transition C>T au niveau du nucléotide 18067 sur I’exon 7 du géne XRCC3
(Tableau VII). C’est le polymorphisme le plus fréquent du géne XRCC3 et le plus étudié
(33, 44, 45).

Tableau VII. Description du polymorphisme XRCC3 T241M.

Changement
. Changement | Réference
) o Point de | dans la
Gene Polymorphisme | Localisation ) ; de la | de ’SNP
mutation séguence o
; restriction rs
protéique
Absence de
) site de
Presence o
restriction
Exon 7, d’une
e . Le codon 241 | Nlalll dans
. nucléotide cytosine (C) o
Alléle sauvage . o code pour une | la région /
18067 a la position o
thréonine 211 bp
codon 241 18067 our d
autour du
XRCC3 codon 241 o
nucléotide
18067
Substitution
Exon 7, Substitution | d’une Apparition rs861539
XRCC3 o o
nucléotide de (C) en thréonine par | d’un site de
C18067T o
18067 (M) une restriction
T241M o
codon 241 C18067T méthionine en | Nlalll
position 241

Cette transition change 1’acide aminé d’un résidu hydrophile neutre, avec un
groupement hydroxyle, par un autre acide aminé hydrophobe avec un groupement sulfure.
Ce changement peut conduire a un changement structural et fonctionnel de la protéine (44).
En plus, I’acide aminé T241 se trouve au voisinage du motif Walker B, donc la substitution
peut avoir un effet sur la fixation de ’ATP et Defficacité de la réparation de I’ADN

conduisant a I’instabilité génétique, par conséquence a une susceptibilité au cancer (33).
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1.5.3.4. Accumulation des trois polymorphismes et progression tumorale

Des altérations des fonctions de protection, ex. de réparation d’ADN, accéleérent la
progression tumorale en inactivant les génes qui contrdlent la croissance ou favorisent la
mort cellulaire, provoquant de ce fait, le début du cancer (Fig.11). C’est pourquoi les
femmes, avec une capacité réduite de réparation des CDBs sont vraisemblablement a haut
risque pour I’exposition au cancer du sein (28). Il a été suggéré que le cancer du sein
sporadique soit tres probablement provoqué par des genes a faible pénétrance, y compris
ceux impliqués dans des mécanismes de réparation d’ADN. En outre, I’accumulation des

dommages d’ADN peut contribuer a la carcinogénése du sein (45).

Expression changes of Mutations in Polymorphisms in DSB repair genes of
DSB repair factors cancer susceptibility genes low penetrance
RADS1,JATM, BRCA1, EMSY ATM, BRCA1, BRCAZ, TP53 XRCC2, XRCC3JLIGH
|

e N
 DSB repair defects

High estrogen levelsm— l —=mCErcinogen exposure

Chromosomal abnormalities, gene amplifications, deletions,
translocations, LOH, mutations (TP53)

Precancerogenic lesion e.g. Fibrocystic changes

i Growth and apoptosis defects

Preinvasive breast lesion e.g. Carcinoma in situ

Invasive breast cancer

Fig. 11. Etapes de la carcinogénése mammaire. L’exposition aux cancérigénes, qui peut
inclure des niveaux élevés d’cestrogénes, en combinaison avec des anomalies hérités ou
acquises dans la réparation des CDBs accélérent le déroulement des événements menant

au carcinome mammaire (28).
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Il. PARTIE EXPERIMENTALE
I1.1. Matériels biologique

Les échantillons inclus dans cette étude ont été aimablement fournis par le service
d’anatomopathologie du CHU-Batna. Les pieces ont été préalablement conservées dans

des blocs de paraffine.
La présente étude a été realisée sur :

e 30 échantillons pathologiques (appartiens aux femmes diagnostiquées pour un
cancer du sein).
e 7 échantillons contréle négatif (appartiens aux femmes diagnostiquées pour un

adénofibrome).

Les caracteéristiques des échantillons étudiés sont représentées dans les tableaux VIII et
IX.

Tableau VIII. Type et moyen d’Age des cas analysés.

Cas cancéreux Cas contréle
Moyen d’age 46 ans 22 ans
Effectifs 30 7

Tableau IX. Type histologiques des échantillons analysés.

Types Effectifs (n = 37)

) Carcinome canalaire infiltrant 28
Cas cancéreux ) o
Carcinome lobulaire infiltrant 2

Cas controéles Adénofibrome 7

11.2. Méthodes
11.2.1. Préparation des échantillons
Afin d’extraire ’ADN a partir de tissus inclus dans la paraffine, une étape de

déparaffinage suivie d’une réhydratation sont indispensables.

)
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Dans des tubes Eppendorf 1,5 ml bien étiquetés, nous avons mis les échantillons, sous
forme de sections coupées a partir des blocs de paraffine par un microtome.
+» Le déparaffinage a été réalisé grace a un lavage par le xylene selon les étapes
suivantes :
& sous la hotte, ajouter 800 pl de xyléne a chaque tube ;
& mélanger par retournement pendant 15 min ;
& centrifuger pendant 3 min a la vitesse maximale (14000 tpm) ;
& éliminer le surnageant (paraffine dissous dans le xylene), sans perturber le
culot cellulaire.

Pour éliminer totalement la paraffine, nous avons reépété le lavage au xylene 3 fois.

0,

% La réhydratation a été réalisée en trois étapes utilisant différentes concentrations
d’alcool :
& ajouter 300 ou 600 ul d’éthanol a 100% a chaque culot cellulaire (selon la
taille de culot) ;
& vortexer puis centrifuger a 14000 tpm pendant 3 min ;

% éliminer I’éthanol (surnageant).
Les étapes précédentes ont été répétées avec I’éthanol a 70% puis a 50%.

Les échantillons contenant une grande quantité de tissus ont été partagées en
plusieurs tubes afin d’améliorer le rendement de la lyse cellulaire pendant ’extraction de
I’ADN.

Aprés I’élimination de 1’éthanol a 50%, les culots cellulaires ont été séchés en tubes

renverses, a température ambiante, pendant 5 min.

