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Résumé

Le cancer colorectal (CCR) résulte de l'accumulation d'altérations génétiques et épigénétiques dans les
cellules épithéliales de la muqueuse intestinale. Les modifications épigénétiques, en particulier la
méthylation des Tlots CpG de I'ADN, sont reconnues comme des altérations moléculaires communes dans les
tumeurs humaines. Des efforts considérables ont été déployés pour déterminer la cause et le role de la
méthylation aberrante de I'ADN dans la cancérogenése colique. Cette méthylation aberrante touche des
geénes clés impliqués dans la transformation néoplasique des cellules et peut donc servir de biomarqueur pour
la détection précoce de I’ADN tumoral dans les selles et le sang et comme un outil de suivi des patients
atteints de CCR. Cette revue vise a résumer I’ensemble des résultats de I’étude de la méthylation d’ ADN des
patients du Sud Tunisien atteints de cancer colorectal sporadique, afin de mettre en évidence I’impact de
cette méthylation aberrante sur la néoplasie colorectale. Nous avons trouvé des taux de méthylation variables
ayant des corrélations significatives avec les parameétres clinicopathologiques et la survie des patients.

En conclusion, nous avons identifié certains genes qui pourront étre utilisés comme marqueur de diagnostic
et de pronostic du cancer colorectal chez les patients du sud tunisien.

Mots Clés : Cancer colorectal, Méthylation d’ADN, Paramétres cliniques, Sud Tunisien.
Summary

Colorectal cancer (CRC) results from accumulation of genetic and epigenetic alterations in the
intestinal mucosa. Epigenetic changes, including DNA methylation, are recognized as common
molecular modifications in human tumors. Considerable efforts have been made to determine the
cause and the role of aberrant DNA methylation in colon carcinogenesis. This aberrant methylation
touches key genes involved in neoplasic transformation. The DNA methylation of specific
promoters can be used as a biomarker for the early detection of tumor DNA in stool and blood and
as a tool for monitoring patients with CRC. This revue aimed to summarize the results of the DNA
methylation study of south Tunisian patients with colorectal cancer, to put in evidence the
incidence of aberrant methylation of this colorectal neoplasia. We found variable rates of
methylation with significant correlations with clinicopathological features and patients survival. In
conclusion, we identified some genes that can be used as marker for diagnosis and prognosis of
colorectal cancer patients.

Keywords: Colorectal Cancer, DNA Methylation, Clinical Features, South Tunisia.
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INTRODUCTION

La cancérogenése est un processus complexe,
caractérise  par  I’accumulation  progressive
d’altérations génétiques et épigénétiques qui
résultent de [I’instabilit¢é du génome et qui
conduisent a la dérégulation de I’expression de
toute une cascade de geénes et de voies de
signalisation. Ces changements aboutissent a
I’obtention de cellules néoplasiques ayant acquis
plusieurs avantages sélectifs [1, 2]. Le cancer
colorectal apparait suite a une série de changements
histologiques, chacun étant accompagné de
modifications génétiques spécifiques.

Dans le monde, prés d’un million de personnes
développent chaque année un cancer colorectal, et
le taux de mortalité de la maladie avoisine les 33%
[3]. Dans le Sud de la Tunisie, les CCRs sont assez
fréquents chez I’homme, représentant 7,8% de tous
les cancers. lls occupent la 2°™ position chez la
femme et la 6°™ place chez I’lhomme [4].

Les facteurs génétiques jouent un réle prédominant
dans la carcinogenese colorectale [5]. Selon les
incidences respectives et les caractéristiques
moléculaires, les cancers colorectaux peuvent étre
classés en deux grandes catégories, a savoir les
CCRs héreditaires et les CCRs sporadiques.

Les cancers sporadiques sont des cancers n’ayant
pas de causes héréditaires mais apparaissant suite a
des mutations somatiques touchant I’ADN des
cellules épithéliales de la muqueuse intestinale. En
effet, plusieurs génes ont été identifiés comme
impliqués dans la carcinogenése colique. Certains
sont des oncogénes (KRAS, CTNNB1), d’autres
sont des genes suppresseurs de tumeur (APC, P53)
ou des genes de réparation de I’ADN (MLHL1,
MYH) [6]. A ces altérations génétiques s’ajoutent
les facteurs environnementaux communs a une
population donnée et d’autres propres a I’individu

[7]1.