11.2.2. Extraction d’ADN

L’extraction de I’ADN a été réalisée a partir des cellules déparaffinées et réhydratées
selon les étapes suivantes :
& ajouter 315 pl de tampon de lyse et 5 a 10 pl de protéinase K (20 mg/ml),
selon la taille du culot cellulaire dans chaque tube ;
& incuber a 55°C pendant 1 h 30 min en vortexant les tubes chaque 5 a 10
min ;
ajouter 100 ul NaCl 6 M ;

vortexer pendant 6 min ;

& &

s
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@

centrifuger (13000 tpm) pendant 10 min ;

@

transférer le surnageant (presque 250 pl/tube), contenant I’ADN, dans un
nouveau tube Eppendorf 1,5 ml ;
% pour précipiter I’ADN, ajouter 200 ul d’isopropanol au surnageant, puis

retourner et secouer le contenu jusqu’a I’observation d’une pelote blanchatre

et compacte d’ADN ;

% centrifuger 10 min a vitesse maximale (13000 tpm) afin de culoter la pelote
d’ADN ;

& éliminer I’isopropanol ;

& ajouter 300 pl d’éthanol au culot d’ADN puis centrifuger quelques

secondes, a la fin éliminer 1’éthanol (surnageant) ;

& sécher les culots d’ADN a température ambiante pendant 3 4 5 min pour
¢éliminer toutes les traces d’éthanol ;

% suspendre les échantillons d’ADN extraits dans ’eau distillée (30 ul d’H,0
distillée dans chaque tube) ;

% incuber les échantillons a 50°C pendant 10 min.

L’ADN est ensuite quantifié, aliquoté et conservé a -20°C jusqu’a usage ultérieure

(courte conservation), ou a -80 pour une conservation durable.

11.2.3. Détermination de la concentration et de la pureté de PADN

R/

% La concentration de I’ADN et sa pureté ont été déterminées grace a la lecture de
la densité optique a I’aide d’un spectrophotométre : cette absorption est

proportionnelle a la concentration d’ADN, sachant que,

La concentration d’ADN = DO X facteur de dilution x 50 (ug/ml)
avec : la densité optique (DO) doit étre mesurer a une longueur d’onde de 260 nm,
(la zone d’absorbance maximale des acides nucléiques) ;

le facteur de dilution est 250 ; nous avons réalisé une dilution 1/250.

% La pureté d’ADN a été évaluée par mesure du rapport DO2so nm / DO2go nm. L€
rapport doit étre compris entre 1,8 et 2; s’il est inferieur a 1,8, ’ADN est

contaminé par les protéines et s’il est supérieur a 2, I’ADN est contaminé par les

ARNS.
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La concentration d’ADN a été calculée et sa pureté a été évaluée pour tous les

échantillons inclus dans 1’étude.
11.2.5. Recherche du Polymorphisme Nucléotidique (SNP) par PCR-RFLP

L’analyse des SNPg étudiés a été réalisée par une PCR-RFLP (Polymerase Chain
Reaction - suivie d’une analyse du Polymorphisme de Longueurs des Fragments de
Restriction). Cette technique repose sur I’amplification d’un fragment d’ADN autour du
site de polymorphisme d’intérét, en utilisant des amorces bien choisies, suivie d’une
digestion enzymatique des produits de PCR par des enzymes de restrictions, sachant que le
SNP (a analyser) appartient au site de reconnaissance de I’enzyme utilisée, par
conséquence, le SNP fait son apparition ou sa disparition, conduisant a I’apparition ou la
disparition de I’activité enzymatique. L’état du polymorphisme est détectable par un profil
de migration des produits digérés en analysant les longueurs des fragments de restriction
(Fig. 12).

@ ) ©,

PCR RFLP
Extraction
r ’
d’ADN

Amplification d’un

Digestion du fragment
fragment encadrant } amplifié par les enzymes de

le site d"SNP d’intérét

restriction cibles

site de reconaissance de
BsiN1

—] ] -

157 bp

1 2 3
M GG G/C C/C
(=]

» Marqueur de poids molecolasr

o Marguens de poids moléculair
s paire de base w paire dz base

Fig. 12. lllustration des étapes de PCR-RFLP réalisée pour I’étude de polymorphisme
RAD51 G135C. 1. Extraction d’ADN. 2. Amplification par PCR du fragment d’intérét.

3. Digestion du fragment amplifié par une enzyme de restriction qui correspond a la
mutation cherchée.
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11.2.4.1. Amplification par PCR

Afin d’obtenir des fragments en quantités suffisantes pour réaliser I’analyse par RFLP,
nous avons amplifié des séquences autour des sites des polymorphismes d’intérét
(Tableau X).

La spécificité des amorces et des enzymes de restriction utilisées pour I’analyse les
polymorphismes RAD51 G135C et XRCC2 R188H a été préalablement validée dans des
études antérieures (18, 46-48). Celle des amorces et des enzymes de restriction utilisées
pour I’analyse du polymorphisme XRCC3 T241M a été préalablement validée par le
groupe Brooks J. et al. (49).

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

inclus dans notre étude a été realisée in silico en utilisant 1’outil bioinformatique.

Tableau X. Les amorces utilisées et les tailles des séquences amplifiées sur les genes

cibles.
Région de Amorce sens (S) et Anti-Sens (AS) Taille de séquence
I’amplification (5°—>3) amplifiée
Gene RAD51 ; S TGGGAACTGCAACTCATCTGG
5°UTR AS | GCGCTCCTCTCTCCAGCA 157pb
Gene XRCC2; S TGTAGTCACCCATCTCTCTGC 200 pb
exon 3 AS | AGTTGCTGCCATGCCTTACA
Gene XRCC3; S ATGGCTCGCCTGGTGGTCA
exon 7 AS CATCCTGGCTAAAAATACG 211pb

Les amplifications ont été réalisées selon deux protocoles optimisés pour la
concentration en MgCl; : le premier en utilisant un tampon de PCR avec MgCl, intégré, et
le deuxieme en utilisant un tampon sans MgCl;, et en ajoutant 0,5 pl de MgCl, (6,12 mM).

Les réactions d’amplification ont été effectuées dans un mix de 25 pl contenant :

v" 100 ng d’ADN génomique ;
1,5 pul d’amorce S ;
1,5 pl d’amorce AS ;
0,3 ul de mélange dNTPs ;
0,2 ul de Taqg polymérase ;
3 ul de tampon de PCR ;

AN N N N
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v" 0,5 pl de MgCl; (selon le protocole) ;
v qgsp 25 pl de H,O bidistillée.
Le programme d’amplification est présenté dans le tableau ci-apres.

Tableau XI. Programme d’amplification par PCR commun aux trois séquences

cibles des trois genes étudiés.

Dénaturation initiale 94°C 05 min
Dénaturation 94°C  30sec

Hybridation 60°C 01 min x 35 cycles
Elongation 72°C 01 min

Elongation finale 72°C 05 min

La spécificité des amorces a été vérifiée par une migration électrophorétique des
produits de PCR en déposant 5 ul de produits amplifiés sur un gel d’agarose a 2% (le gel a

été préparé selon le protocole présenté dans I’annexe N°1) selon les étapes suivantes :

& mélanger 5 pl de produits de PCR avec 3 pl de bleu de chargement (le bleu de
charge a été préparé selon le protocole présenté dans I’annexe N°2) ;
& couvrir le gel par le tampon de migration (TAE 1x) ;

& déposer soigneusement les mélanges dans les puits ;

é{

dans un des puits, déposer 3 pl de marqueur de poids moléculaire (1 kb) afin de
contréler la taille des fragments amplifiés ;
& lancer la migration en commencant par un courant de 40 volts pendant 10 min,

puis en évolue a 100 volts durant 30 min.

Aprés la migration électrophorétique, les fragments de tailles attendues ont eté

détectés sous UV apres coloration au BET.

11.2.4.1. Détection des variants des séquences par PCR-RFLP

Les produits de PCR ont été soumis a une digestion enzymatique par des enzymes de
restriction bien choisies pour analyser les trois polymorphismes d’intérét selon le tableau

ci-dessous.

s
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Tableau XI1. Analyse des polymorphismes des séquences cibles de RAD51, XRCC2 et

XRCC3 par les enzymes de restriction.

) Talle de fragment Enzyme Tailles des fragments
Polymorphisme . o
amplifié (pb) de restriction attendus (pb)

RAD51 Alléle sauvage : 86+71
157 BstNI

(G135C) Alléle mute : 157

XRCC2 Alléle sauvage : 290
290 Hphl . ]

(R188H) Alléle muté : 142+148

XRCC3 Allele sauvage : 211
211 Nlalll

(T241M) Alléle muté : 103+108

Chaque substitution par mutation dans la séquence du site de reconnaissance de
I’enzyme de restriction empéche ou entraine I’action de I’enzyme comme représenter dans

les figures 13, 14 et 15.

< 157 bp > )
5. 3' 157 bp autour du nucléotide 135 5'UTR
3" 5' (le site de polymorphisme d'intérét)

BstNI

<«— 71bp —» <«— 86bp —»
5" Cd AGG S
3 GG TTCC 5' Allele sauvage

BstNI N

« 2 157bp—
5 CCACG 3 ,
3’ GGTGC 5 Allele mutée

Fig. 13. Caractérisation schématique de I’apparition ou la disparition du site de
reconnaissance pour l’endonucléase de restriction BstNI porté sur un

fragment de 157 pb au niveau du géene RAD5L1.
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< 290 bp >
5. 3' 290 bp autour du nucléotide 31479 (exon 3)
3 5 (le site de polymorphisme d'intérét)
Hphl 24
<« 290bp 72 >
5'——————GGCGA(N)s 3 s
3" CCGCT(N), 5' Allele sauvage
4—142bp—p Hehl | o 148 bp —».,
5— GGTGA{N) | Allal ée
3 ccncr{m];T 5 Allele mut

Fig. 14. Caractérisation schématique de D’apparition ou la disparition du site de

reconnaissance pour I’endonucléase de restriction Hphl porté sur un

fragment de 290 pb au niveau du gene XRCC2.

31

< 211 b >
5" P _3' 211 bp autour de nucléotide 18067 (exon 7)
3. 5 (le site de polymorphisme d'intérét)

Nialll 7,

«——— 211bp . >
5 CACG 3
3 GTGC 5' Allele sauvage

Nlalll

103 b 108 b
5 ¥ 190 ¥ cprg Y S 108bp

TGTAC 5 Alléle mutée

Fig. 15. Caractérisation schématique de I’apparition ou la disparition du site de

reconnaissance pour l’endonucléase de restriction Nlalll porté sur un

fragment de 211 pb au niveau du gene XRCC3.
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La digestion a été réalisée dans un mix de 20 pl contenant :

10 pl de produit de PCR ;
6 pl de Tampon 4 (NEB) ;

3 ul de ’enzyme de restriction choisie ;

v
v
v
v 1l d’Hy0.

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

pour chague enzyme (Tableau XIII) pendant 4 heures.

Tableau XI11. Site de reconnaissance et de clivage ainsi que la température de
restriction spécifiques pour chaque enzyme utilisée.

Condition de )
o ) o Temperature
Enzyme restriction Site de restriction o
S de restriction
de restriction

5...CCYWGG...3
BstNI 60°C
3’...GGWTCC...5

5°...GGTGA(N)gY...3’
Hphl 37°C
3’...CCACT(N);T...5

5°...CATGY...3
Nlalll 37°C
3’..TGTAC....5

Les produits de digestion ont été séparés sur un gel d’agarose a 3,5%, suite a une
migration électrophorétique pendant 40 min (la migration a été réalisée a 40 V durant les

premieres 10 min en évolue & 100 V pendant 30 min).

Les profils de restrictions obtenus ont été analysés, apres coloration au BET et

visualisation sous UV.

)
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11.3. Résultats
11.3.1. Analyse des produits PCR obtenus

Tous les échantillons d’ADN extraits ont été soumis a trois amplifications par PCR en
utilisant trois différents couples d’amorces. Le premier couple encadre un fragment de
157 pb au niveau de la région non transcrite 5’UTR du géne RADS51 autour du nucléotide
135, le site de polymorphisme d’intérét. Le deuxiéme couple encadre un fragment de
290 pb au niveau de I’exon 3 du gene XRCC2 autour de codant 188, le site de
polymorphisme d’étude. Enfin, une troisiéme paire d’amorce encadrant une séquence de

211 pb au niveau de I’exon 7 du géne XRCC3, le site de polymorphisme d’intérét.