Avec l'augmentation de I’intérét porté a
I’épigénétique, il a été démontré que des
phénomenes comme I’hyperméthylation des

promoteurs des GSTs, I’hypométhylation globale
de I’ADN ainsi que les modifications post-
traductionnelles des histones ont une part
importante dans le processus de cancérogenése
colorectale [8].

La méthylation de I’ADN est une modification
chimique covalente, ayant pour résultat I’addition
d’un groupement méthyl (CH3) sur un résidu
cytosine. Elle se produit essentiellement sur les
cytosines associées aux dinucléotides CpG, souvent
localisées au niveau des promoteurs et des premiers
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exons non codants d’environ 50% des genes
humains [9]. Cette réaction est assurée par les ADN
méthyltransférases ou DNMT [Figure 1 ; 10].

Figure 1 : Réaction de méthylation de I’ADN
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L’HYPERMETHYLATION DES
PROMOTEURS DE GENES DANS LE CCR:

Il est clairement admis que I’hyperméthylation des
flots CpG est considérée comme un événement
majeur impliqué dans le processus de
carcinogenése. La recherche dans cette discipline a
mis l'accent sur les GSTs en tant que cibles
majeures de la méthylation. Dans cette revue, nous
nous sommes intéressés a la modification
épigénétique de différents genes impliqués dans la
transformation cellulaire comme les suppresseurs
de tumeurs (p16INK4a, APC, WIF1, UCHL1), les
génes de réparation des mésappariements de
I’ADN (MLH1), de I’apoptose (DAPK, RASSF1A
et RARB2) et de I’adhésion cellulaire (CDH1) [11-
13].

1. Le gene RASSF1 (Ras-Associated domain
Family 1):

Le géne RASSF1 est un suppresseur de tumeur
localisé au niveau du bras court du chromosome 3
(3p21.3). Le rble de RASSF1A est de moduler le
cycle cellulaire et [I’apoptose induite par
I’activation de diverses voies de signalisation
passant par la protéine oncogénique Ras [14]. Ce
géne est souvent inactivé par hyperméthylation de
son promoteur dans divers types de cancers tel que
le cancer du poumon a petite cellule [15], le cancer
du cavum [16] et le cancer du sein [17].
Inactivation de RASSF1A, associée a la
méthylation aberrante de son promoteur, a été
décrite dans un grand nombre d'échantillons
colorectaux cancereux et de Iésions précancéreuses
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et le taux de méthylation rapporté de ce géne dans
les CCR varie entre 12 et 81 % [18].

2. Le gene DAP-Kinase (Death-Associated
Protein Kinase):

La DAP-Kinase est une protéine pro-apoptotique
qui joue le r6le d’un médiateur positif de
I’apoptose passant par les récepteurs de mort et
induite par le TNF-a, I’IFN-y et le récepteur Fas
[19, 20]. Plus d’une centaine d’études ont rapporté
une inactivation du géne codant la DAP-Kinase par
hyperméthylation de son promoteur dans divers
cancers, dont le CCR [21].

L hyperméthylation de DAP-Kinase est détectable
chez les patients atteints de CCRs sporadiques dans
53 4 81,2% des cas [22, 23].

3. Le géne RARB2 (Retinoic Acid Receptor
beta 2) :

Le gene RARP2 est un suppresseur de tumeur qui
est sous-exprimé dans des lignées cellulaires de
carcinome a cellules squameuses [24] et dans les
tumeurs primaires du poumon, du sein, du
nasopharynx, et du col de I'utérus [16, 25-27].
Dans le CCR, l'inactivation du promoteur RAR(2
par hyperméthylation a été démontrée en premier
lieu dans les cellules de cancer du cblon puis dans
les tumeurs primaires ; ou il a été observé que la
méthylation de RARR2 était plus élevée dans les
tumeurs que dans les muqueuses normales
associées et qu’elle est responsable de la perte de la
protéine [28-30]. Le taux de méthylation rapporté
dans la littérature est de I’ordre de 85% [31].