Les produits des amplifications ont été, ensuite, soumis a une migration

électrophorétique suivie d’une coloration en BET puis visualisation sous UV.

Le profil électrophorétique présenté dans la figure suivante représente les produits des

différentes amplifications de trois échantillons différents en présence des trois couples

d’amorces.
RAD51 G135C XRCC2 R188H XRCC3T241M
A A A
r Y & N r N
Ech1l Ech2 Ech3 Ech1 Ech2 Ech3 Ech1 Ech2 Ech3
M TN 1 2 3 4 5 6 7 8 9
500 pb —
250 pb —

Fig. 16. Analyse des produits PCR obtenus aprés électrophorese sur gel d’agarose a
2% et coloration au BET suivie d’une visualisation sous UV. Les puits 1, 2 et
3 : fragments de 157 pb qui portent le site du polymorphisme RAD51 G135C ; les puits
4,5 et 6 : fragments de 290 pb qui portent le site du polymorphisme XRCC2 R188H et
les puits 7, 8 et 9 : fragments de 211 pb qui portent le site du polymorphisme XRCC3

T241M. M : marqueur de poids moléculaire (1 kb, Euromedea). TN : témoin négatif.
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11.3.2. Digestion des produits de PCR par les endonucléases de restrictions
appropriées

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 3,5% et une

coloration au BET, suivie d’une visualisation sous UV, a été réalisée.

Le profil électrophrétique présenté dans la figure 17, représente les produits de

digestion, par les enzymes de restriction appropriées, des différents produits de PCR.

RADS51 G135C XRCC2R188H XRCC3T241M
A

A A

F N ‘i N 5 )

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

500 pb —
250 pb — =200

" «— 211pb
157pb— «— 148 pb + 142 pb
6 b—s «— 103 pb + 108 pb
b~

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

Fig. 17. Profil électrophorétique des produits de PCR digérés par les endonucléases
de restrictions appropriées, puis séparés sur un gel d’agarose a 3,5% apreés
coloration au BET et visualisation sous UV. Les puits 1-5: les produits de
digestion des fragments de taille 157 bp qui portent le polymorphisme RAD51 G135C :
C/C (157 pb) et G/G (86 pb + 71 pb). 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) :
CIC (211 pb) et C/C (108 pb + 103 pb). M: marqueur de poids moléculaire (1kb,
Euromedea).
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Le fragment de taille 157 pb du géne RAD51 a été digéré par I’endonucléase de
restriction BstNI. Une transition G135C, a favorisé la disparition du site de reconnaissance
de I’enzyme et, par conséquent, de I’activité enzymatique. De-ce-fait, les échantillons
représentant deux bandes de tailles 86 pb et 71 pb sont de génotype homozygote sauvage
G/G. Cependant, celles représentant une seule bande sont de type homozygote muté C/C,

et, enfin, les échantillons représentant les trois bandes sont de génotype hétérozygote G/C.

Le profil électrophorétique présenté dans la figure 18 représente les produits de
digestion des fragments de taille 157 pb du géne RAD51, pour 4 échantillons différents.

Ech1 Ech?2 Ech 3 Ech 4

ND D ND D ND D ND D
8

500ph

250pb « 157pb

«— 86 pb+ 71 pb

e —— (S—— |
G/G C/IC G/G G/G

Fig 18. Profil électrophorétique des produits de PCR (157 pb sur la région 5°UTR du
géne RADS51) et de leurs produits de digestion, séparés sur un gel d’agarose a
3,5%, apreés coloration au BET et visualisation sous UV. Les puits 1, 3, 5 et 7 : un
fragment de 157 pb dans la région 5°UTR du géne RADS51 ; les puits 2, 4, 6 et 8 : produits
de digestion des fragments représentés dans les puits 1, 3, 5 et 7 successivement. Les
échantillons n°: 1, 3 et 4 sont de type homozygote sauvage G/G pour le polymorphisme
RAD51 G135C, et I’échantillon n° : 2 est de type homozygote muté C/C. D : Digéré. ND :
Non Digéré. M : Marqueur de poids moléculair (1kb, Euromedea). TN : témoin négatif.

D’apres le profil, les échantillons 1, 3 et 4, sont de génotype homozygote sauvage G/G,
et I’échantillon 2 est de génotype homozygote muté C/C.
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Le fragment de taille 290 pb du géne XRCC2 a été digéré par 1’endonucléase de
restriction Hphl. La transition R188H (G31479A) du gene XRCC2, a favorisé 1’apparition
d’un site de reconnaissance de I’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
et, enfin, les échantillons représentants les trois bandes sont de type hétérozygote G/A.

La figure suivante représente un profil de migration des produits de PCR de taille 290 pb

couplés avec les produits de leurs digestions enzymatiques, appartenant a 3 échantillons

différents.
.Ech 1 . Egh 2 : Ech 3
500 pb —
250 pb — w290 pb

e 142 pb + 148 pb

5G G/A G/G
(R/R) (R/H) (R/R)

Fig 19. Profil électrophorétique des produits de PCR (290 pb sur I’exon 3 du géne
XRCC?2) et de leurs produits de digestion, séparés sur un gel d’agarose a
3,5%, apreés coloration au BET et visualisation sous UV. Les puits 1, 3 et5 : un
fragment de 290 pb dans I’exon 3 du géne XRCC2 ; les puits 2, 4 et 6 : produits de
digestion des fragments représentés dans les puits 1, 3 et 5 successivement. Les
échantillons n°:1 et 3 sont de type homozygote sauvage G/G (R/R) pour le
polymorphisme XRCC2 HI188R et I’échantillon n°: 2 est de type hétérozygote G/A
(R/H). D: Digéré. ND: Non Digéré. M: Marqueur de poids moléculair (1kb,
Euromedea). TN : témoin négatif.

A partir de profil, il est claire de déduire que 1’échantillons 2 porte le génotype

hétérozygote G/A (R188H), tandis que les deux autres échantillon sont de génotype

)

homozygote sauvage G/G (R188R).
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Le fragment de taille 211 pb du gene XRCC3 a été digéré par ’endonucléase de
restriction Nlalll. La transition T241M (C18067T) a favorisé 1’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 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 C/T.

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 Nlalll.
Ech 1 Ech 2 Ech 3 Ech 4
—r —r— —— ——
ND D ND D ND D ND D
2 4
500 pb —
250 pb — «— 211 pb

«— 103 pb + 108 pb

e e p— P
T/T CiC T/T Ci/C
(M/M) (T/T) (M/M) (T/T)

Fig 20. 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 puits 1, 3, 5 et
7 : un fragment de 211 pb dans I’exon 7 du géne XRCC3 ; les puits 2, 4, 6 et 8 : produits
de digestion des fragments représentés dans les puits 1, 3, 5 et 7 successivement. Les
échantillons n°: 1 et 3 sont de type homozygote muté M/M pour le polymorphisme
XRCC3 T241M et les échantillon n°: 2 et 4 sont de type homozygote sauvage T/T.
D : Digéré. ND: Non Digéré. M : Marqueur de poids moléculair (1kb, Euromedea).

TN : témoin négatif.

D’apres le profil, les échantillons 1 et 3 sont de génotype homozygote muté T/T
(M241M). Tandis que, les échantillons 2 et 4 sont de génotype homozygote sauvage C/C
(T241T).
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Tableau XIV. Distribution des génotypes des polymorphismes : RAD51 G135C,
XRCC2 R188H et XRCC3 T241M dans les échantillons analysés.

Génotype Patients (n =30) | Contrdles (n=7)
RAD51 G135C

Homozygote sauvage G135G 28 7

Hétérozygote G135C 1 0

Homozygote muté C135C 1 0

XRCC2 R188H

Homozygote sauvage R188R 29 !

Hétérozygote R188H 1 0

Homozygote muté H188H 0 0
XRCC3 T241M

Homozygote sauvage T241T 28 !

Hétérozygote T241M 0 0

2 0

Homozygote muté M241M

1
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11.4. Discussion

L’objectif de cette étude était 1’optimisation ainsi que la validation d’une technique
fiable pour détecter des variants alléliques sur les génes clés de la réparation d’ADN par
recombinaison homologue (RAD51, XRCC2 et XRCC3), a partir des blocs de paraffine.
De plus, nous avons essaye d’établir une relation entre ces différents polymorphismes et le
risque d’apparition et/ou de développement de cancer du sein chez les femmes

Algériennes.

Apres 1’établissement d’une stratégie expérimentale bien déterminée suivie
d’optimisations des conditions expérimentales, 1’amplification des séquences cibles
correspondant aux variants RAD51 G135C, XRCC2 R188H et XRCC3 T241M a éte
obtenue dans tous les échantillons inclus dans la présente étude, témoignant ainsi de la

présence d’ADN en quantité suffisante pour réaliser tous les essais programmeés.
11.4.1. Discussion analytique
11.4.1.1. Extraction d’ADN

Suite a I’orientation de la recherche vers 1’explication des aspects génétiques des
maladies, les tissus fixés et inclus dans la paraffine constituent une source continue dans le
domaine de la recherche. Le pouvoir d’extraction d’ADN a partir des blocs de paraffine
constitue une chance précieuse pour les études génétiques. Ces tissus n’étaient pas
considérés comme une source viable pour les analyses moléculaires, car les acides

nucleiques peuvent étre trés modifiés et, parfois, méme dégradés.

La digestion des tissus par les proteinases liberent les acides nucléiques dirigés pour
la réalisation de ce type d’analyse. Méme pour un tissu renfermant trés peu de cellules et,
par conséquence, trés peu de matériel génétique extrait, la technique de PCR a permis
d’augmenter le nombre de copie obtenu, ce qui a constitué une opportunité d’utiliser ces

échantillons pour des études génétiques (50, 51).

L’extraction suivie de ’amplification d’ADN, a partir des tissus inclus dans la
paraffine, est une procédure robuste dépendante de plusieurs facteurs comme : I’age du
bloc de paraffine, la longueur du fragment a amplifié et le stade de la maladie. En outre,
I’obtention d’un produit de PCR a partir des blocs de paraffine est difficile, car le tissu est
rare, dégradé, et souvent contaminé par les traces des substances qui inhibent la protéinase

1
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K pendant I’extraction comme le xyléne, ou inhibent la Taq polymérase au cours de

I’amplification comme la formaline (50, 51).

11.4.1.1.1. Optimisation de protocole de déparaffinage, de réhydratation de tissu

et d’extraction d’ADN

Avant toute expérimentation proprement dite, nous avons réalisé une optimisation des
techniques de déparaffinage, de réhydratation de tissu et d’extraction d’ADN, afin

d’obtenir un extrait prét a étre amplifier.

Nous avons apporté des ajustements au protocole d’extraction d’ADN recommandé

par le groupe de recherche Pikor L.A. et al. (51) comme suite :

- pendant la premiere étape de déparaffinage, la période d’agitation des tubes
contenants les échantillons et le xylene a été fixé a une duré de 15 min ;

- durant la premiére étape de la réhydratation, le volume d’éthanol a ajouter a été
modifie de 800 pl a un volume de 300 & 600 pl selon la taille de tissu ;

- le protocole d’extraction a ét¢ modifié¢ du phénol/chloroforme au NaCl 6M.

Ces modifications ont permis d’obtenir un bon rendement d’ADN extrait, en quantité

suffisante pour réaliser I’amplification par PCR.
I1.4.1.1.2. Vérification de I’intégrité de ’ADN

L’intégrité de ’ADN extrait a ét¢ vérifiée suite a une migration électrophorétique de
4 ul d’ADN de chaque échantillon déposé sur un gel d’agarose a 1%, sous une tension de
100 V, pendant 30 min. A la fin de la migration, PADN a été visualisé sous UV aprés
coloration au BET (Figure 18).

)
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Fig. 21. Exemple de profil électrophorétique d’ADN génomique extrait a partir de
tissus pathologiques séparé sur un gel d’agarose a 1% apreés coloration au
BET et visualisation sous UV. Les puits de 1 a 6 correspondent aux échantillons : 8,

10, 9, 12, 2 et 1 successivement.