4, Le gene CDH1 (E-cadherin) :

La glycoprotéine transmembranaire E-cadherine,
responsable de I’adhésion intercellulaire
dépendante du calcium dans le tissu épithélial, joue
un réle important dans I’embryogenése, la
polarisation, la différenciation et la migration
cellulaire [32]. Une dérégulation de I’expression du
géne CDH1 est souvent observée dans les tumeurs
métastasées. Dans le CCR, le gene CDH1 est
méthylé dans 40 a 56% des cas [33,34].

5. Le géene APC (Adenomatous Polyposis
Coli) :

Le géne APC est un suppresseur de tumeur qui
intervient entre autre dans la régulation du taux
cytosolique de la B-caténine [35]. L’inactivation du
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géne APC par mutation est I’aberration la plus
communément observée dans les tumeurs
colorectales. Plusieurs études ont montré que
I’hyperméthylation du promoteur de ce gene peut
entrainer sa perte d’expression dans les tumeurs qui
ne présentent pas de LOH au niveau de ce locus,
avec une fréguence qui varie entre 10 et 50% [36-
39].

6. Le gene MLH1 (human MutL Homolog 1) :

Le géne MLH1 code pour un membre du complexe
de réparation des mésappariements au cours de la
réplication de I’ADN [40]. Des mutations
constitutionnelles de ce géne sont responsables du
syndrome HNPCC [41]. Dans les cas de CCR
sporadique, ce géne est inactivé par
hyperméthylation de son promoteur dans 10 a 50%
des cas [42-44]. Cet événement semble se mettre
en place de fagon précoce au cours de la
carcinogenése colorectale [45]. L’hyperméthylation
du promoteur de MLH1 est associée au phénotype
MSI-H et a la mutation V600E de I’oncoprotéine
BRAF [46].

7. Le gene pl6INK4a :

P16INK4a est un inhibiteur CDK4 (kinase
dépendante de la cycline 4) qui agit spécifiqguement
sur la phase G1/S du cycle cellulaire par un
contrble négatif de I’état de phosphorylation de
rétinoblastome [47]. La méthylation de p16INK4a
a été rapportée a une fréquence de 7-53% dans des
tumeurs malignes colorectales et dans 0-25% au
niveau de la muqueuse colique normale [48-50].
Certaines études montrent que la méthylation de
pl6INK4a est un événement précoce lors de la
carcinogenése colorectale, tandis que d'autres
suggérent qu'il s’agit d’un événement tardif
[51,52].

8. Le gene WIF1 (Wnt Inhibitory Factor 1):

Le gene WIF-1 est un suppresseur de tumeurs qui
fonctionne en tant qu’inhibiteur secrété de la voie
Whnt/B-caténine. Il a été démontré que I’expression
du gene WIF-1 est réprimée par méthylation de son
promoteur dans différents cancers, notamment
celui des poumons, de la prostate, de la vessie et du
nasopharynx [53-55]. Le promoteur du géne WIF1
est fréguemment méthylé dans les CCRs. Des
études antérieures ont montré un taux de
méthylation tres élevé de ce gene, corrélé avec une
perte de I’expression [56]. En effet, Lee et al. ont
montré que parmi 7 promoteurs étudiés, la
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méthylation de WIF-1 était la plus élevée (74%)
dans une grande série de patients atteints de
cancers colorectaux [57].

0. Le géne UCHL1 (ubiquitin carboxyl-
terminal hydrolase 1):

UCHL1 (ou PARK5/PGP9.5) est un membre de la
classe UCH des enzymes de déubiquitination
(DUBS), exprimé spécifiqguement dans les neurones
et représente 1 a 5% de toutes les protéines solubles
du cerveau [58]. Le rble exact de la protéine
UCHL1 dans la cancérogenese est complexe car et
elle fonctionnerait comme un oncogene ou un GST
selon le type de cancer. L’expression du gene
UCHL1 est réprimée par méthylation de son
promoteur dans différents types de cancers comme
celui du c6lon [59]. En effet, des études antérieures
ont montré une méthylation aberrante du promoteur
UCHL1 dans les tumeurs colorectales primaires,
ainsi que dans les lignées cellulaires de cancer du
cOlon, avec des taux avoisinant les 73% [59, 60].
Cependant, une autre étude a montré que le
promoteur d’UCHL1 est hypométhylé dans les
cancers colorectaux métastasiques. Ceci suggére
que I’hypométhylation de ce promoteur serait le
mécanisme responsable de la réexpression de ce
géne a des stades avancés du CCR, faisant de lui un
marqueur potentiel pour les CCRs métastasiques
[61].