D’aprés le profil, tous les échantillons représentent un ADN potentiellement
exploitable. La différence dans I’intensité du signale est due a la différence entre les

concentrations en ADN d’un échantillon a 1’autre.
11.4.1.2. Optimisation de la PCR-RFLP

Notre stratégie expérimentale préalablement préparée a été bien claire et concerne tous
les paramétres facilitant I’obtention d’un bon signal d’amplification : du choix des amorces
et des enzymes de restriction jusqu’aux concentrations et aux volumes des différentes
solutions a utiliser. Ces optimisations ont été réalisées afin de permettre 1’obtention de
résultats exploitables, avec un regard tres particulier sur les possibles contaminations qui
pouvaient survenir a la suite d’erreurs de manipulation ainsi que sur la préservation du

matériel biologique trés précieux.
11.4.1.2.1. Choix des amorces et des enzymes de restrictions

Les amorces et les enzymes de restriction utilisées pour I’analyse des polymorphismes
RAD51 G135C et XRCC2 R188H ont été adoptées a partir des travaux validés dans la
littérature (18, 46-48) et celles utilisées pour ’analyse de polymorphisme XRCC3 T241M
ont été adoptées a partir du travail réalisé par le groupe Brooks J. et al. (49). Une autre

validation de I’amplification et de la digestion a été réalisée in silico, en utilisant 1’outil
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bioinformatique, afin de mesurer 1’efficacité ainsi que la qualité du résultat estompé, selon

les étapes suivantes :

sur le site http://genome.ucsc.edu, déposer les couples des amorces puis lancer

I’amplification ;
sélectionner les séquences amplifiées in silico, ensuite les déposer sur le site

http://www.restrictionmapper.org (annexe 3) ;

choisir I’enzyme de restriction et lancer la digestion ;

si le site de reconnaissance est fourni par 1’allele sauvage (le cas de I’SNP
RAD51 G135C), les produits de digestion de tailles attendues vont étre
présentés (annexe 5) ;

si le site de reconnaissance est crée par la substitution d’intérét, il faut tout

d’abord aller sur le site : http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp afin de positionner

le point de mutation (annexe 4). En suite, introduire la substitution d’intérét ;

placer la séquence mutée sur le site: http://www.restrictionmapper.org,

sélectionner I’enzyme de restriction convenable puis, lancer la digestion ;

les fragments de taille attendue vont étre obtenus.

De cette facon, nous avons confirmé que les amorces et les enzymes de restriction sont

specifiques, et peuvent servir a réaliser les tests PCR-RFLP d’intérét.

11.4.1.2.2. Optimisation de la concentration en MgCl,

Le MgCI; a un role primordial pour la PCR. Pendant la réaction d’amplification, les

ions Mg®* forment un complexe avec les nucléotides libres et, c’est ainsi que le complexe

Mg®*/nucléotide est le substrat de la Taq polymérase.

La concentration en MgCl, a 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 (Figure 19). La concentration finale de

6,12 mM a été retenue sur la qualité de I’amplification.

i
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paire d’amorce 1l paire d’amorce 2
A A
- B WY o )
[ MgC12]6,12mM 25mM 2,5mM 6,12mM 25mM 2,5mM
1 2 3 - 5 6

Fig. 22. Exemple de profil électrophorétique des produits PCR montrant
Poptimisation de la concentration de MgCl,. Les puits 1-3: produits
d’amplification en utilisant des concentrations de MgCl, a: 6,12 mM, 25 mM
et 2,5 mM, successivement, pour un couple d’amorce. Les puits 4-6 : produits
d’amplification en utilisant des concentrations de MgCl, a: 6,12 mM, 25 mM et

2,5 mM, successivement, pour un deuxiéme couple d’amorce.

11.4.1.2.3. Création du programme d’amplification

Certaines améliorations des conditions d’amplification ont été apportées a celles issues
de la littérature, en particulier, la création d’un programme d’amplification par PCR
commun pour les trois couples d’amorces, a condition d’obtenir des fragments cibles bien

individualisés et sans aucun risque de contamination possible.

Apres plusieurs essais d’optimisation individuels et combinés, nous avons reunis les
différents parametres susceptibles de nous donner un bon signal d’amplification
exploitable dans les étapes expérimentales suivantes. Ces paramétres optimisés étaient

comme suit :

e la quantité d’ADN a été limitée a 100 ng/échantillon ;
e |e nombre des cycles a été augmenté a 35 cycles ;
e la température d’hybridation a été ajustée a 60°C pour I’ensemble des

amplifications.
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11.4.1.2.4. Optimisation des conditions de restriction

Les digestions enzymatiques ont toutes été réalisées directement sur de I’ADN
amplifié par PCR. Pour I’é¢tude de la RFLP, les produits amplifiés par PCR sont soumis a

I’action des différentes enzymes de restriction spécifiques pour chaque gene étudié.

Selon la littérature et les conditions de fonctionnement des enzymes de restriction
fournis par le site de producteur (New England Biolabs, UK), les réactions de restriction

ont été réalisées sous les conditions suivantes :
un milieu réactionnel de 20 pl constitué de :

e 10 pl de produit de PCR ;
e 6 ul de tampon de restriction ;

e 3 pul de I’enzyme de restriction ;

e 1uldeH,0.
une température de restriction a :

e 60°C pour ’enzyme de restriction BStNI ;

e 37°C pour les enzymes de restriction Hphl et Nlalll.

une durée de restriction de quatre (4) heures pour les trois enzymes de restriction a été

appliquée.
11.4.2. Discussion des résultats

L’instabilité génétique acquise a travers une réparation insuffisante des CDB de
I’ADN est suggérée étre parametre essentiel dans la susceptibilité au cancer du sein. Les
protéines codées par les génes, RAD51, XRCC2 et XRCC3 en interaction avec d’autres
protéines telle que, BRCA 1, BRCA 2 et RAD51 C, assurent la réparation par RH (la voie
la plus fidéle de réparation). En effet, I’effet des polymorphismes ponctuels de ces génes
sur le risque de cancer du sein a fait I’objet d’un nombre important des études (18, 45-49,
53-59).

En 2008, le groupe Smith T.R. et al. (52) ont suggéreé que la combinaison de plusieurs

SNPs dans différents genes de réparation peut contribuer au risque du cancer du sein.

)
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Le groupe Haiman C.A. et al. en 2008 (53) ont prouve une faible association entre les
polymorphismes RAD51 G135C, XRCC2 R188H et XRCC3 T241M avec une
augmentation du risque de cancer du sein. Cependant, d’autres études n’ont trouvé aucune

relation entre ces polymorphisme et le cancer du sein (49, 54).

Une étude réalisée sur les SNP XRCC2 R188H et XRCC3 T241M a suggéré une
relation étroite entre I’apparition de ces mutations et 1’augmentant du risque de cancer du
sein (55). D’autres travaux ont aussi trouvé une relation entre le génotype XRCC3 M/M et
I’augmentation du risque de caner du sein (56, 57). Malgré qu’en 2006, 1’équipe Garcia-
Glosas M., et al. (58) 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 D.J. et al. (59)
ont démontré 1’association de I’'SNP XRCC2 R188H, avec une augmentation du risque de

cancer du sein.

Le génotype homozygote muté C/C de I’'SNP RAD51 G135C a été suggéré avoir un

effet augmentant le risque du cancer du sein (48).

Dont notre étude, les analyses moléculaires réalisées ont permis de détecter les
différents génotypes des polymorphismes étudiés (RAD51 G135C, XRCC2 R188H et
XRCC3 T241M). Néanmoins, I’association entre ces polymorphismes et le risque du

cancer du sein n’a pas été confirmée a cause du nombre restreint d’échantillons étudiés.

s
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Conclusion et Perspectives

Le but de notre travail était une optimisation et une validation d’une technique de
PCR-RFLP afin d’étudier les polymorphismes génétiques RADS1 G135C, XRCC2
R188H, XRCC3 T241M, et leurs association dans le cancer du sein, en comparant les

échantillons pathologiques et bénins.

Les résultats obtenus ont permis de détecter des anomalies génétiques au niveau de
chacun des 3 genes étudiés, avec des pourcentages variables. Néanmoins, leur association
n’a pas été confirmée vu le nombre restreint des échantillons étudiées. Un séquencage
permettrait d’identifier les substitutions obtenues (essentiellement les homozygotes

mutées).

Les cellules tumorales sont souvent défectueuses dans une des voies de réparation de
I’ADN, par conséquence, la recherche de 1’implication des variants du RADS51, XRCC2,
XRCC3 est dune grande importance. Vu D'intérét de cette recherche, des études
complémentaires du profil RFLP des variants RAD51 G135C, XRCC2 R188H, XRCC3

T241M sur un échantillonnage étendu de la population Algérienne, sont nécessaires.
Pour la continuité de notre étude, nous proposons de :

e augmenter le nombre des échantillons pour faire une étude statistique fiable, ce
qui va nous permettre d’en tirer des conclusions et dégager des
recommandations, tres utiles pour le clinicien ;

e valider les résultats positifs obtenus via le séquengage afin d’identifier et de
confirmer la nature des anomalies détecter ;

e étudier I’association des trois polymorphismes d’intérét pour une éventuelle
analyse compléte des génes, ce qui nous permettra peut-étre de déceler de
nouvelles mutations spécifiques de la population Algérienne ;

e étudier d’autres polymorphismes dans les autres paralogues du géne RAD51 :
RAD51C, RAD51B, RAD51D ;

e analyser d’autres génes de réparation de I’ADN, surtout chez les patientes qui

ne présentent aucune anomalie pour les 3 genes étudiés.
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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 puM, solution fille a 10 mM)
(Eurogentec, France)

dNTPs (mM 10 uM, Fermentas, Spain)

Tag polymérase 5 U/ul (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 :

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

mélanger I’agarose avec 100 ml de tampon TAE 1x ;

dans une microonde, chauffer le mélange jusqu’au dissous total des cristaux
d’agarose dans le tampon ;

ajouter 1 ul de bromure d’éthidium (BET) au mélange ;

couler délicatement le gel sur le portoir spécial et placer les peignés
soigneusement ;

apres refroidissement, le gel est polymérisé et prét d’étre utilisé ;

enlever les peignés, couvrir le gel avec le tampon et enfin déposer

soigneusement les échantillons dans les puits.

Annexe 3. Préparation de bleu de chargement

Le bleu de chargement peut étre préparé en mélangeant les produits suivants :

v 3l H,0.
v' 2,4 ug bleu de bromophénol.
v 3ul glycérol.
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Annexe 4. Résultats des amplifications in silico

RAD51 135G>C

>chr15:40987456+40987612 157bp TGGGAACTGCAACTCATCTGE GCGCTCCTCTCTCCAGCA
TGGGAACTGCAACTCATCTCGgttgtgcgcagaaggetggggcaagegag
tagagaagrggagcgtaagecaggggcgttgggggccgrgcgggreggge
gegrgecacgeccgegaggrgaagreggagegcqgagaccTGCTGGAGAGA

GGAGCGC

XRCC2R188H

>chr7:152345869-152346158 290bp TGTAGTCACCCATCICICIGC AGTTGCTGCCATGCCITACA
TGTAGTCACCCATCICICIGCcttrrgattrtggatagectgreagettt
ttactggatagaccgegtcaatggaggagaaagtgtgaacttacaggagt
CTACTCTGAQUAAATQLLCtCAgtgettAgaAgaagCTtgtalatgactat
cgectggrrertrttgcaacgacacaaactataatgeagaaagectcgag
ctcatcagaagaaccttctcatgectetegacgactgtgtgatgtggaca
tagactacagacertatctcTGTAAGGCATGGCAGCAACT

XRCC3 T241M

>chrl4:104165649-104165859 211bp ATGGCTCCGCCTGGTGCTCA CATCCTGGCTAAAAATACG
ATGGCTCGCCTGCTGGTCAtcgacteggtggeageccecattcegetgtga
atttgacagecaggecteegeccecagggecaggeatctgeagtecctyg
gggccacgetgegtgagetgageaggecttecagagecetgrgetgege
atcaaccaggtgageaccaaggcagggrrgcaceeetgagetCeTATIIT