RESULTATS DE L’ETUDE EPIGENETIQUE
CHEZ LES PATIENTS DU SUD TUNISIEN
ATTEINTS DE CANCER COLORECTAL :

Notre travail a porté sur une panoplie de geénes
impliqués dans la carcinogenése colorectale, a
savoir : les suppresseurs de tumeurs (pl6INK4a,
APC, WIF1, UCHL1), les génes de réparation des
mésappariements de I’ADN (MLHL1), de I’apoptose
(DAPK, RASSFIA et RARP2) et de I’adhésion
cellulaire (CDH1) ; et nous avons comme objectif
la détermination du statut de méthylation des
régions promotrices de ces genes. L’étude a été
réalisée sur une série de 83 adénocarcinomes
lieberkuhniens prélevés chez des patients du sud
tunisien atteints d’un CCR sporadique. Les
fréquences de méthylation ont été comparées avec
les données de la littérature et corrélées avec les
parametres clinicopathologiques.

Nous avons trouvé des taux de méthylation
variables chez nos patients (Figure 2 ; tableau 1).
Les différents pourcentages de méthylation que
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nous avons trouve se rapprochent de ce qui a été
décrit dans la littérature (tableau 1). L’importance
de I’étude du statut de méthylation de tous ces
genes réside dans les corrélations avec les divers
parametres clinicopathologiques qui peuvent en
sortir ainsi que dans les différences de survie
globale chez les patients. L’association avec ces
parametres pourrait nous renseigner sur les
marqueurs de suivi et de pronostic.

Tableau 1 : Résultats de I’étude du statut de
méthylation  des  différents  genes et
comparaisons par rapport a la littérature.

Gene Fréquence Freqlzigggrz:;o)rlque
RARJ2 80,8% ~85% [31]
DAPK 47,2% 53-81.2% [22,23]

RASSF1A 35,6% 12-81% [18]

CDH1 46,6% 40-56% [33,34]

P16 47,2% 7-53% [48-50]

MLH1 53,4% 10-50% [42-44]

APC 58,9% 10-50% [39]
WIF1 87,95% 74% [57]
UCHL1 68,57% 73% [59,60]

1. Associations avec les parameétres cliniques

des patients :

Pour la plupart des génes étudiés, nous avons
trouvé des corrélations significatives avec les
facteurs cliniques liés a une plus grande agressivité
de la maladie.

En effet, la perte d’expression du géne RARp2
suite a la méthylation de son promoteur corréle
avec la surexpression de COX-2 (p=0.014) [11],
cette derniere est impliquée dans le processus
inflammatoire et la progression tumorale. En effet,
RARP2 peut réguler la transcription de COX-2
directement en se fixant sur le promoteur ou
indirectement en inhibant le facteur transcriptionnel
AP1 qui régule a son tour positivement
I’expression de COX-2 [62-64].

Concernant I’E-cadhérine, nous avons trouvé une
association significative entre les résultats de
méthylation et d’immunohistochimie (p=0,005).
En effet, son expression a été observée dans 83.3%
des cas (50/60). Parmi les 50 cas positifs, 32 (64%)
ont montré I’absence totale de méthylation du gene
CDH1 tandis que seuls 2 cas avaient un statut
méthylé, ce qui suggere I’importance de cette
altération épigénétique dans la perte d’expression
de la protéine d’adhésion dans les CCRs [11].
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Ce résultat est en accord avec le travail de Garinis
et al. qui ont rapporté une association significative
entre la diminution de [I’expression de I'E-
cadhérine et I’hyperméthylation de son promoteur,
dans environ 80% des carcinomes [33].

L analyse de la méthylation concomitante des deux
génes pl6INK4a et MLH1 a montré qu’elle est
fortement associée avec le stade de la maladie (p=
0,024) et la taille tumorale (p=0,021) [12]. La
méthylation de pl6INK4a est plus fréquente chez
les patients dont la tumeur est de taille élevée
(p=0,035) [12]. Selon d’autres travaux, le profil de
méthylation de pl61K4a est associé avec le type
mucineux, le stade tumoral avancé, [I’atteinte
ganglionnaire et un mauvais pronostic [52, 65]. En
ce qui concerne le statut de méthylation du
promoteur MLH1, I’hyperméthylation de ce géne
tend a étre corrélée avec la localisation proximale
de la tumeur (p=0.063) comme il a été déja décrit
dans la littérature [66].