TAGCCAGGAIG

Fig. 1. Présentation des séquences PCR prévues amplifiées par la PCR in silico qui

ont était lancées en-ligne a partir de http://genome.ucsc.edu.



http://genome.ucsc.edu/
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Annexe 5. Positionnement de site de polymorphisme in silico

RADS51 135G=>C

GAGTAGAGRRAGTGGAGCGTRAAGCCA[C/G] GEGECETTEEEGEGECCETECEEETCGS

XRCC2 R188H

TTAGAGAAGCTTETARATGACTATC [/ S]] CCTGETTCTTTTTSCARCGACACRER

XRCC3 T241M

AGGECATCTGCAGTCCCTGEEGEGCCA [C/T] GCTECETGAGCTEGAGCAGTECCTTC

Fig. 2. Présentation des sites de polymorphisme d’intérét, disponibles sur:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp.

Annexe 6. Résultats de la digestion des fragments d’ADN par les endonucléases de

restriction in silico

RADS1 (alléle sauvage)
Length 5'Enzyme S5’ Base 3' Enzyme 3' Base Sequence

86 Bst\i 72 none 157 AGGGGCGTTG GGGGCCGTGC GGGTCGGGLG CGTGCCACGC CCGCGGGGTG
AAGTCGGAGC GCGGGGCCTG CTGGAGAGAG GAGCGC
71 none 1 BstNI 71  TGGGAACTGC AACTCATCTG GGTTGTGCGC AGAAGGCTGG GGCAAGCGAG

TAGAGAAGTG GAGCGTAAGCC

XRCC2 (allele mutée)

Length 5'Enzyme 5'Base 3' Enzyme 3'Base Sequence
148 Hphl 143 none 290 ATGACTATCA CCTGGTTCTT TTTGCAACGA CACAAACTAT AATGCAGAAA
GCCTCGAGCT CATCAGAAGA ACCTTCTCAT GCCTCTCGAC GACTGTGTGA
TGTGGACATA GACTACAGAC CTTATCTCTG TAAGGCATGG CAGCAACT

142 none 1 Hphl 142 TGTAGTCACC CATCTCTCTG CCTTTTGATT TTGGATAGCC TGTCAGCTTT
TTACTGGATA GACCGCGTCA ATGGAGGAGA AAGTGTGAAC TTACAGGAGT

CTACTCTGAG GAAATGTTCT CAGTGCTTAG AGAAGCTTGT AA

XRCC3 (alléle mutée)

Length 5'Enzyme 5'Base 3'Enzyme 3' Base Sequence
108 none 1 Nlalll 108 ATGGCTCGCC TGGTGGTCAT CGACTCGGTG GCAGCCCCAT TCCGCTGTGA
ATTTGACAGC CAGGCCTCCG CCCCCAGGGC CAGGCATCTG CAGTCCCTGG

GGGCCATG

103 Nlalll 109 none 211 CTGCGTGAGC TGAGCAGTGC CTTCCAGAGC CCTGTGCTGT GCATCAACCA
GGTGAGCACC AAGGCAGGGT TGCACCCCTG AGCTCGTATT TTTAGCCAGG

ATG

Fig. 3. Présentation des fragments de restriction prévus obtenus suivant des
digestions enzymatiques qui ont été lancées en-ligne a partir de

http://www.restrictionmapper.org.
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Résume

Les génes RAD51, XRCC2, XRCC3 codent pour des protéines clés de la réparation par recombinaison
homologue (la voie la plus fidéle de la réparation). Les polymorphismes nucléotidiques (SNP) dans ces génes
peuvent étre associés a une modification de I’efficacité de la réparation en modifiant le risque de développement
d’un cancer.

Le but de notre étude concerne I’optimisation et la validation d’une méthodologie expérimentale basée sur les
techniques de biologie moléculaire, qui sont fiables, sensibles et reproductibles (PCR-RFLP), pour la détection des
SNPs : RAD51 G135C, XRCC2 R188H et XRCC3 T241M et la possible corrélation entre ces polymorphismes et
le risque du cancer du sein chez la population Algérienne.

Les résultats obtenus confirment la présence de mutations au niveau de chaque géne étudié, avec des fréquences
trés faibles. Vu le nombre restreint d’échantillons étudiés, 1’association entre les polymorphismes étudiés et le
risque du cancer du sein n’a pas été possible et évidente. Néanmoins, ces résultats suggérent 1’existence d’autres
mutations associées dans le processus de transformation de ce type cellulaire.

Vu lintérét de cette recherche, des études complémentaires du profil RFLP des variants RADS51 G135C,
XRCC2 R188H et XRCC3 T241M sur un échantillonnage étendu de la population Algérienne sont envisageables,
afin d’avancer des conclusions discutables.

Mots clés :

Cancer du sein, RAD51, XRCC2, XRCC3, Polymorphismes, PCR-RFLP

Summary

RADS51, XRCC2 and XRCC3 genes code for three central players of the homologous recombination repair
pathway. Single nucleotide polymorphisms in these genes could be associated with a modification of the efficiency
of the DNA repair process, leading to a modification of the risk of developing breast cancer.

The aim of our study is the optimization and validation of an experimental methodology based on molecular
biology techniques (PCR-RFLP), which are reliable, sensible and reproducible, to detect the SNPs :
RAD51 G135C, XRCC2 R188H, and XRCC3 T241M and the possible correlation between these polymorphisms
and the risqué of developing breast cancer at the Algerian population.

The obtained results confirm the presence of mutations at the level of each studied gene, with weak frequencies.
Due to the restricted number of the samples analyzed, the association between breast cancer risk and the SNPs of
interest was not possible. Nevertheless, these results suggest the existence of other mutations associated with the
transformation process of this cellular type.

Regarding the importance of the present research, farther studies of RFLP profiles for the varientes
RAD51 G135C, XRCC2 R188H and XRCC3 T241M on a larger Algerian population are feasible, in order to come
up with debatable conclusions.

Key words:
Breast cancer, RAD51, XRCC2, XRCC3, Polymorphisms, PCR-RFLP
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