L’analyse univariée a montré que la méthylation du
promoteur WIF-1 est significativement corrélée
avec I’agressivité de la maladie comme la présence
de métastases (p=0.039) et l'invasion vasculaire
(p=0.029). L’analyse de I'expression de WIF-1 a
donné lieu a une corrélation significative entre la
MSP et la RT-PCR (P = 0,001). En effet, alors que
I’ARNmM de WIF-1 a été observé seulement dans
9,5% des échantillons avec un profil hémi-méthylé,
il a été détecté dans 100% des échantillons non
méthylés. Ceci suggére que cette méthylation du
promoteur de WIF1 est responsable de sa perte
d’expression dans les tissus tumoraux [13]. Nos
résultats sont en accord avec Taniguchi et al. qui
ont montré un taux de méthylation trés élevé de ce
geéne, corrélé avec une perte de I’expression [56].
Pour le géne APC, I’analyse statistique a révélé une
association significative entre I’hyperméthylation
du gene APC et le statut MSI-H (p=0.002) et avec
la forme sauvage du géne BRAF. Ce résultat
concorde avec celui d’lacopetta et al. [44].

Dans notre série d’étude, la méthylation du géne
UCHL-1 correle significativement avec I’invasion
des ganglions lymphatiques (p = 0,029). L’analyse
de [I'expression de son ARNmM a révélé une
corrélation significative entre les résultats de la
MSP et ceux de la RT-PCR (p=0,016), suggérant
que cette méthylation entraine la perte d’expression
de UCHL-1 dans les tissus tumoraux. Ces résultats
sont en accord avec une étude récente montrant que
I'expression accrue d’UCHL1 était
significativement associée a l'invasion des
ganglions lymphatiques [67].
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2. Associations avec la survie des patients :

En utilisant la méthode de Kaplan-Meier, nous
avons trouvé que I’hyperméthylation des geénes
RAR[2 et MLH1est associée avec une durée
réduite de la survie des patients (Figure 3: AB;
respectivement p log rank =0.026; p log rank
=0.007).

Concernant le géne de réparation d’ADN MLH1,
nous avons trouvé, en utilisant [I"analyse
multivariée, qu’en plus de la taille tumorale,
I’hyperméthylation de ce gene constitue un facteur
indépendant de pronostic dans les CCRs.

Les courbes de survie ont montré que la durée de la
survie globale est significativement réduite pour
des patients ayant un promoteur WIF-1 méthylé
((Figure 3C; p log rank=0.024). De plus, en
considérant le groupe de patients ayant un profil de
méthylation positif, nous avons constaté que la
durée de survie globale est significativement
prolongée pour ceux ayant une taille tumorale
réduite (p=0.007) et une absence de métastase
(p=0.036) (Figure 3D, 3E).

Figure 2: Histogramme illustrant les
différences de méthylation entre les différents
geénes étudiés.
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Figure 3 : Courbes de Kaplan Meier montrant I’effet de la méthylation aberrantes des promoteurs
de certains genes sur la survides patients tunisiens atteints de cancer colorectal sporadique.
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CONCLUSION

L’étude des modifications épigénétiques qui
modulent la transformation cellulaire néoplasique a
suscité un intérét grandissant au cours de ces
derniéres années et les efforts se sont consentis
pour en sortir une liste de génes qui pourront étre
utilisés comme marqueur de diagnostic et de
pronostic de la maladie. Dans ce présent travail,
nous avons étudié le statut de méthylation de 9
génes qui jouent des rbles importants dans
différents processus cellulaires. Nous avons mis en
évidence que I’hyperméthylation de RAR[I2,
MLH1 et WIF1 est un événement fréquent dans les
carcinomes recto-coliques corrélé a un mauvais
pronostic. Nous avons aussi montré que
I’hyperméthylation de CDH1 et WIF1 est le
mécanisme majeur de la perte d’expression des
protéines correspondantes dans les CCRs. Ces
génes constituent donc des marqueurs de mauvais
pronostic pour les patients originaires du Sud
tunisien atteints de cancer colorectal.
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